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Resumo

Desde o advento da nova era da abordagem prote6mica, a identificagdo de
assinaturas moleculares individuais em varios sistemas biolégicos pela
pesquisa basica tem impulsionado a descoberta de biomarcadores diretamente
relacionados a aplicagbes terapéuticas, promovendo desenvolvimento de
testes diagnosticos clinicos mais especificos. Neste contexto, a necessidade da
aplicagado clinica estimula a pesquisa de bancada, sendo que novas
tecnologias permitem novas descobertas e podem se transformar em
prognosticos efetivos, medicamentos inéditos ou mais eficazes e/ou testes
diagnosticos mais especificos. Os bubalinos tem sido alvo de muitas iniciativas
econdbmicas e de pesquisas translacionais. Uma vez que, seu plasma
sanguineo é rico em fibrinogénio, bufalos da espécie Bubalus bubalis raga
Murrah, se tornaram doadores primordiais de matéria-prima para o
desenvolvimento de insumos bioldgicos, como por exemplo, o selante de fibrina
derivado do veneno de serpentes e do sangue de bubalinos produzido pelo
Centro de Estudos de Venenos e Animais Pegonhentos (CEVAP). Para tal, se
fez necessario melhor compreender a composi¢ao do plasma sanguineo e do
crioprecipitado destes bubalinos, a fim de dar suporte a pesquisas futuras que
envolverao a identificagdo de marcadores moleculares de doencas infecciosas
que podem acometer estes animais doadores. Este trabalho foi dividido em
duas partes: a primeira destaca-se os achados prévios e significancia da
bubalinocultura, a utilizagdo do sangue de animais para o desenvolvimento de
bioinsumos na saude animal e humana, a produgado e aplicacdo de diversos
selantes de fibrina, o uso da abordagem protedmica como estratégia
investigativa para a prospecgao de biomarcadores moleculares de doencas
infecciosas e uma breve descricdo das principais técnicas analiticas
empregadas pela abordagem protebmica. A segunda parte deste trabalho,
destaca-se a caracterizagao proteica do plasma sanguineo e do crioprecipitado
de bufalos B. bubalis clinicamente sadios, evidenciando 17 grupos de proteinas
majoritarias envolvidas com a via de sinalizacdo do sistema complemento e a

cascasta de coagulagao.

Palavras-chave: Analise protebmica, bubalinos, selante de fibrina,

marcadores moleculares.
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Abstract



Abstract

Since the advent of the new era of proteomics approach, the identification of
individual molecular signatures in various biological systems for basic research
has driven the discovery of biomarkers directly related to therapeutic
applications, promoting the development of more specific clinical diagnostic
tests. In this context, the need for clinical application stimulates the bench
study, which new technologies and new discoveries can become effective
prognostic, or novel drugs more effective and/or more specific diagnostic tests.
The bubaline have been targets of several economic initiatives and translational
research. Since its plasma is rich in fibrinogen, Bubalus bubalis water buffalos
(Murrah) have became main donors of raw material for the development of
biological insumes, as example, the fibrin sealant from snake venoms and water
buffalos blood produced by The Center for the Studies of Venoms and
Venomous Animals (CEVAP) at UNESP. Then, it was necessary to better
understand the composition of the blood plasma and cryoprecipitate these
buffalo, in order to support future research will involve the identification of
molecular markers of infectious diseases that can affect these donor animals.
This study was divided into two parts: the first stands up the previous findings
and significance of buffalo, the use of animal blood for developing biocinsumes in
animal and human health, the production and application of several fibrin
sealants, the use proteomics approach as a research strategy for the discovery
of molecular biomarkers of infect diseases and a brief description of the
analytical methods used by proteomics approach. The second part of this work
brings the protein characterization of blood plasma and cryoprecipitate of B.
bubalis healthy buffalo, where have evidenced 17 groups of major proteins
involved in the signaling pathway of the complement system and the cascade

coagulation.

Keywords: Proteomic Analysis, water buffalo, fibrin sealant, molecular

markers.
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Lista de Abreviaturas

MAPA -  Ministério da agricultura, pecuaria e abastecimento

IgG - Imunoglobulina G

CEVAP - Centro de estudos de venenos e animais pegonhentos

Decit - Ministério da ciéncia e tecnologia

CNPg- Conselho nacional de desenvolvimento cientifico e
tecnoldgico

SUS - Sistema unico de saude

PFA - Proteinas de fase aguda

Hp - Haptoglobina

HPLC -  Cromatografia liquida de alta performance

2D - Eletroforese bidimensional

MALDI -  Matrix-assisted laser desorption/ionization

ESI - Electrospray

SILAC -  Stable isotope labelling by amino acids in cell culture

iTRAQ - Isobaric tag for relative and absolute quantification
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1. ACHADOS PREVIOS E SIGNIFICANCIA
1.1. O PAPEL DOS BUBALINOS NA PRODUGAO DE BIOINSUMOS

Nos ultimos anos, grandes avangos cientificos ocorreram envolvendo
pesquisas basicas de bancada e tiveram seus desdobramentos no setor
biotecnoldgico, no que se refere ao desenvolvimento de novos compostos bioativos a
partir de matérias-primas de origem animal '. Neste contexto, os bufalos da espécie
Bubalus bubalis ganharam espago consideravel na economia mundial por atuarem
como doadores de matéria-prima.

Os animais da espécie Bubalus bubalis é de origem asiatica e podem ser
encontrados em maior abundancia nas regides tropicais e temperadas da Asia. A
populacdo de bufalos no mundo totaliza 168 milhdes de animais, que estio
distribuidos geograficamente nas seguintes proporcdes: 161 milhdes [95,83%] na Asia,
3,717 milhdes [2,24%] na Africa, 3,3 milhdes [1,96%] na América do Sul, 500 mil
[0,3%] na Europa e 40 mil [0,02%] na Australia®. Portanto, essa espécie tem ocupado
um relevante papel na producdo de alimentos por garantirem estabilidade econdmica
para areas menos favorecidas 2 Além disso, estes animais tém sido mundialmente
utilizados em atividades econémicas, dentre estas, o emprego de for¢a para a tragao
de instrumentos agricolas e a produgdo de leite e de carne®.

A criagdo de bubalinos vem crescendo em todo o mundo *, haja vista, os dados
brasileiros publicados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) em 2010. Estes dados indicaram 1.207.461 cabecgas de bufalos distribuidas
pelas cinco regides brasileiras, destacando-se as racas Murrah e Jafarabadi °.
Segundo o MAPA, o Brasil possui o segundo maior rebanho efetivo do mundo.
Atualmente, a bubalinocultura cresce com maior intensidade nos paises localizados
em areas tropicais, dada a maior capacidade adaptativa e produtividade dos bufalos

frente aos bovinos.
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Dentre os fatores de maior relevancia que sustentam o crescimento da
populacéo bubalina mundial, destacam-se, principalmente, as caracteristicas quimicas
singulares do leite e da carne desses animais, sendo estes potenciais precursores de
matéria-prima para as industrias alimenticias ®. De acordo com pesquisas realizadas
por Ricci, o leite de bufala apresenta um elevado valor nutricional em vista dos
maiores niveis de gorduras, proteinas, calorias, vitamina A e calcio quando comparado
com o leite de vacas "®. Este elevado teor de célcio no leite de bufalas é importante
sob o ponto de vista nutricional e tecnoldgico, especialmente para elaboracdo de
produtos lacteos %'®'"" sendo recomendado para pessoas que apresentam
osteoporose '»'. De acordo com Silva, o leite de bufala é cerca de 40-50% mais
produtivo na elaboracdo de derivados, em relagdo ao leite bovino ™.

Associado ao maior rendimento do leite para producédo de derivados, o bufalo
produz carne de excelente qualidade. Estudos apontam que a carne bubalina
apresenta maior proporcao de ferro '°, uma maior porcentagem de carne magra, maior

' Pelas

concentracdo de proteinas, melhor cor e menos umidade que a bovina
similaridades, e em alguns casos, superioridade em relagdo a composi¢cao nutricional
das carnes convencionais (vermelha [bovina] e branca [frango]), a carne de bubalinos
constitui uma fonte importante para a produgdo de derivados '’. Somado todos esses
atributos entre o leite de bufala e a carne bubalina, este animal torna-se um recurso

natural em potencial para o fornecimento de matéria-prima com qualidades

excepcionais para a industria alimenticia *®.

1.2. PESQUISAS BIOTECNOLOGICAS APLICADAS A ANIMAIS

SOROPRODUTORES

A matéria-prima de origem animal possui um mercado promissor por ser o
inicio da linha de producdo das industrias alimenticias '°. Porém, uma nova frente de

pesquisas biotecnolégicas vém se desenvolvendo no que se refere as fazendas
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produtoras de animais de grande porte ™. Sabe-se que, o sangue é um liquido viscoso
que tem por finalidade estabelecer a comunicacdo entre as diversas estruturas
anatdbmicas que compdem o organismo dos vertebrados %. E composto de glébulos
brancos ou leucdcitos, glébulos vermelhos ou hemacias, plaquetas ou trombdcitos. Ao
centrifugar o sangue total na presenca de agentes coagulantes, se obtém o plasma
como sobrenadante dessa preparagdo, o qual é composto por 90% de agua, e os
outros 10% s&o moléculas que desenvolvem um papel crucial na manutencéo das

funcdes de imunidade, contetido de oxigénio e outras funcdes do organismo 2.

Apesar do plasma ser constituido por até 6% de proteinas totais, a utilizagao de
animais de grande porte como doadores/soroprodutores desse material bioldgico tem
se tornado importante na pesquisa cientifica e/ou na producdo de medicamentos e
imunobioldgicos %#%. O principal exemplo de imunobiolégico é o soro antiofidico. Em
sua etapa de producdo, o veneno das serpentes é inoculado subcutaneamente em
doses crescentes de concentragdo em equinos. Neste caso, o animal fornece um
grande volume de sangue, rico em anticorpos, produzidos contra ao veneno inoculado.
Doze litros de sangue, aproximadamente podem ser coletados de um cavalo que pese
400 quilos, sendo um procedimento amplamente padronizado e seguro para a saude
do animal ?*. Entdo, o plasma é concentrado, purificado e fracionado, as proteinas
inativadas sdo eliminadas e as gamaglobulinas especificas, sdo mantidas para a

producdo do soro-antiofidico %°.

Outro estudo biotecnoldgico promissor e inovador que envolve sangue de
animal de grande porte, esta a transfusdo de plasma sanguineo a potros que nao

® neste caso, a transferéncia de 2 a 4

receberam colostro até 24 horas pds-parto 2
litros de plasma contendo anticorpos especificos, auxiliam os produtores de animais
de grande porte a adequarem os niveis séricos de IgG dos animais quando

deficiéncias como essa sdo destacadas durante o manejo ?’. A indicagdo dos baixos
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niveis de IgG e a reposicdo dos mesmos nos animais, reduzem em 60% a
probabilidade de morte desses animais, indices estes evidenciados nas pesquisas de
Silva e colaboradores (2013) no manejo de equinos, recentemente .

O Centro de Estudos de Venenos e Animais Pegonhentos da UNESP (CEVAP)
vem desenvolvendo um novo selante de fibrina ha mais de 20 anos, para atuar como
cola biolégica em procedimentos cirurgicos e no auxilio durante o tratamento de
Ulceras venosas cronicas. A equipe de pesquisadores do CEVAP propds a prospeccgao
de um novo selante a partir de uma serinoprotease extraida do veneno da serpente
Crotalus durissus terrificus associada ao crioprecipitado rico em fibrinogénio extraido
de bubalinos. Esta iniciativa de desenvolvimento um novo selante de fibrina a partir do
sangue de bufalos ganhou mais expressao quando Thomazini-Santos e colaboradores
(1998) avaliaram o tempo de coagulacao da fracdo trombina de serpentes Crotalus
durissus terrificus, empregando-se crioprecipitado (plasma concentrado) de diferentes
espécies animais. Este estudo evidenciou que o plasma de bufalos da espécie
Bubalus bubalis apresenta uma concentragdo de fibrinogénio superior aos demais
animais analisados (homem, bovinos, equinos e ovinos) e tempo de coagulagao

préximos aos obtidos nas amostras de seres humanos %,

Uma vez que, para se produzir um dos componentes do novo selante de fibrina
do CEVAP, o fibrinogénio presente no plasma desses bubalinos € o principal substrato
da cascata de coagulacdo proposta, estes animais passaram a ser os animais
doadores de matéria-prima (plasma) para o desenvolvimento do novo selante de

fibrina.
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1.3. SELANTES DE FIBRINA COMO ADESIVOS CIRURGICOS: DESCOBERTAS E

SUAS DIVERSAS APLICAGOES

Mas qual a origem dos selantes de fibrina? Por que estudar e pesquisar

selantes de fibrina?

Bennett e colaboradores (1988) descrevem que a tentativa de utilizacdo de
agentes selantes e hemostaticos topicos em procedimentos cirdrgicos é data de
muitos anos desde os anos 1800 A.C. por meio dos papiros egipcios, onde se
encontram os primeiros relatos médicos que agentes com poder selante foram
empregados *. Entretanto a descricdo da utilizagao da fibrina como principal composto
biolégico de acédo adesiva para procedimentos cirdrgicos simples foi realizada apenas
em 1909 pelo pesquisador Bergel, ao publicar o manuscrito intitulado On the functions
of fibrins, onde foi relatado o efeito hemostatico da fibrina em feridas cirurgicas 3
Posteriormente, outros pesquisadores descreveram seus relatos de experiéncias com
uma maior riqueza de detalhes, como por exemplo, Grey e pesquisadores (1915),
ap6s nove anos da primeira publicacao, estes pesquisadores se impressionaram com
o poder do selante da fibrina no combate de hemorragias hepaticas e cerebrais *. Ja
em 1942, Seddon & Medswar relataram a utilizacdo de fibrina na anastomose de
nervos, obtendo resultados satisfatérios perante os tratamentos disponiveis na época
3 No mesmo ano, os pesquisadores Tidrick & Warner realizaram uma nova

formulacao deste selante, tornando-o mais eficaz a estratégia como adesivo de fibrina

na fixagdo de enxertos cutaneos *.

No entanto, Staindl em 1979 conduziu novas pesquisas na tentativa de
aprimorar a agdo adesiva do selante de fibrina descrito por Tidrick & Warner *. O
pesquisador Staindl relatou a necessidade de se obter maiores concentragdes de
fibrinogénio, e, posteriormente, combina-las a trombina nao humana para a realizagao

de testes de eficiéncia adesiva. Para tanto, ele produziu o adesivo de fibrina a partir de
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um pool de plasma humano 3

°. Este selante tinha como composicéo fibrinogénio
extraido de varios plasmas humanos, o qual foi posteriormente adicionado a trombina
extraida do sangue bovino. Este novo selante de 1979 foi utilizado em quase todas as
especialidades cirurgicas a partir desta data, ndo havendo qualquer relato de
transmissdo de doencas na época. Entretanto, infelizmente, a organizagdo Food and
Drug Administration (6rgéo regulatério que afere sobre o desenvolvimento de
medicamentos no mundo) nao aprovou sua extensa producdo e aplicagao devido a
possibilidade de transmissao de doencas virais como as diversas e severas hepatites,

uma vez que, este selante ndo apresentava segurancga no que se refere a transmissao

de doencas infecciosas.

Muitos estudos utilizando selantes de fibrina com origem humana e animal
foram retomados a partir dos anos 90, como por exemplo, os achados de Scardino e
colaboradores (1999) quando avaliaram histologicamente a cicatrizagao epitelial apés
procedimentos cirurgicos em cadelas utilizando selantes derivados de plasma humano
e de plasma bovino. Neste estudo, os autores mostraram que ambos os selantes
atuaram positivamente e diminuiram o tempo de fechamento da sutura em relagao aos
procedimentos convencionais, porém, o grupo tratado com o produto derivado de
plasma humano, observou-se a presenca de um infiltrado inflamatdrio crénico ,

enfatizando ainda a problematica em se usar um produto de origem humano devido a

possibilidade de transmissao de doencas infecciosas.

Do ponto de vista experimental e clinico, a década de 90 foi marcada pela
presenca de vastas pesquisas nas areas de medicina veterinaria, odontologia e
dermatologia no que se refere ao aprimoramento do composto adesivo cirurgico
realizado a partir da combinagao das proteinas fibrinogénio e trombina heterdlogos.
Conforme citado anteriormente, Thomazini-Santos e colaboradores em 1998

revelaram a viabilidade de um novo selante de fibrina a partir de matérias-primas de
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serpentes e plasma animal 2.

Este estudo que destacaram a existéncia e
aplicabilidade clinica deste novo selante de fibrina produzido entdo pelos
pesquisadores do CEVAP, o qual atuaria como um adesivo cirurgico, foi evidenciado
em 1999 por Stolf e colaboradores, os quais observaram que, este adesivo de fibrina
derivado de veneno de serpente e do sangue de bufalos, mimetiza as reacgbes finais
do processo da coagulagdo sanguinea e que, o fibrinogénio de bufalos ao interagir
com a fragdo "trombina-like" extraida do veneno de serpente, liberaria uma fibrina
monomeérica, a qual na presenca do fator XIll e de calcio, esta malha se tornaria
polimérica, agindo como uma cola bioldgica ?°**”. Neste estudo, Stolf e colaboradores
(1999) observaram vinte e um pacientes portadores de tumor cutaneo na regiao nasal,
com idade média de 64 anos de ambos os sexos, foram tratados com esta cola
biolégica desenvolvida pelo CEVAP. Os resultados revelaram que, este adesivo de
fibrina teve a capacidade adesiva total (alta aderéncia) em 66,7% e parcial (media
aderéncia) em 33,3% dos pacientes que foram submetidos a processos de cirurgia
cutanea, constituindo-se, desta forma, um método alternativo valioso nestes tipos de
cirurgia. Nesse sentido, este estudo revelou pela primeira vez, a importancia do papel

da fibrina exégena, a qual mimetiza e amplifica os ultimos passos fisiolégicos da fase

da coagulagao ¥'.

A partir de entdo, outros estudos envolvendo o selante heterélogo do CEVAP
foram desenvolvidos. Sartori-Filho e colaboradores (1998) observaram o poder
adesivo do novo selante de fibrina do CEVAP em nervos ciaticos, no célon de ratos e
na pele de coelhos. Apds a analise dos ferimentos ocorridos cirirgicamente nestes
animais saudaveis, os autores observaram que o uso deste selante, desencadeou um
processo de cura mais rapido e uniforme destes ferimentos em relagdo aos

procedimentos de suturas convencionais .

Em contrapartida Chalhoub e
colaboradores (2000), submeteram ovelhas prenhas a dois diferentes processos

cirurgicos cesarianos: a cesariana com adeséo tecidual realizada através da aplicacéo
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do novo selante de fibrina do CEVAP e, a cesariana convencional com adeséo tecidual

realizada através de suturas convencionais *°

, € neste caso, a adeséo tecidual por
meio das suturas convencionais apresentou um melhor processo de cicatrizacdo. No
mesmo ano, Leite e colaboradores (2000), demonstraram que o novo selante de
fibrina do CEVAP pode tornar-se uma ferramenta valiosa em anastomoses de colon de
roedores, pois agiu como um agente impermeavel, principalmente, quando associado

a fatores de risco que causam deiscéncias, como infecgdo, hipdxia, hematoma,

diabetes e desnutrigao *°.

Entre 2005 e 2007, outros dois estudos apontaram o novo selante de fibrina do
CEVAP como uma ferramenta prospera em procedimentos cirdrgicos na area da
medicina veterinaria e na area da odontologia humana. Ferraro e colaboradores (2005)
apontaram a recuperagao de uma taxa de 62,5% de tenddes rompidos de cées, onde
uma ligeira retragdo do dentédo de cerca de 2 mm, permitiu um aumento progressivo na
resisténcia para a forca maxima de tragdo e a reparagao permanente desses tenddes

tratados com o selante *'.

Paralelamente, Chiquito (2007) avaliou pacientes com
defeitos gengivais conhecidos como recessao do tecido marginal sob a agado do novo
selante de fibrina do CEVAP. Neste estudo, o enxerto foi fixado utilizando selante de
fibrina derivado de veneno de serpente, sendo comparado a pacientes submetidos aos
procedimentos de suturas convencionais. O selante derivado de veneno de serpente
demonstrou caracteristicas favoraveis como estancamento e regeneragdo rapida

quando aplicado em cirurgia periodontal, no que se refere ao recobrimento radicular

em recessdes teciduais marginais em relagdo a aplicagdo de sutura convencional *2.

O uso do novo selante de fibrina derivada do veneno de serpente e do sangue
de grandes animais mostrou-se de facil aplicagao, viavel com modelos animais e de
37,42

baixo custo, evitando o progresso da lesdo, permitindo assim, a cicatrizagao

Neste contexto, Sampaio e colaboradores (2007) utilizaram o novo selante de fibrina
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para reparar ferimentos da ceratectomia em caes. Os resultados indicaram que a cola
de fibrina foi eficiente no reparo dos ferimentos oculares e apesar do pequeno tempo
de permanéncia, o novo selante mostrou-se eficiente, pois contribuiu para os
mecanismos reparadores, acelerando o processo de cicatrizacao, evitando a formacao

de edema na ferida, o que contribui para a manutencéo da limpidez da cérnea *°.

Estudos realizados por Barbosa e colaboradores (2008) na area odontoldgica,
evidenciou novamente que o uso do selante de fibrina do CEVAP é tao eficaz na
imobilizacdo de enxertos gengivais em relagdo aos enxertos suturados. Neste estudo,
os enxertos foram realizados nos dentes pré-molares mandibulares contralaterais de
15 pacientes. Os grupos que tiveram o enxerto suturado apresentaram uma maior
densidade de células inflamatérias em sete dias e uma tendéncia para uma menor
densidade de colageno, enquanto que o grupo suturado com o bioproduto apresentou
uma aparéncia de cura mais avancada **. Portanto, os autores indicaram que este
bioproduto pode promover a maturagdo do enxerto gengival ja na primeira semana
apos a cirurgia, em comparag¢ao com a utilizagdo de suturas convencionais, podendo
assim, o selante de fibrina vir a ser o material substituto candidato nos procedimentos

de cirurgicos de suturas convencionais.

No entanto, este novo selante de fibrina do CEVAP tem despertado grande
interesse também na area da biotecnologia. Além de cola biolégica, Gasparoto e
colaboradores (2014), avaliaram a viabilidade in vitro do selante de fibrina do CEVAP
como o6timo modelo de arcabougo para células-tronco mesenquimais. Os autores
observaram que, este selante heterélogo pode ser eficiente como arcaboucgo biolégico,
pois ao interagir com as células tronco mesenquimais, manteve-as viaveis, ou seja, o0
selante ndo afetou a adesao, proliferagdo e diferenciagdo celular e permitiu a
aderéncia e o crescimento das células-tronco em sua superficie 4 demonstrando

assim, que este selante também pode ser uma ferramenta util em varios processos
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clinico-cirurgicos regenerativos, onde a implantagcdo de células-tronco em o6rgaos

condenados ou debilitados se faz necessario.

1.4. DESENVOLVIMENTO DE UM NOVO SELANTE DE FIBRINA PARA O

TRATAMENTO DE ULCERAS CRONICAS VENOSAS

Os termos “ferida ou ulcera” podem ser definidos como sendo qualquer leséo
presente no tecido epitelial, nas mucosas ou em determinados 6rgdos acarretando
prejuizo de suas fungdes basicas. Caracterizam-se por apresentar perda de tecido
atingindo a epiderme, as vezes a derme chegando muitas vezes ao tecido celular

subcutaneo e mais raramente aos musculos **.

A Ulcera cutanea € de ocorréncia comum, mas quando complicada por uma
infeccado ou dependendo da sua cronicidade, representa um grave problema de saude
publica “°. A prevaléncia de Ulcera venosa ativa (ndo cicatrizada) entre os adultos é de
aproximadamente 0,3% na populagdo mundial, ou seja, um em cada 350 adultos séo
acometidos por essa enfermidade *’. Nos Estados Unidos, estima-se que o custo
anual para o tratamento da ulcera venosa esteja entre 1,9 e 2,5 bilhdes de dolares,
sendo que 1,3% da verba destinada a saude sao investidos no tratamento de Ulceras
venosas (UVs) “**°. No Brasil, particularmente no municipio de Botucatu, Estado de
Sao Paulo, a prevaléncia das UVs é de 1,5% 4’ De acordo com estes autores, houve
um aumento de 4% na prevaléncia desta enfermidade em individuos com idade acima
de 65 anos . Esse dado tem preocupado as autoridades de saude, haja vista que,
atualmente, a populagédo idosa brasileira, ou seja, com idade superior a 60 anos,
representa cerca de 19 milhdes de individuos. De acordo com o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica *°, 10% da populagéo do nosso pais se encontram neste grupo
de risco. Além disso, estimativas deste Instituto indicam que esse contingente atingira
32 milhdes de pessoas em 2025, tornando o Brasil o sexto colocado no mundo em

numero de idosos °.
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As principais complicagdes que ocorrem nos pacientes com Ulceras venosas
crbnicas sado: infecgbes de partes moles, colonizagdo critica, dermatite de contato,

1. Os portadores das

osteomielites e, mais raramente, transformacao neoplasica
Ulceras venosas cronicas necessitam de cuidados especiais, como um atendimento
multidisciplinar composto por cirurgides vasculares, dermatologistas, fisioterapeutas,
nutricionistas, entre outros. Além disso, a principal e maior consequéncia dessa
enfermidade € o comprometimento da qualidade de vida e da autoestima desses
pacientes, que além de dores e da dificuldade de locomocgao, a lesdo pode apresentar

exsudato com forte odor *?, 0 que consequentemente, pode restringir suas atividades

da vida diaria e o lazer, levando-os & quadros de frustragdo e depressao *.

Mas nao se pode descartar que, varias doencgas sistémicas comuns exacerbam
ainda mais o processo de cicatrizacdo das Ulceras venosas, como por exemplo, a
presenca de diabetes mellitus e/ou fragilidade da pele **. Neste contexto, Broadbent e
colaboradores (2010), se esforcam para investigar varios fatores no ambiente da ferida
que auxiliam na compreens&o do complexo processo de cicatrizagdo das Ulceras *°. O
processo de cicatrizacdo ocorre fundamentalmente em trés fases: inflamagao,
formacgéo de tecido de granulacdo e deposigdo de matriz extracelular e remodelagéo
pela presenga de mediadores derivados da circulagdo (as fragdes livres do
complemento, fatores de coagulagdo, moléculas do sistema fibrinolitico € hormonios
como os esteroidais, tireoideanos e a insulina), cininas (histamina,bradicinina e
serotonina), mediadores peptidicos (citocinas, fatores de crescimento, neuropeptideos

e estruturas da matriz extracelular) e mediadores lipidicos (eicosanéides) *°.

Os principais métodos destinados a cicatrizacao da ulcera sao o tratamento
local e a terapia compressiva. Algumas medidas devem ser tomadas para diminuir a
hipertensdo venosa crbénica e sua repercussdo na macro e microcirculagédo. A terapia

compressiva age na macrocirculacdo, aumentando o retorno venoso profundo,

PONTES, L.G. Disserta¢do de Mestrado



Capitulo 1 — Revisdo Bibliogrdfica 34

diminuindo o refluxo patolégico durante a deambulagdo e, aumentando o volume de
ejecdo durante a ativacdo dos musculos da panturrilha *’. A compressdo do membro
aumenta a pressao tissular favorecendo a reabsor¢cdo do edema e melhorando a
drenagem linfatica °®. Além disso, age na microcirculagdo diminuindo a saida de
liguidos e macromoléculas dos capilares e vénulas para o intersticio, podendo
estimular também a atividade fibrinolitica *°. A pressdo externa que a compress&o
deve realizar no tornozelo dos pacientes com Ulcera venosa é em torno de 35 a
40mmHg e gradualmente menor na regido abaixo do joelho. Para atingir os beneficios
da compressdo o paciente deve ser estimulado a deambular. Todos os métodos
compressivos sao contra-indicados se o paciente apresentar doenca arterial periférica

° No tratamento local da ferida é

grave, ou seja, pulsos distais ndo palpaveis
importante o preparo do seu leito. Este € um conceito clinico que se refere ao manejo
para acelerar a cicatrizacdo enddgena e auxiliar na eficacia das medidas terapéuticas.
E um conceito relativamente recente, que proporciona uma abordagem estruturada no
tratamento das feridas cronicas. Foi desenvolvido devido ao aumento da compreenséao
das diferencas entre exsudato de feridas agudas e crénicas e pelo potencial de

0

prejuizo que o fluido de tal ferida causa no leito da lesdo °°. No entanto, até o

6

momento, ndo existe nenhuma terapia comprovadamente eficaz ' para a cura de

ulceras venosas cronicas.

Contudo, infelizmente nao existe um tratamento 100% eficaz para as ulceras
cronicas venosas atualmente. Neste contexto, os pesquisadores do Centro de Estudos
de Venenos e Animais Peconhentos da UNESP (CEVAP) vém desenvolvendo um
novo selante de fibrina ha mais de 20 anos, para auxiliar no tratamento de Ulceras
venosas cronicas. A equipe de pesquisadores do CEVAP propds a prospecgao de um
novo selante a partir de uma serinoprotease extraida do veneno da serpente Crotalus
durissus terrificus associada ao crioprecipitado rico em fibrinogénio extraido de

bubalinos. Muitos estudos pré-clinicos foram realizados até que Gatti e colaboradores
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entre 2007 e 2010, desenvolveram um ensaio clinico pioneiro fase I, utilizando o novo
selante de fibrina do CEVAP em 24 pacientes adultos com Ulceras de membros
inferiores de origem venosa; neste estudo, evidenciou-se que este selante auxiliou na
cicatrizagao total e/ou parcial das ulceras, proporcionando alta dos pacientes na oitava
semana de ftratamento. Neste mesmo contexto, o CEVAP, juntamente com a
Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu, deram continuidade em 2011 ao
ensaio clinico multicéntrico de fase Il, no qual 260 pacientes com ulceras venosas de
membros inferiores serdo estudados, tendo o apoio do Ministério da Ciéncia e
Tecnologia (Decit) e do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPq) através do processo no. 563582/2010-3 — (Projeto de Pesquisa
Clinica intitulado “Tratamento de ulceras venosas com o selante de fibrina derivado de
veneno de serpente” - Edital MCT/CNPq/CT - Saude/MS/SCTIE/DECIT N° 67/2010 -
Pesquisa Clinica - Produtos Estratégicos para o Sistema Unico de Saude (SUS).
Como aplicagéo biotecnolégica, este novo selante esta sendo aplicado em pacientes
que apresentam ulceras venosas crdnicas, a fim de auxiliar na cicatrizacdo das
mesmas como tratamento adjuvante. O diferencial deste novo selante € o fato de néao
apresentar risco de transmissdo de doencas infecciosas humanas por ser constituido
de fluidos animais (sangue de bubalinos e veneno de serpentes), e por ser um produto
genuinamente brasileiro, seu custo é reduzido e, atualmente, se encontra padronizado
para utilizacao clinica em pacientes com Uulceras crénicas de membros inferiores. A
principal meta deste projeto de pesquisa clinica é disponibilizar este novo selante para
distribuicdo junto ao SUS. Porém, até o presente momento, ndo se tem a
compreensao se, este bioinsumo atua como um agente cicatrizante no tratamento das
ulceras venosas ou somente atua no preparo do leito, conforme os questionamentos

deixados por Gatti e colaboradores (2011) %.
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1.5. MARCADORES MOLECULARES PARA AVALIAGAO DA SANIDADE ANIMAL

Atualmente, a utilizacao de biomarcadores é considerada de extrema importancia
nas pesquisas experimentais por aumentar a confiabilidade dos estudos clinicos. Além
disso, a identificacdo de biomarcadores chaves em determinados individuos podem
contribuir para a prevencdo de alteragbes, o que poderia ser feito mediante a
elaboracdo de programas de intervengdo ®. Outro importante papel dos

biomarcadores é a sua utilizacdo para o aprimoramento de tratamentos pré-existentes.

Os biomarcadores podem ser usados para varios propositos, dependendo da
finalidade do estudo. A utilizagado dos biomarcadores pode ter como finalidade elucidar
a relacao causa-efeito e para fins de monitoramento biolégico, realizado de maneira
sistematica e/ou periddica 6485 Contudo, existe a necessidade de identificar e validar,
para cada sistema bioldgico, os biomarcadores que poderdo ser utilizados como
indicadores durante uma atividade de monitoramento. Os biomarcadores podem ser
utilizados ainda no diagnéstico clinico com o objetivo de confirmar o diagnéstico de
uma intoxicagdo aguda ou cronica, de avaliar a efetividade de um tratamento ou

mesmo de avaliar o progndstico de casos individuais °°.

Sabe-se que a uma das primeiras resposta do organismo para estresse
imunolégico é a sintese e a secregcdo de proteinas a partir das células hepaticas
6TIEBE9T0TIT4 | A resposta imunoldgica ocorre logo apds uma lesdo, declinando dentro de
um ou dois dias °. Proteinas cuja concentragéo se eleva rapidamente nesses casos
séo denominadas de proteinas de fase aguda (PFA). O figado é estimulado a produzir
um numero de proteinas que podem ser detectadas em niveis mais elevados em
animais com processos inflamatérios instalados """*"®. As proteinas de fase aguda
podem ser divididas em dois grupos: negativas e positivas. As negativas sao as que
diminuem a concentragdo quando ocorre a resposta de fase aguda, que incluem

albumina e transferrina; enquanto as positivas tém seu nivel elevado quando ha
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resposta de fase aguda, tais como proteina C-reativa, glicoproteina acida-1,
antitripsina-1, antiquimotripsina-1, amiloide A sérica, ceruloplasmina, haptoglobina
(Hp), macroglobina-2, fibrinogénio e componente do complemento ""°. Relata-se que
estas proteinas podem ser consideradas indicadoras potenciais de doenca inflamatéria

ou do bem-estar em animais, individualmente ou em rebanho .

Kaneko e colaboradores (1997) evidenciaram que a haptoglobina (Hp) é a
proteina de fase aguda mais importante em ruminantes . De acordo com Jain (1993),
Hp é uma glicoproteina sintetizada no figado, com quatro cadeias de polipeptidios e
com meia vida no plasma de dois a quatro dias °. Estruturalmente, a Hp é formada
por duas subunidades alfa combinadas com duas subunidades betas que se estabiliza

ao se juntar com a hemoglobina ".

Com base na necessidade de se controlar a qualidade a matéria-prima doada
por esses animais considerados produtores de insumos biolégicos para a industria
biotecnoldgica, varias técnicas qualitativas sdo empregadas no intuito de se obter o
perfil de proteinas expressas em condi¢cdes normais de saude, para que bioprodutos
possam ser produzidos com fidelidade em larga escala pela industria farmacéutica,

facilitando seus acessos a comunidade .

Pomorska-Mdél et al (2014) investigaram a cinética das proteinas de fase aguda
em quadros subclinicos e clinicos de gripe em suinos. A gripe suina é uma doenca
respiratoria contagiosa importante na saude publica humana. O diagndstico da gripe
suina foi baseado em sinais clinicos e confirmado pela detecgédo do virus ou
anticorpos especificos no sangue. No entanto, a infeccao é muito mais frequente do
que a doenga propriamente dita e neste caso, as proteina C-reativa, haptoglobina e
amildide sérica, denomiadas de fase aguda, foram evidenciadas como marcadores
superexpressos apos a infecgdo provocada em 28 leitdes. Neste estudo, foi evidente a

relagdo entre a magnitude da resposta sérica das proteinas de fase aguda com a
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gravidade da doencga, proporcionando assim, uma ferramenta bioquimica viavel em

uma rotina diagnéstica em relagéo ao grau da infeccéo por gripe suina ®'.

A importancia de proteinas de fase aguda (PFA) como biomarcadores de
enfermidades em ruminantes. Para tal, se determinou o proteinograma sérico e
leucograma para bovinos, ovinos e caprinos sadios e doentes. Em bovinos, a proteina
haptoglobina teve destaque como um biomarcador molecular precoce e confiavel de
foco inflamatério/infeccioso. Em ovinos, as proteinas ceruloplasmina, haptoglobina,
glicoproteina-1 &acida mostraram moderada expresséo frente as enfermidades
avaliadas. Ja a proteina transferrina, embora tenha se mostrado biologicamente como
uma PFA negativa em todos os grupos estudados, apenas apresentou comportamento

estatisticamente diferenciado em bovinos acometidos por mastite %.

Ao mesmo tempo em que as proteinas de fase aguda podem responder por
quadros clinicos de inflamagdo em animais, estas podem n&do necessariamente ser os
marcadores moleculares para doencas infecciosas como tuberculose, brucelose,
papilomatose, febre aftosa e anaplasmose. A crescente preocupagado com a rapidez
na identificagdo e resolugdo de problemas sanitarios em rebanhos incentivou e
propiciou os avangos tecnolégicos na area de identificacdo de biomarcadores
moleculares. Desta forma, a utilizagdo de técnicas analiticas da abordagem
protedbmica pode atuar como uma ferramenta molecular inovadora para identificar

marcadores especificos para sanidade animal.

1.6. ABORDAGEM PROTEOMICA COMO ESTRATEGIA DE INVESTIGAGAO
Atualmente, a busca por novas moléculas a partir de extratos de vegetais, de

venenos e de insumos animais, como o plasma/soro/sangue, tém contribuido para a

descoberta de novos medicamentos *. Estima-se que cerca de 60% dos farmacos

antitumorais e anti-infecciosas que se encontram disponiveis no mercado sio de
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84,85

origem natural , e foram descobertas por técnicas analiticas que compde a

estratégica de analise protedmica.

A abordagem proteémica € o estudo em larga escala de peptideos/proteinas,
usualmente, por métodos bioquimicos 2¢%#% A protedmica esta relacionada com o
conjunto de tecnologias analiticas que tém por objetivo separar e identificar proteinas

90

em amostras biolégicas complexas Essas moléculas controlam a maioria dos

processos celulares, podendo agir como enzimas, anticorpos, hormdnios,

componentes estruturais e receptores celulares °'%2

Tais fatos impulsionaram o
desenvolvimento de novas tecnologias para o estudo deste conjunto de proteinas
diferencialmente expressas. Desta forma, as ferramentas analiticas passaram, entao,

a serem instrumentos essenciais na abordagem proteémica .

Neste contexto, avangos tecnolégicos vém beneficiando diferentes areas da
biomedicina nos Ultimos anos. Estes avancos deram énfase nos estudos que
promoveram o aumento de escala de analises e a agilidade na obtengdo de métodos
mais eficientes para a descoberta de proteinas candidatas & biomarcadores .
Estudos protebmicos tém auxiliado na obtencdo de diagndsticos clinicos mais
especificos na area de medicina. Em humanos ha o desenvolvimento de uma
plataforma protedbmica para deteccao de marcadores prognosticos e diagndsticos

% Auxiliou no isolamento das

através da analise do fluido de feridas crénicas
proteinas presentes em baixas concentragdes no fluido de feridas crénicas. Tal estudo
resulta na identificacdo de biomarcadores moleculares para auxiliar a segregar os

pacientes quando submetidos as diferentes terapias na area de dermatologia®.

De forma semelhante, Zhang e colaboradores (2012) evidenciaram em seus
estudos, biomarcadores em potenciais para a doenca de Parkinson ®. Ele observou
marcagcbes com isotopos estaveis nos ensaios de espectrometria de massas

quantificaram as proteinas diferencialmente expressas nas amostras oriundas de
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pacientes com doenca de Parkison, a fim de se classificar os diferentes estagios dessa
doenca. Desta forma, os pesquisadores determinaram que a proteina apolipoproteina
Al, na fase inicial dos pacientes acometidos pela doenca de Parkinson, se mostrou
reduzida, ou seja, sua expressao foi suprimida nesta fase da doenga. Apolipoproteina
Al é uma proteina que atua, ndo s6 no metabolismo de lipidios do sistema nervoso
central, mas também, participa do processo de deposicdo de proteinas que estéo

envolvidas nas doencas degenerativas neurais %.

Recentemente, Phillips e colaboradores (2014) avaliaram o perfil de proteinas
no soro de pacientes acometidos por ulceras de Buruli. A Ulcera de Buruli € uma
doenga causada por Mycobacterium ulcerans e, tem se espalhado pelos paises
tropicais rapidamente, com implicagdes expressivas na saude publica e econbmica na
Africa Ocidental, principalmente. Neste estudo, os pacientes acometidos por esse tipo
de ulcera tiveram os niveis de proteinas totais e uréia reduzidos no sangue, mesmo na
auséncia de sinais de desnutricdo ou insuficiéncia funcional do figado. Este estudo
evidenciou uma assinatura protedmica exclusiva para esta doenga, uma vez que, as
proteinas albumina e globulina que estdo envolvidas com o metabolismo lipidico, com

a coagulagao e a remodelagao de tecido, se encontraram diferencialmente expressas

97

Na medicina veterinaria, muitos estudos prospectivos e biotecnolégicos
utilizaram da abordagem protedbmica para evidenciar marcadores moleculares do
plasma seminal, visando o conhecimento das vias celulares e processos biolégicos

98.99.100 “ Além da identificagdo de agentes infecciosos e seus processos fisiolégicos no

101 102,103,104

hospedeiro ', identificagcdo de fraudes em produtos de origem animal ,

estudo da fertilidade/infertilidade e processos envolvidos ' e a busca por marcadores

moleculares para produgdo de medicamentos %%’
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No que se refere aos estudos envolvendo o plasma sanguineo de animais,
destaca-se os efeitos do estresse promovido pelos exercicios fisicos em cavalos de
competicdo por meio do uso de estratégias protedmicas. Geralmente, os quadros de
estresse associados com doengas mal compreendidas, tais como, a sindrome do fraco
desempenho, a sindrome do excesso de treinamento, rabdomidlise por esforco

induzida por exercicio e hemorragia pulmonar %%

, comprometem o rendimento
desses animais e seus retornos aos eventos de competicdao. Scoppetta e
colaboradores (2012) estudaram o plasma sanguineo de equinos envolvidos em
corridas de resisténcia na tentativa de se estabelecer a ocorréncia de assinaturas
moleculares apods o exercicio fisico prolongado. A analise da expressao de proteinas
demonstrou que, as proteinas a-1-antitripsina, ceruloplasmina, a-2-macroglobulina e
fator de complemento-C4 se encontravam superexpressas apos a competicao,
enquanto as proteinas [B-haptoglobina, apolipoproteina, fibrinogénio, fator de
complemento B e albumina se encontraram subexpressas neste mesmo perfil

protedmico sanguineo ''°.

Estes resultados indicaram que o exercicio fisico
prolongado afetam as vias de sinalizagdes relacionadas com o0s processos de
inflamacao, coagulagao, danos celulares e vasculares, permitindo assim que, estas
proteinas respondam um diagndstico precoce na medicina veterinaria, no que se

refere ao retorno desses animais nas competi¢cdes esportivas ou na rotina de trabalho

que 0S mesmos exercem.

1.7. AS FERRAMENTAS ANALITICAS DA PROTEOMICA EM ESTUDOS

TRANSLACIONAIS

Uma vez que a abordagem protedbmica tem sido admitida como uma
estratégica investigativa e eficaz na medicina translacional, a prioridade esta no fato

de reduzir a complexidade das amostras antes da caracterizagdo de suas proteinas
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" Muitos estudos translacionais evidenciaram biomarcadores moleculares

importantes na detecg¢do de varias enfermidades no plasma sanguineo de pacientes
pela abordagem proteémica 2. A obtencdo do plasma sanguineo de pacientes é um
processo menos agressivo que outras técnicas de coleta de amostras bioldgicas,
como por exemplo, uma puncao lombar. Além disso, o plasma & um fluido
amplamente aceitavel para uso em testes clinicos, que reflete a complexidade de
proteinas corpéreas em quadros clinicos saudaveis e doentes, contendo
biomarcadores relevantes para predicdo, diagnostico ou uma investigacdo mais

aprofundada sobre as causas e os efeitos das doencas 2.

Associado com a elevada abundancia de proteinas como soroalbumina e
imunoglobulinas', as quais juntas constituem mais de 85% das proteinas totais
constituintes, estas podem mascar as proteinas menos abundantes neste tipo de
amostra bioldgica, as quais podem ser biomarcadores em potenciais. Para resolver
este problema, as proteinas mais abundantes podem ser removidas com o uso de

colunas de deplecao por afinidade ou protocolos de precipitacdo de proteinas 15116,

Zangarini e colaboradores (2014) evidenciaram que em adigdo aos
procedimentos de deplecado das proteinas mais abundantes, outra maneira de reduzir
a complexidade das amostras é utilizando métodos de separacio, como a eletroforese
uni e bidimensional e, a cromatografia liquida de alta performance (HPLC) '". A
eletroforese bidimensional (2D) é uma das ferramentas mais utilizadas na protedmica
responsavel por isolar proteinas por meio das suas massas moleculares e pontos
isoelétricos num gel de poliacrilamida '"®. Além disso, é um método analitico que
apresenta caracteristicas singulares, tais como o elevado poder de resolucdo e 6tima
reprodutibilidade quando se quer separar componentes presentes em uma amostra
proteica complexa "**'"°. Além disso, outra vantagem em relagéo a outras tecnologias

de separagdo de macromoléculas € a capacidade de separar um grande numero de
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proteinas de uma amostra complexa e a possibilidade de se realizar analises da

express&o génica por meio de comparagéo dos padrdes proteicos '2*'%'.

Paralelamente, o método analitico mais utilizado para se caracterizar/identificar
proteinas é a espectrometria de massas devido a sua alta sensibilidade e capacidade
de produzir informagdes com base na estrutura de proteinas e peptideos. Os avangos
na instrumentacdo de espectrometria de massas, combinados com a recente
disponibilidade de genomas sequenciados e a descoberta de técnicas de ionizagao

122,123

suaves, tais como Matrix-assisted laser desorption/ionization [MALDI] e

Electrospray [ESI] '**

, culminaram em uma nova geragao das pesquisas protedmicas.
Utilizando a espectrometria de massas, é possivel identificar e quantificar milhares de
proteinas ao mesmo tempo dentro de um Uunico experimento, fazendo com que a
eletroforese bidimensional, muitas vezes seja substituida, uma vez que, identificar

spots em géis de poliacrilamida e quantifica-los é uma atividade laboriosa,

dependendo do numero amostral em uma pesquisa translacional.

Neste campo de analises de espectrometria de massas, duas abordagens
metodoldgicas tem sido extensivamente utilizadas a estratégia shofgun e a de
quantificacdo de proteinas. A estratégia shotgun compreende uma andlise de uma

125

mistura proteica complexa As proteinas totais presentes em uma amostra

complexa sdo submetidas a hidrélise na presengca de uma enzima proteolitica,

formando uma mistura complexa de peptideos '%°.

Assim as proteinas séo
identificadas por correlagdo entre os fragmentos peptidicos adquiridos
experimentalmente com as sequéncias depositadas em banco de dados de proteinas
27 Paralelamente, a estratégia de espectrometria de massas quantitativa tem seu
carater inovador pelo fato que as proteinas presentes em uma amostra complexa sao

identificadas e quantificadas relativamente, ou seja, estudos de expresséao diferencial

de proteinas podem ser realizados quando essas amostras digeridas sdo submetidas
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a espectrometria de massas diretamente, e neste caso, a diferencga entre a intensidade
dos mesmos ions presentes nas diferentes amostras, podem ser observados e

quantificados '%°.

A espectrometria de massas oferece uma grande variedade de técnicas de
quantificacao de proteinas, sendo quase todas aplicaveis com base na quantificagao
de peptideos provenientes de digestdo das proteinas com a enzima tripsina '®. Dentre
elas, estdo a estratégia de quantificagcao Stable isotope labelling by amino acids in cell
culture (SILAC) e Isobaric tag for relative and absolute quantification (iTRAQ). Esta
técnica se apoia na marcacgao dos peptideos com diferentes iso6topos estaveis. Nestas
estratégias, duas ou mais amostras podem ser submetidas ao mesmo tempo em um
equipamento de espectrometria de massas. Neste caso, fragmentos peptidicos
homologos sao comparados dentro de um mesmo espectro de massas e a diferenca
entre a intensidade normalizada dos ions, indica quantidade relativa ou absoluta das

proteinas alvos do estudo "%,

Outra abordagem de espectrometria de massas quantitativa € a estratégia
label-free, a qual vem ocupando um papel importante nos estudos de quantificacao de
proteinas devido a relagao custo-beneficio e a flexibilidade do experimento. Ele é um
método utilizado para se determinar a concentragcédo de proteinas sem a utilizacdo de
marcadores com isotopos estaveis, por meio da combinacdo de digestao proteica e
cromatografia liquida acoplada ao um equipamento de espectrometria de massas
(LC/MS). A quantificagao da proteina pode ser realizada pela medida da intensidade
de sinal dos ions dos peptideos correspondentes a proteina alvo do estudo em um
espectro de massas, ou pela contagem e comparacdo do numero de espectros de

massas de fragmentacdo dos peptideos que identificam esta proteina ''*.

Apesar de toda especificidade e inovagao que as ferramentas analiticas podem

contribuir para uma rotina ambulatorial, muitas dificuldades s&o enfrentadas para
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inserir essas ferramentas e metodologias analiticas, sendo os principais motivos sao:
1) caréncia de mao de obra especializada requerida na area da protedmica analitica,
uma vez que, 0s cursos da area da saude nao apresentam disciplinas ou
treinamentos, que envolvam a capacitagdo em recursos humanos na area de quimica
analitica ', 2) elevado custo em relagdo aos ensaios prognésticos e diagnésticos
vigentes e, 3) recursos financeiros para aquisicdo de equipamentos de elevada
resolucdo e infraestrutura fisica de alojamento destes equipamentos, e seus

respectivos custos com manutencgdes preventivas.
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RESUMO

O Centro de Estudos de Venenos e Animais Peconhentos da UNESP (CEVAP)
propuseram ha cerca de 20 anos, a bioprospeccdo de um novo selante de fibrina a
partir de uma serinoprotease extraida do veneno da serpente Crotalus durissus
terrificus associada ao crioprecipitado rico em fibrinogénio extraido do sangue de
bufalos. Atualmente, pouco se sabe sobre a constituicio sérica de bufalos da espécie
Bubalus bubalis, raca Murrah. Neste sentido, este trabalho teve por objetivo
caracterizar as proteinas majoritarias presentes no plasma sanguineo e do
crioprecipitado de B. bubalis por meio das técnicas analiticas de eletroforese
bidimensional e espectrometria de massas. Como resultados, evidenciou-se a
presenca de 129 e 100 proteinas no plasma sanguineo e no crioprecipitado de
bubalinos, respectivamente, sendo estas com massas moleculares entre 110 e 20 kDa
e ponto isoelétrico 4-7. Destas 129 proteinas do plasma sanguineo, 112 foram
identificadas, dentre elas albumina, fibrinogénio-a, fibrinogénio-f, fibrinogénio-y,
imunoglobulinas em geral, a-1-antiproteinase, a-1B-glicoproteina, «a-2-HS-
glicoproteina, a-2-macroglobulina, apoliproteina A-1, antitrombina-Ill, endopina 2B,
fetuina-B, proteina ligante de retinol, serotransferina, transtiretinae proteina ligante de
vitamina-D. A maioria destas proteinas estdo relacionados com a via de sinalizagao do
sistema complemento e cascata de coagulacao. A finalidade deste estudo foi melhor
compreender a composi¢ao proteica das proteinas majoritarias presentes no plasma e
no crioprecipitado de bubalinos, a fim de dar suporte cientifico em estudos futuros para
o desenvolvimento de uma plataforma diagnéstica mais especifica de sanidade de

bubalinos doadores de matéria-prima do selante de fibrina do CEVAP.

Palavras-chave: Analise protedmica, plasma sanguineo, crioprecipitado, Bubalus

bubalis, selante de fibrina, eletroforese bidimensional, espectrometria de massas.
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ABSTRACT

The Center for the Studies of Venoms and Venomous Animals (CEVAP) at UNESP
proposed to twenty years ago, the prospection of one fibrin sealant from a
serineprotease from Crotalus durissis terrificus snake venom associated to
cryoprecipitate rich in fibrinogen extract from bubaline blood. Nowadays, few is know
about the composition of Bubalus bubalis buffalo serum (Murrah). So, the objective this
word was characterizing the majority proteins presents in the plasma and
cryoprecipitate of B. bubalis by using two main analytical techniques bidimensional
electrophoresis and mass spectrometry. As results, it was evidenced the presence of
129 e 100 proteins in the plasma and cryoprecipitate, respectively, with molecular
mass between 100 and 20 kDa and isoelectric point 4-7. Of theses 129 proteins from
plasma, 112 ones were identified, among them albumin, fibrinogen-a, fibrinogen-B,
fibrinogen-y, immunoglobulins em general, a-1-antiproteinase, a-1B-glycoprotein, a-2-
HS-glycoprotein, a-2-macroglobulin, apoliprotein A-1, antitrombin-Ill, endopin 2B,
fetuin-B, retinol binding protein, transferrin, transthtiretin e vitamin D binding protein.
Most of these proteins are related with the signaling via of complement system and
coagulation cascade. The finality this study was better understanding the composition
of the most abundance proteins from plasma and cryoprecipitate of healthy buballos to
give cientific support in future studies for the development of a specific diagnostic

plataform of sanity for buballos donors of raw material of the fibrina sealant at CEVAP.

Keywords: Proteomic analysis, plasma, cryoprecipitate, Bubalus bubalis, fibrin

sealant, bidimensional electrophoresis, mass spectrometry.
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1. INTRODUGAO

A utilizacdo de produtos naturais com propriedades terapéuticas € tao antiga
quanto a propria civilizagdo humana. Atualmente, a busca de novas moléculas a partir
de extratos de vegetais, de venenos e de insumos animais, como plasma sanguineo
ou soro, tem contribuindo para a descoberta de novos medicamentos’. Estima-se que
60% dos farmacos antitumorais e anti-infecciosos que se encontram disponiveis
comercialmente sdo de origem natural °.

Os bufalos da espécie Bubalus bubalis ganharam um espago consideravel na
economia mundial por atuarem como bons doadores de matéria-prima. Estes, por sua
vez, sdo de origem asiatica e podem ser encontrados em maior abundancia nas
regides tropicais e temperados da Asia. Segundo Borghese e Mazzi, a populagéo de
bufalos no mundo totaliza cerca de 168 milhdées de animais, os quais estdo
distribuidos geograficamente pelo mundo nas seguintes proporgdes: 161 milhdes
[95,83%] na Asia, 3,717 milhdes [2,24%] na Africa, 3,3 milhdes [1,96%] na América do
Sul, 500 mil [0,3%] na Europa e 40 mil [0,02%] na Australia. Essa espécie tem
ocupado um papel relevante na producdo de alimentos por garantir estabilidade
econbmica para areas menos favorecidas®. Por sua vez, estes animais tém sido
mundialmente utilizados em atividades econdmicas, dentre estas, 0 emprego de for¢a
para a tragdo de instrumentos agricolas e a producgdo de leite e de carne®.

Uma nova frente de pesquisas biotecnoldgicas vem se desenvolvendo no que
se refere as fazendas produtoras de animais de grande porte®. A utilizacdo de animais
de grande porte como doadores/soroprodutores desse material bioldégico tem se
mostrado de grande importancia na pesquisa cientifica e/ou na produgdo de
medicamentos e imunobiolégicos’®.

Neste contexto, o Centro de Estudos de Venenos e Animais Pegonhentos da

UNESP (CEVAP) vem desenvolvendo um novo selante de fibrina ha mais de 20 anos,
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para atuar como cola biolégica em procedimentos cirurgicos e no auxilio durante o
tratamento de Ulceras venosas crénicas. A equipe de pesquisadores do CEVAP
propbs a prospeccado de um novo selante a partir de uma serinoprotease extraida do
veneno da serpente Crotalus durissus terrificus associada ao crioprecipitado (plasma
sanguineo concentrado) rico em fibrinogénio extraido de bubalinos.

Esta iniciativa de desenvolvimento de um novo selante de fibrina a partir do
sangue de bufalos ganhou mais expressao quando Thomazini-Santos e colaboradores
(1998) avaliaram o tempo de coagulacao da fracdo trombina de serpentes Crotalus
durissus terrificus, empregando-se crioprecipitado (plasma sanguineo concentrado) de
diferentes espécies animais. Este estudo evidenciou que o plasma sanguineo de
bufalos da espécie Bubalus bubalis apresenta uma concentracdo de fibrinogénio
superior dos demais animais analisados (homem, bovinos, equinos e ovinos) e tempo
de coagulagdo proximos aos obtidos nas amostras de seres humanos”®.

Por sua vez, o crioprecipitado consiste na por¢céo acelular do sangue obtida por
precipitagao/centrifugacédo do sangue total, sendo constituido basicamente de agua,
proteinas, tais como soro albumina e globulinas, fatores de coagulagao, fibrinogénio,
carboidratos e lipidios™. Originalmente, o crioprecipitado foi desenvolvido como um
agente terapéutico para o tratamento e/ou prevengdo de sangramento em pacientes
com deficiéncias de multiplos fatores de coagulacdo, como por exemplo, doengas
hepaticas severas, tratamento da hemdfilia classica (hemofilia A) doenga de von
Willebrand, deficiéncia de fator Xlll e, como fonte de fibrinogénio para
hipofibrinogenemia’’. No entanto, o crioprecipitado tem sido administrado para outras
finalidades, como por exemplo, reposicdo do nivel de fibrinogénio em pacientes com
coagulopatias adquiridas, estancamento de hemorragias, incluindo cirurgia cardiaca,

trauma, transplante hepatico ou obstétrica hemorragia''.

O crioprecipitado humano é um produto oriundo do plasma sanguineo em

forma de pool, o qual ndo sofre inativagdo de patdégenos e sua administracdo tem sido
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associado a uma série de eventos adversos, em particular a transmissao de
patégenos sanguineos e lesdo pulmonar aguda relacionada a transfusdo'’. Diante
dessa problematica, o desenvolvimento de um novo selante de fibrina do CEVAP, a
partir de uma serinoprotease extraida do veneno da serpente Crotalus durissus
terrificus associada ao crioprecipitado rico em fibrinogénio extraido de bubalinos, foi
um marco na histdria dos crioprecipitados, sendo este uma 6tima alternativa para
evitar a transmissdo de doencas infecciosas humanas. O diferencial deste novo
selante é o fato de nao apresentar risco de transmissdo de doencas infecciosas
humanas por ser constituido de fluidos animais (sangue de bubalinos e veneno de
serpentes) e, por ser um produto genuinamente brasileiro e custo reduzido na

preparagdo do mesmo.

Muitos estudos pré-clinicos foram realizados com o selante de fibrina do
CEVAP como a finalidade de cola biolégica conforme indicado no Capitulo | desta
dissertagdo'*'®. Porém, Gatti e colaboradores entre 2007 e 2010, desenvolveram um
ensaio clinico pioneiro fase I, utilizando o selante de fibrina do CEVAP em 24
pacientes adultos acometidos com ulceras de membros inferiores de origem venosa.
Neste estudo, evidenciou-se que, este selante auxiliou na cicatrizagao total e/ou
parcial das ulceras, proporcionando alta dos pacientes na oitava semana de
tratamento™. Neste mesmo contexto, o CEVAP, juntamente com a Faculdade de
Medicina da UNESP de Botucatu, deram continuidade em 2011 ao ensaio clinico
multicéntrico de fase IlI, no qual 50 pacientes com Uulceras venosas de membros
inferiores serao estudados, tendo o apoio do Ministério da Ciéncia e Tecnologia (Decit)
e do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) através
do processo no. 563582/2010-3 — (Projeto de Pesquisa Clinica intitulado “Tratamento
de ulceras venosas com o selante de fibrina derivado de veneno de serpente” - Edital
MCT/CNPq/CT - Saude/MS/SCTIE/DECIT N° 67/2010 - Pesquisa Clinica - Produtos

Estratégicos para o SUS. Como aplicagcdo biotecnoldgica, este novo selante esta
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sendo aplicado em pacientes que apresentam ulceras venosas crbnicas, a fim de

auxiliar na cicatrizagdo das mesmas como tratamento adjuvante.

Com base na necessidade de se obter formas alternativas de avaliar/controlar
a qualidade do material doado por animais considerados produtores de insumos
biolégicos para a industria, varias técnicas analiticas qualitativas e quantitativas vém
sendo empregadas no intuito de se obter um perfil das proteinas que se expressam
nesses animais produtores. Os avancos tecnolégicos na area de protebmica vém
beneficiando diferentes areas da medicina humana e animal nos ultimos anos. Estes
avancos deram énfase aos estudos que promoveram o aumento de escala de analises
e a agilidade na obtencdo de métodos mais eficientes para a descoberta de proteinas
candidatas a biomarcadores moleculares' favorecendo assim, a detecgdo de
marcadores prognodsticos e diagndsticos de diversas doencgas. Neste contexto, a
utilizagdo de técnicas analiticas da abordagem protedmica podem atuar como as
ferramentas moleculares inovadoras para identificar marcadores moleculares
especificos de sanidade animal, principalmente, aos pesquisadores do CEVAP no que
se refere a aprimorar a selecdo atual dos bufalos soroprodutores que fornecem

matéria-prima para a producao do novo selante de fibrina do CEVAP.
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2. OBJETIVO GERAL

Pouco se sabe sobre a composi¢do proteica do plasma sanguineo e do
crioprecipitado de bufalos da espécie Bubalus bubalis. Desta forma, este projeto de
pesquisa tem como objetivo geral caracterizar as proteinas totais presentes no plasma
sanguineo de bufalos sadios da espécie Bubalus bubalis e de seu crioprecipitado.

Portanto, os objetivos especificos deste trabalho séo:

e |solar as proteinas do plasma sanguineo e do crioprecipitado por meio da
técnica analitica eletroforese bidimensional;

¢ Identificar as proteinas presentes no plasma sanguineo de bufalos e do seu
crioprecipitado por meio da espectrometria de massas e de ferramentas de

bioinformatica protedmica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aspectos éticos e origem do material biolégico em estudo

Para a conducao do experimento, foram utilizadas como doadoras dos
subprodutos sanguineos, vinte bufalas adultas da espécie Bubalus bubalis, raca
Murrah, com idades entre trés a cinco anos, ndo lactantes, criadas em regime de
pasto, suplementadas com Silagem de Milho (Zea maiz L.) e Feno de Capim-Tifton 85
(Cynodon spp.), com agua de bebida e sal mineral "ad libitum", apresentando escore
de condicdo corporal entre 3 e 4, numa escala de um a cinco '®. Estes animais s&o
pertencentes a Fazenda Experimental Lageado da UNESP Campus de Botucatu.

Todas as condi¢cdes de manejo e sanidade das bufalas que incluem esquemas
de vacinagao e controle de endo e exoparasitas, estdo de acordo com o prescrito
pelos Programas Nacionais de Sanidade Animal — Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento '’. Estes animais foram acompanhados clinicamente por dois médicos
veterinarios que certificaram que durante todo periodo de coleta e experimentacido do
presente estudo, os animais nao apresentaram nenhuma manifestagdo clinica de
doenca.

Esta pesquisa foi submetida para o Comité de Etica em Experimentacdo
Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), e foi aceita sob numero de processo FMB-PE-46/2012, estando de acordo
com os principios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA) ™.

As coletas de sangue dos 20 animais ocorreram mensalmente no periodo de
abril de 2013 a fevereiro de 2014. As amostras alvos deste estudo (plasma e soro)
foram compostas por partes iguais de plasma sanguineo e de soro de cada animal,
caracterizando assim, um estudo protedbmico de uma Unica amostra biolégica

concentrada e denominada pool. Em relagao as amostras de crioprecipitado, a unido
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de varios processos de producdo do crioprecipitado favoreceu a elaboragdo de um
unico pool proteico, totalizando assim, trés amostras experimentais.
3.2. Coleta do sangue

A coleta de sangue foi realizada apds imobilizagdo do animal no tronco de
contengao. A puncgao da veia jugular foi realizada apds tricotomia e assepsia local com
alcool etilico 70% (v/v). ApGds a pungao venosa, o sangue foi depositado em tubos
contendo anticoagulante (citrato de sodio 3,2% [v/v]) para obtengdo do plasma
sanguineo e, em tubos secos para a obtencédo do soro. Em seguida, as amostras de
sangue foram submetidas a centrifugagdo a 1000g por 25 minutos a 24°C. Apods a
centrifugacdo, o plasma sanguineo e o soro sobrenadante foram coletados,

aliquotados e congelados a -80°C até o momento do uso.

3.3. Obtencao do crioprecipitado

O pool de crioprecipitado utilizado neste estudo foi gentiimente cedido pelo
Centro de Estudos de Venenos e Animais Pegonhentos da UNESP (CEVAP), como
parte integrante do bioproduto Selante de fibrina, cujos componentes e férmula de
aplicagdo para ulceras venosas, constam das suas patentes [Numeros do registro:

BR1020140114327 e BR1020140114360] 9%,

3.4. Eletroforese bidimensional

A quantificagdo de proteinas totais presentes no plasma sanguineo,
crioprecipitado e do soro, foi determinada pelo método de Bradford (BioRad-Sao
Paulo) %. Todos os experimentos de quantificacdo de proteinas foram realizados em
triplicata. Para a realizagao da focalizagdo, as proteinas foram aplicadas as fitas
ImmobilizedpH Gradients [IPG](GE Healthcare Life Sciences - Pittsburgh) de pH 4 a 7,
com 7 cm de comprimento para o processo de focalizagao isoelétrica, uma vez que

muitos trabalhos protedmicos na literatura que se utilizam de amostras de sangue
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animais, evidenciou que a maior parte das proteinas constituintes, apresentam ponto
isoelétricos entre 4 a 7. Estas fitas foram rehidratadas por 18 horas em temperatura
ambiente, onde 100ug de plasma sanguineo bovino ou crioprecipitado ou soro, foram
adicionados a 125 uL da solucéo de reidratagéo, contendo 8M ureia (m/v), 2% CHAPS
(m/v), 1% solugao tampao IPG, 19 mM Ditiotreitol (DTT) e azul de bromofenol. As
proteinas foram separadas conforme seus diferentes pontos isoelétricos utilizando trés
passos 500 V por 30 minutos, 1000 V por 30 minutos e 5000 V por 2 hs. Em seguida,
as fitas foram equilibradas por 20 minutos em uma solugdo 19 mM DTT, 50 mM Tris,
6M ureia, 30% glicerol, 2% SDS e, posteriormente na mesma solugéo, exceto pela
substituicdo do DTT por 0,2M iodoacetamida. Para a realizagdo da segunda dimensé&o,
a fita foi inserida no topo de um gel de poliacrilamida a 10% (m/v) (10x10cm,1.5 mm) e
o padrao molecular na faixa entre 97 a 14.4 kDa (LMW-SDS marker kit GE Healthcare
Life Sciences — Pittsburgh, USA) foram utilizados. A eletroforese foi realizada em
temperatura ambiente, utilizando 10 mA por gel por 15 minutos e 20 mA por gel por 1
hora. Apds a separagao na segunda dimensdo, as proteinas foram visualizadas por
coloragcdo com Coomassie Brilliant Blue R-250 (BioRad — Guarulhos, Sao Paulo).

Todos os experimentos de eletroforese bidimensional foram preparados em triplicata.

3.5. Aquisic¢ao e andlises das imagens de géis

Para obtencéo das imagens, os géis 2D foram digitalizados utilizando scanner
ImageScanner Ill (GE Healthcare Life Sciences—Pittsburgh, USA) no modo de
transmissao calibrado. As imagens dos géis bidimensionais foram analisadas pelo
software Image Master 2DPlatinun v 7.05 (Ge HealthcareLife Sciences—Pittsburgh,
USA), sendo que a autenticidade de cada spot foi validada por inspec¢éo visual, com o

auxilio da ferramenta 3D View.
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3.6. Digestao de proteinas in gel

A digestao proteica in gel foi realizada segundo metodologia descrita por
Shevchenko e colaboradores®. Os spots proteicos de interesse foram excisados dos
geéis de eletroforese, descorados com solu¢do de 25 mM bicarbonato de aménio, pH
8,0 em 50% acetonitrila (v/v). Em seguida, os spots foram submetidos as etapas de
reducéo e alquilagdo das pontes de dissulfeto na presenca de 10 mM DDT e 55 mM
lodoacetamida (IAA) em solugdo tamponate, respectivamente. Apds esta etapa, os
géis foram desidratados com acetonitrila 100% (v/v), sendo entdo, submetidos a
centrifugacdo a vacuo. Os géis desidratados foram incubados com uma solugéo 12,5
mol/uL da enzima fripsina (Promega — Rio de Janeiro, Brasil) em tampao 25 mM
bicarbonato de amonio, pH 8,0 durante 18 horas a 37°C. A hidrdlise foi interrompida
com a adicdo de 1% (v/v) acido férmico em relagdo ao volume da amostra e os
sobrenadantes foram coletados. As amostras foram liofilizadas a vacuo e

posteriormente mantidas a —20°C até o momento do uso.

3.7. Sequenciamento peptidico por espectrometria de massas (NanoLC-MS/MS)
Uma aliquota de 4,5 pl dos digestos tripticos de cada amostra foram injetados
individualmente em uma coluna analitica C18, 1,7um BEH 130 (100 ym x 100 mm) em
um sistema de cromatografia liquida de fase reversa (RP-UPLC - NanoAcquity UPLC,
Waters - Milford, Estados Unidos) acoplado a um equipamento de espectrometria de
massas Q-Tof PREMIER (MicroMass/Waters-Milford, Estados Unidos). O equipamento
foi gentilmente cedido pelo Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio) do Laboratério
Nacional de Luz Sincroton (LNLS), Campinas, sob responsabilidade da Profa. Dra.
Adriana Paes Leme. O gradiente linear utilizado foi de 2 a 90% (v/v) de acetonitrila em
0,1% (v/v) de &cido férmico durante 60 minutos e fluxo de 600 nl/min. O instrumento foi
operado em modo de ionizagado positiva e a aquisigao continua dos dados foram

obtidas no intervalo de massas moleculares entre 100 a 2.000 Da.
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3.8. Bioinformatica proteémica

As pesquisas nos bancos de dados publicos para identificacao das proteinas a
partir dos dados de espectrometria de massas (LC MS-MS) foram realizadas por meio
da ferramenta de bioinformatica Mascot Distiller v.2.3.2.0, 2009 (Matrix Science,
Boston - USA) utilizando carbamidometilagdo como modificagdo fixa (massa
monoisotdpica 57,0215Da), oxidacdo da metionina como modificagdo variavel (massa
monoisotdpica 15,9949) e 0,1 Da de erro de tolerancia para os dados de MS e MS/MS.
As proteinas foram identificadas utilizando o banco de dados NCBI, taxonomia Bos
taurus (123.725

sequéncias)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9913.

Cabe ressaltar que, os dados de MS/MS quando submetidos as buscas aos
bancos de dados de sequéncia publicas foram considerados validos, segundo o
algoritmo estatistico da ferramenta MASCOT, quando as identificacdes proteicas
continham valores de Mascot Scores superiores a 42 e pelo menos, uma das
sequéncias peptidicas identificadas com valores de lon Score maiores que 30. Os
resultados de MS/MS foram considerados validos neste estudo, apresentaram uma
taxa de falsa descoberta (False Discovery Rate - FDR) de p< 0,05. A identificacao dos
componentes celulares, fungdo molecular e processos bioldgicos foram determinados
pelo bando de dados Gene Ontology (http://geneontology.org/) e a rede de interagbes
entre as proteinas deste estudo foram obtidas pelo software STRING (http:/string-

db.org/).
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4. RESULTADOS

De forma pioneira, o presente trabalho revelou a constituicdo proteica do
plasma sanguineo de uma espécie de bufalos importante economicamente, Bubalus
bubalis, raca Murrah. Utilizando as técnicas analiticas de eletroforese bidimensional e
espectrometria de massas do tipo Nano-LC MS/MS, 129 spots proteicos foram
evidenciados no plasma sanguineo, enquanto que 100 spots aproximadamente foram
encontrados no perfil proteico do crioprecipitado e no soro destes bubalinos. As
analises de imagem dos mapas protedmicos mostraram que os trés perfis contém
proteinas com massas moleculares entre 110 e 20 kDa e pontos isoelétricos entre 4,5
e 7. A Figura 1 representa os perfis proteicos bidimensionais do plasma sanguineo (A),
crioprecipitado (B) e soro (C) de bufalos clinicamente sadios da espécie Bubalus
bubalis, e a Figura 2 representa o perfil proteico do plasma sanguineo contendo os

129 spots evidenciados neste estudo.
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Figura 1: Perfis proteicos obtido pela técnica de eletroforese bidimensional do plasma sanguineo (A),
crioprecipitado (B) e soro (C) de bufalos clinicamente sadios da espécie Bubalus bubalis, raga Murrah.
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Figura 2: Analise de imagem do perfil proteico bidimensional do plasma sanguineo de bufalos Bubalus bubalis, raga Murrah,
onde 129 spots proteicos foram evidenciadas pela ferramenta Platinum (GE Healthcare), os quais apresentaram massas
moleculares entre 110 e 20 kDa e ponto isoelétrico de 4 a 7.
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Entdo, todos os spots proteicos do plasma sanguineo foram excisados e
hidrolisados, sendo que 112 destas proteinas foram identificadas com sucesso e
validadas estatisticamente pela ferramenta de bioinformatica Mascot. Muitos spots
proteicos revelaram ser a mesma proteina, ou seja, o plasma sanguineo de bubalinos
apresentam multiplas formas da mesma espécie de algumas proteinas. A tabela | do
Anexo | mostra integralmente, todas as proteinas identificadas, juntamente com seus
codigos de acesso no banco de dados NCBI, massas moleculares e pontos
isoelétricos experimentais, valores de Mascot Score, % de cobertura das sequéncias
reveladas em relagdo aos dados depositados no banco de dados e as cinco

sequéncias peptidicas que apresentaram os maiores valores de jon score.

No total, 17 grupos de proteinas foram subdivididas neste trabalho, dentre elas,
albumina (31 spots - 28%), fibrinogénio-a (18 spots - 16%), fibrinogénio-B (13 spots -
12%), fibrinogénio-y (6 spots - 5%), imunoglobulinas (8 spots - 7%), a-1-antiproteinase
(6 spots - 5%), a-1B-glicoproteina (6 spots - 5%), a-2-HS-glicoproteina (5 spots - 4%),
a-2-macroglobulina (4 spots - 4%), apoliproteina A-1 (5 spots - 4%), antitrombina-IIl (2
spots - 2%), endopina 2B (2 spots - 2%), fetuina-B (1 spot - 1%), proteina ligante de
retinol (1 spot - 1%), serotransferrina (1 spot - 1%), transtiretina (1 spot - 1%) e
proteina ligante de vitamina-D (2 spots 2%). A Figura 3 ilustra a distribuicdo dessas

proteinas identificadas entre os 17 grupos de proteinas assumidos neste trabalho.
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Figura 3: Proteinas majoritarias presentes no plasma sanguineo de bufalos Bubalus bubalis identificadas

por Nano-LC MS/MS.

Uma vez identificadas as proteinas presentes em maior abundancia no plasma

sanguineo de bufalos Bubalus bubalis, estas foram analisadas em relagdo aos

processos biolégicos que atuam, fungdo molecular e localizagéo celular (componente

celular), segundo as anotac¢des depositadas no banco de dados Gene Ontology. Os

resultados destas analises estdo representados nas Figuras 4 e 5.
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Figura 4: Classificagdo das proteinas presentes no plasma sanguineo de bufalos Bubalus bubalis segundo sua
participagcdo em processos bioldgicos. A classificagdo das proteinas foi analisada pelo software String, segundo as
anotagdes depositadas no banco de dados Gene Ontology.
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Figura 5: Classificagdo das proteinas presentes no plasma sanguineo de bufalos
Bubalus bubalis segundo sua participagdo em A) fungdo molecular e B) componente
celular. A classificagdo das proteinas foi analisada pelo software String, segundo as

anotagdes depositadas no banco de dados Gene Ontology.
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Uma vez classificadas as 112 proteinas identificadas, a rede de interagdes
proteina-proteina também foi elaborada de forma a melhor compreender a relagao
existente entre as proteinas presentes no plasma sanguineo dos bubalinos. A Figura
6A representa a rede de interagdes obtida pela ferramenta de bioinformatica String. As
proteinas envolvidas com o sistema complemento e a cascata de coagulagédo
sanguinea foram evidenciadas em vermelho na Figura 6B. As associagdes entre as
seis proteinas desta via de sinalizagdo da cascata de coagulagdo foram detectadas

pela ferramenta KEGG (Kyoto Encyclopedia at Genes and Genomes).
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Figura 6: A) Rede de interagdes entre os 17 grupos de proteinas presentes no plasma sanguineo de bufalos da espécie Bubalus bubalis, raga
Murrah. As associagbes mais fortes sdo representadas pelas linhas mais grossas. B) Em vermelho, as proteinas que participam do sistema
complemento e a cascata de coagulagdo sanguinea, uma das via de sinalizagdo do sistema imune. A rede de proteinas foi analisada pelo
software String e as associagdes entre as seis proteinas desta via de sinalizagédo foram detectadas pela ferramenta KEGG (Kyoto Encyclopedia
at Genes and Genomes). ALB — albumina; FGA — fibrinogénio-a; FGB - fibrinogénio-; FGG — fibrinogénio-y; FCAMR — imunoglobulinas;
SERPINA1- a-1-antiproteinase; A1BG - a-1B-glicoproteina; AHSG — a-2-HS-glicoproteina; A2M - a-2-macroglobulina; APOA1 — apoliproteina
A1; SERPINC1 — antitrombina-lll; LOC784932 — endopina 2B; FETUB — fetuina B; RBP4 — proteina ligante de retinol; TF — trasnferrina; TTR —
transtiretina; GC — proteina ligante de vitamina D.
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5. DISCUSSAO

A analise das proteinas expressas por um organismo ou tecido especifico, vem
sendo investigada por meio de varias estratégias da abordagem protebmica, a qual
tem por objetivo isolar e identificar proteinas, determinar suas propriedades
estruturais, suas fungdes, modificagbes pds-traducionais, interagdes proteicas e

mecanismos regulatorios.

Conforme os perfis proteicos apresentados nas Figuras 1 e 2, 129 spots
proteicos foram evidenciados no plasma sanguineo, enquanto que 100 spots
aproximadamente, foram encontrados no perfil proteico do crioprecipitado e no soro
dos bubalinos Bubalus bubalis. As diferencas destas 29 proteinas a mais detectadas
no plasma sanguineo estadao em alguns spots identificados como albuminas e
fibrinogénios, na regido dos géis de eletroforese bidimensional em torno das massas
moleculares de 50 e 66 kDa e ponto isoelétrico 6 e 7 nas amostras de crioprecipitado
e soro. Esta diferengca pode ser justificada pelo fato de que, a auséncia de
anticoagulantes durante a obtenc&o do soro de bubalinos, promova a precipitacao de
proteinas importantes do processo de coagulacdo como os fatores de coagulagéo
descritos anteriormente e, principalmente, das moléculas de fibrinogénio, o qual é o
substrato principal da agdo das enzimas trombinas-similes durante a formagado da
fibrina ou do coagulo. Em relagdo ao crioprecipitado, esta diferenca ja era esperada,
uma vez que, o crioprecipitado de bubalinos é obtido a partir do plasma sanguineo

destes animais, o qual é submetido a diversas etapas de precipitagdo e centrifugagéo.

Estudos de caracterizacdo protedmica do plasma sanguineo de equinos 2> %

e
de bovinos ?” mostraram vérias proteinas em comum em relacdo as identificadas no
plasma sanguineo de bufalos do presente trabalho, como por exemplo, fibrinogénio,
albumina, serpinas, apolipoproteina A1, proteinas ligantes de retinol, a-1-antitripsina,

fetuinas e imunoglobulinas em geral. No entanto, dois fatos singulares mostram

particularidades entre os perfis proteicos bidimensionais dos plasmas sanguineos de
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equinos, bovinos e bufalos. Primeiramente, estd no fato de que, a proteina
haptomioglobina nao foi identificada no plasma sanguineo de bufalos em relacdo aos
perfis proteicos bidimensionais de equinos e bovinos citados anteriormente. Uma vez
que, esta proteina é considerada uma importante proteina de fase aguda em bufalos 22
e, potencialmente, poderia servir como um marcador molecular em potencial em
estudos futuros, acredita-se que esta proteina se apresente em baixa abundancia
nesta amostra biolégica. Como é sabido, fatores de coagulagdo como os fatores VIl e
X, fator de von Villebrand, fibronectina #° também sdo moléculas importantes e que
estdo presentes no plasma sanguineo dos animais em geral. Acredita-se que todas
estas proteinas sejam proteinas menos abundantes no plasma sanguineo de
bubalinos, assim como a haptomioglobina. Desta forma, nota-se que este trabalho
descrevera as proteinas mais abundantes presentes no plasma sanguineo e no
crioprecipitado de bubalinos. Muitas s&o as técnicas de deplecédo de proteinas, mas
neste primeiro momento, se fez necessario ndo modificar/manipular estas amostras
bioldgicas devido a atividade biolégica de cola adesiva do selante de fibrina atrelada a

composicao atual do plasma sanguineo desses bubalinos.

A segunda singularidade esta no fato da presenga de 37 formas da proteina
fibrinogénio (fibrinogénio-a [18 spots], fibrinogénio-B [13 spots], fibrinogénio-y [6
spots]) no plasma sanguineo de bufalos em relagcdo a numeros inferiores desta
molécula nos perfis proteicos bidimensionais do plasma sanguineo de equinos e
bovinos. No entanto, esta segunda singularidade apontada, ratifica os estudos de

Thomazini-Santos e colaboradores °

, 0S quais evidenciaram por meio de ensaios
bioquimicos que, o plasma sanguineo de bufalos da espécie Bubalus bubalis
apresentava uma concentragdo de fibrinogénio superior em relagdo ao plasma de
seres humanos, bovinos, equinos e ovinos), e o tempo de coagulagao do plasma de
bubalinos era préximo aqueles obtidos nas amostras de seres humanos °. A partir

desta observacao que, o selante de fibrina do CEVAP foi proposto associando uma

serinoprotease extraida do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus ao
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crioprecipitado rico em fibrinogénio extraido de bubalinos, com a proposta de substituir
0 uso de sangue humano nas prepara¢des de um novo selante livre de chances de

transmissao de doencas infecciosas humanas.

Segundo as anotacgbes depositadas no banco de dados Gene Ontology, péde-
se classificar a maioria das 112 proteinas identificadas no plasma sanguineo de
bufalos Bubalus bubalis em relagdo aos processos bioldgicos, fungées moleculares e
localizagao celular das quais participam. Desta forma, esta classificacdo auxiliou a
melhor compreender o papel de cada proteina presente nesta amostra biolégica e, a
realcar a importancia de varias proteinas presentes no plasma de bubalinos em
futuros estudos protedmicos na busca por candidatos a marcadores moleculares numa

rotina de diagndstico de sanidade animal.

A molécula de fibrinogénio € uma das proteinas do plasma sanguineo
produzida no figado dos organismos, diante das demais proteinas que sao originarias

dos 6rgdos hematopoiéticos e do intestino *°.

O fibrinogénio € uma glicoproteina
complexa com massa molecular em torno de 340 kDa e é composto por estruturas
secundarias denominadas cadeia alfa, cadeia beta e cadeia gama, as quais interagem

por meio das pontes de dissulfetos formadas®**'

. Porém, estas trés cadeias podem ser
encontradas circudantes no plasma sanguineo, as quais desempenham varios papéis-
chave na manuten¢do da homeostasia de um organismo vertebrado. Na presenga de
enzimas do tipo trombina circundantes no préprio plasma sanguineo, o fibrinogénio é
degradado em uma malha de fibrina, a qual atua como uma rede estrutural insoluvel

denominado de coagulo *.

Tanto o fibrinogénio quanto o coagulo de fibrina,
desempenham papéis sobrepostos na coagulacdo do sangue, nas interagcdes
celulares, na resposta inflamatoria, na cicatrizagdo de feridas e no processo de

neoplasias em geral *'.

Em relagcdo a proteina albumina, muitos estudos proteémicos em bovinos e

equinos evidenciaram a presenga desta proteina e, na maior parte das vezes,
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encontraram dificuldades de se identificar outras proteinas minoritarias devido a

26, 27

interacbes quimicas fortes com a albumina . As propriedades fisiolégicas da

proteina albumina foram reveladas pela primeira vez em 1837 por Ancell e

33

colaboradores e, a partir de entdo, sua complexidade vem sendo revelada.

Entretanto, o seu papel fisiolégico no sangue animal ainda n&o é totalmente
conhecido, despertando, ainda hoje, a curiosidade de muitos pesquisadores *.
Comparada a outras proteinas, ela € uma molécula relativamente pequena, formada
por uma cadeia de 584 aminoacidos, constituindo-se em um polipeptideo simples com
uma massa molecular em torno de 69 kDa, e organizada predominantemente em
estruturas a-hélices unidas por 17 pontes dissulfeto. Uma de suas fungdes é atuar na
manutencdo do volume plasmatico circulante, devido a sua massa molecular
relativamente baixa e sua alta concentragdo. A albumina é responsavel por 80% da
pressao coloidosmatica, porém, sob condicdes de concentracbes de albumina
extremamente reduzidas, observa-se edema discreto, sugerindo que esta fung¢ao pode

ser desempenhada por outras proteinas plasmaticas *°.

Segundo Santos e
colaboradores™ ndo se pode descartar a possibilidade de que a proteina soro
albumina desempenhe também, um papel na manuteng¢ao do equilibrio acido-basico,
pois os residuos de aminoacidos de histidina presentes em sua estrutura primaria
(pKa em torno de 7,4), conferem a ela uma fungédo de tamponamento em situagdes de
acidose metabdlica, enquanto que na vigéncia de alcalose metabdlica, ela também
exerce fungdo tampao, ja que é capaz de liberar seus ions hidrogénio *>*°. Além disso,
a albumina esta envolvida no transporte de varias substéncias fisioldgicas, como por
exemplo, moléculas lipossoluveis como os acidos graxos de cadeia longa, hormonios
como a tiroxina, o cortisol e a aldosterona e pequenos ions como o calcio, o cobre, 0
niquel e o zinco. A albumina ainda pode atuar como um reservatorio de aminoacidos,
contribuindo com cerca de 5% dos aminoacidos necessarios aos tecidos periféricos,
sendo que, esta oferta pode ser ainda maior na presenca de algumas doencas

malignas em seres humanos "%,
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A proteina fetuina-B identificada no presente estudo € uma glicoproteina
produzida no figado dos animais vertebrados e tipicamente encontrada na corrente
sanguinea. Sua principal fungao é atuar como uma proteina carreadora/transportadora
de varias substancias na corrente sanguinea, assim como a albumina e pertencem a
superfamilia das proteinas cistatinas, proteinas estas ricas em histidina que atuam
também como inibidores de proteases. Estudos evidenciam que as proteinas fetuinas-
B sdo mais abundantes em sangue fetal, por isso, a denominacéo de fetuina (do latim,
fetus) e em seres humanos, elas se expressam duas vezes mais nas mulheres do que
em homens *. No entanto, a a-2-HS-glicoproteina (AHSG) identificada neste trabalho,
também pertence a familia das fetuina-B, sendo uma proteina glicosilada presente no
sangue de bovinos que atua como supressora de linfécitos a fitohemaglutinina (PHA)
4041 Estudos evidenciaram também que, proteinas da familia das fetuinas também
pode atuar como um potente inibidor da calcificagcao sistémica em ratos, uma vez que,
roedores submetidos a técnica de knocking out do gene para a fetuina-A (roedores
sem o gene codificador da proteina fetuina-A), mesmo que submetidos a uma dieta
rica em minerais, apresentaram severos quadros de calcificagdo 6ssea *2. Ja Goldstein
e colaboradores ** observaram que, a fetuina-B atua também como reguladora dos
mecanismos moleculares em estratégias de implantagdo e na manutencao de oécitos
na reprodugdo de camundongos **. Em seres humanos, a fetuina foi evidenciada

diferencialmente expressa por Tuttolomondo e colaboradores **

em quadros pro-
inflamatérios de pacientes acometidos por acidentes vasculares cerebrais, sugerindo
assim que, a fetuina poderia ser um dos biomarcadores em potenciais no
progndstico/diagndstico de doencas neurodegenerativas **. Neste contexto, um olhar
diferencial as fetuinas poderdo ser projetados quando bubalinos infectados por

doengas neurodegenerativas, como por exemplo, a doenga da vaca louca, forem

diagnosticados clinicamente em nossa rotina.
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Outra importante proteina identificada no plasma sanguineo de bubalinos foi a
a-1B-glicoproteina, e é produzida no figado em criangas e adultos *°. Pertencente ao
grupo de proteinas de fase aguda, a a-1B-glicoproteina juntamente com as proteinas
a2-macroglobulina e transferrin, se apresentaram em niveis elevados no soro de seres

% Ja em bovinos, o-1B-glicoproteina foi

humanos com tuberculose pulmonar
considerada uma forte candidata a marcador molecular em quadros subclinicos de
infec¢cdes pelos fungos Mycobacterium bovis e M. paratuberulosis, causadores da
doenca infecciosa tuberculose bovina *’, por meio do uso de estratégias protedmicas
similares a este trabalho. Desta forma, sugere-se que esta proteina de fase aguda
possa ser de grande valia nos futuros estudos que envolvam quadros clinicos de

tuberculose em bubalinos, uma vez que, esta proteina tem sido descrita como

marcadores moleculares de defesa dos hospedeiros em vertebrados.

A proteina ligante de retinol (Retinol-binding protein) identificada € conhecida
como proteina transportadora de retinol no sangue dos organismos vertebrados,
sendo responsavel pela homeostasia de vitamina A (retinol) nestes animais. Esta
proteina € uma glicoproteina pertencente a familia das a-globulinas, e € uma enzima
de baixa massa molecular com cerca de 21kDa, produzida pelos hepatdcitos *¢. A
proteina transportadora de retinol possui um sitio de ligagdo em sua estrutura terciaria
para a molécula de retinol e, cerca 90% dessa proteina circudante no plasma
sanguineo esta associada a pré-albumina (transtiretina) na forma de um complexo
protéico “®*°. Ensaios realizados por Norseen e colaboradores *° apontaram que, esta
proteina induz a expressao de citocinas proé-inflamatérias em macrofagos de
camundongos e de seres humanos, uma vez que, a proteina transportadora de retinol
inativou a produgcdo de insulina pelos adipdcitos, desencadeando os processos
inflamatérios via macréfagos *°. Paralelamente, ensaios realizados por Muenzner e

51

colaboradores com camundongos obesos evidenciaram que, a expressdo da

proteina transportadora de retinol se encontrava extremamente elevada, evoluindo a
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quadros de resisténcia a insulina, sugerindo assim que, a proteina transportadora de
retinol pode ter implicacdes importantes no tratamento da obesidade *'. Em equinos, a
proteina ligante de retinol foi indicada como um marcador em potencial relacionado a
danos celulares e vasculares em cavalos de corrida apds periodos prolongados de

estresse fisico %°.

Inibidores de proteases s&o encontrados no plasma sanguineo dos vertebrados
em geral ?. No presente estudo, inibidores do tipo endopina 2B, antitrombina-IIl e a-1-
antiprotease (a-1-antitripsina) foram identificados. As endopinas 2B inibem
cisteinoproteases, papaina e catepsina, as quais participam da producao de peptideos
neurotransmissores °2. Estudos de Xia e colaboradores > sugerem que as endopinas
2B atuam na regulacdo de funcbes neuroenddcrinas, uma vez que, se mostram
diferencialmente expressas (superexpressas) em quadros clinicos da doenga da febre
do leite em bovinos *. Desta forma, este tipo de inibidor de protease também pode ser

um alvo molecular para avaliar a sanidade dos bubalinos em estudos futuros.

Em relacdo aos demais inibidores identificados neste estudo, tanto a
antitrombina-lll quanto a proteina a-1-antiprotease (a-1-antitripsina) pertencem a
familia das serpinas. Sabe-se que as serpinas desempenham papéis essenciais em
muitos organismos. Em artropodes, estas proteinas estdo envolvidas no sistema
imunolégico inato, morfogénese e desenvolvimento **. Nos mamiferos, as serpinas
regulam vias de sinalizacdo essenciais para a vida, tais como a coagulagao
sanguinea, fibrindlise, inflamagéao e ativagdo do complemento, algumas das quais sao
consideradas a primeira linha de defesa para parasitas hematéfagos **** As serpinas
também sao alvos de alguns estudos na medicina veterinaria, como por exemplo, os
achados de Romao e colaboradores * sobre os efeitos da idade em relagéo a gordura
subcutédnea em bovinos, focando nas eventuais variagdes fisiolégicas em bovinos de

corte, podendo assim, auxiliar os trabalhos futuros com bubalinos.
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A antitrombina-IIl é potente inibidor das reagdes da cascata de coagulacédo .
Embora o nome implique que a antitrombina sé atue sob trombinas, na verdade, ela
inibe praticamente todas os fatores de coagulacéo, tais como fatores Xa, fator IX,
trombina (fator Ila), fator XlI, fator XI e fator Vlla *. Sua capacidade de limitar a
coagulacdo através de multiplas interagdes torna uma das proteinas anticoagulantes
naturais mais importantes e ja descritas na literatura e, atualmente, a proteina
antitrombina é utilizada como uma proteina terapéutica *®. A antitrombina tem a
aprovagdo do 6rgao regulatério Food Drug Administration (FDA) como um
anticoagulante para a prevengao de coagulos no sangue, antes e durante ou depois
de intervengdes cirurgicas ou administracdo em pacientes com doencas hereditarias

que apresentam deficiéncia antitrombina *°

. E por fim, as a-1-antiprotease (a-1-
antitripsina) identificadas neste estudo, ja foram caracterizadas como possiveis
biomarcadores diagndstico e progndstico para metastases em seres humanos® e se
encontram superexpressas em pacientes acometidos por Mal de Alzheimer °'¢,
sugerindo assim que, estas proteinas podem ser alvos de possiveis

alteragdes/expressoes diferenciais em doengas neurolégicas de ruminantes.

As imunoglobulinas também foram identificadas no plasma de bubalinos. Como
€ sabido, estas sao glicoproteinas semelhantes aos demais organismos vertebrados e
conferem imunidade humoral. Dividem-se em cinco grandes classes, IgM, 1gG, IgA,
IgD e IgE e sdo compostas por 82-96% de cadeias polipeptidicas e 4-18% de
carboidratos **. Elas sdo heterodiméricas, podendo ser separadas funcionalmente em
dominios variaveis que se ligam a antigenos e dominios constantes que caracterizam

. As diferentes estruturas e fungdes de todas as subclasses de

sua fungao
imunoglobulinas humanas tém sido estudadas extensivamente, mas nem todas
possuem sua funcao totalmente conhecida, mesmo assim, contudo elas séao
conhecidas por ativar o sistema complemento ou auxiliar na ligagdo de receptores de

antigeno °®. A Imunoglobulina M (IgM) é o primeiro anticorpo produzido em resposta

a um antigeno ®. Neste estudo, uma das imunoglobulinas identificadas foi a proteina
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imunoglobulina M de cadeia pesada (IgM heavy chain), a qual também ja foi
evidenciada no soro de varios vertebrados ®°, colostro e leite de mamiferos ° . Em
bovinos e outros ruminantes, a imunoglobulina M de cadeia pesada tem sido descrita

71

no combate a septicemia Porém, nada consta sobre estas moléculas se

expressarem diferentemente em doencas infecciosas em ruminantes.

Entre as demais proteinas minoritarias, a proteina transportadora de vitamina-D
também foi identificada no plasma de bubalinos. Ela é considerada uma proteina
multifuncional no plasma sanguineo "? e em outros fluidos corpéreos como urina "°. A
proteina ligante de vitamina-D se associa a imunoglobulinas, as quais se ligam em
membranas da superficie celular de linfocitos-B e com receptores de IgG de
membranas de linfécitos-T "*. Em seres humanos, esta proteina ja foi associada a
quadros clinicos de escleroses multiplas ", desta forma, esta proteina poderia atuar
como uma forte candidata a marcador molecular de doencas crénicas neurolégicas em

ruminantes como encefalopatia espongiforme bovina "

, popularmente denominada
doenca da vaca louca, a qual € uma doenca infecciosa que pode ser transmitida ao

homem.

7

Ja a proteina transferrina identificada neste trabalho € uma glicoproteina
formada por uma Unica cadeia polipeptidica e sua principal fungdo é o transporte de
Fe*® através do plasma ”’. A transferrina é considerada uma importante proteina de
fase aguda nos animais pois em quadros clinicos de infecgoes em geral e trauma de
tecidos, sua concentragdo no plasma é alterada rapidamente 2. Além disso, esta
proteina esta também envolvida em processos tumorais em seres humanos,

correlacionando-se com a gravidade da doenca ’°

e, em pacientes com doencga
cardiaca vascular, foi observado uma diminuigdo consideravel da expressao de
transferrina ®. Em ruminantes, a proteina transferrina ja foi evidenciada como um

marcador molecular pela abordagem protedmica, tendo sua expressao elevada em

animais infectados pelo fungo Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis causador
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da Doenca de Johne’s em bovinos, a qual é representada por um processo

inflamatorio crénico no intestino de ruminantes 8'.

Multiplas formas da proteina apolipoproteina-A1 foram identificadas no plasma
de bubalinos Bubalus bubalis. Esta proteina & conhecida por possuir efeitos
antioxidantes e anti-inflamatérios ® e também participa no transporte de colesterol dos

tecidos para o figado ®.

Existem poucos estudos sobre apolipoproteinas como
biomarcadores moleculares, porém em seres humanos, esta apoliproteina se revelou
um forte candidato & marcador molecular no prognéstico de doengas cardiovasculares

8 Em ruminantes, ha relatos que os niveis da proteina

em seres humanos
apoliproteina se encontraram alterados em ovelhas em quadros de clinicos de rino-
tracheo-bronquites e em periodos peripartos, a qual é a fase de maior incidéncia de

5

doencas infecciosas e parasitarias ®°, enquanto que, esta mesma foi indicada como

um marcador molecular em quadros clinicos de mastites em bovinos #’.

Outro grupo de proteinas identificadas no plasma de bubalinos foram as
glicoproteinas a-2-macroglobulinas. Elas estdo presentes em varios fluidos corpéreos
em invertebrados e vertebrados e atuam como inibidoras de proteases em geral. Sua
funcao principal é inibir o excesso de proteases liberadas durante a injuria de tecidos
nos locais de inflamagao. Além disso, as a-2-macroglobulinas regulam a ligagado da
proteina transferrina em seus receptores de superficie e interagem com diversas

citocinas importantes .

Em seres humanos, as a-2-macroglobulinas foram
consideradas marcadores moleculares diagnosticos e prognéstico de diversas
doengas como fibrose hepatica ® e hipertrofia cardiaca 8. J4 em animais, destacou-se
a proteina a-2-macroglobulina como uma forte candidata a marcador molecular nos

estudos que envolveram estresse fisico [esforgo fisico prolongado em cavalos de

corrida] % e artrites nao infecciosas em equinos .

E por fim, a proteina transtiretina identificada neste estudo foi caracterizada

como uma proteina do tipo pré-albumina, segundo Shenkin e colaboradores *° (2006)

PONTES, L.G. Dissertagdo de Mestrado



Capitulo 2 — Artigo 89

e Neyra e colaboradores °', por ser uma proteina transportadora de moléculas em
geral. Relatos na literatura indicam que a transtiretina atua como uma proteina
transportadora do horménio da tiredide e provavelmente transporta tiroxina do sangue
para o cérebro em seres humanos %. Doencas do tipo amiloidoses em seres humanos
podem estar relacionadas com o acumulo de transtiretinas em varios 6rgaos vitais
como o sistema nervoso central ®. Até o momento, ndo existem relatos sobre que esta
proteina possa atuar como marcador molecular em ruminantes em quadros clinicos

neurologicos.

A rede de interagbes proteina-proteina obtida neste estudo a partir dos 17
grupos de proteinas majoritarias possibilitou melhor compreendermos a relacéo
existente entre as proteinas presentes no plasma sanguineo dos bubalinos. Conforme
citado anteriormente, 68 interacbes foram possiveis serem reveladas neste estudo.
Nota-se que nesta analise, as proteinas a-1B-glicoproteina e as imunoglobulinas n&o
apresentam nenhum tipo de associacdo entre os demais grupos de proteinas
identificadas nesta amostra biolégica, sugerindo que todas as demais proteinas se
relacionem para a ativagao da via de sinalizagao do sistema complemento e cascata
de coagulagédo sanguinea, os quais sdo ancorados pelas proteinas a-1-antiproteinase,
a-2-macroglobulina, antitrombina-lll, fibrinogénio-a, fibrinogénio-f e fibrinogénio-y
segundo a ilustracdo da Figura 5B. Este estudo de interagdes proteina-proteina
mostrou de extrema valia ao final deste trabalho, uma vez que, o plasma de bubalinos
da espécie Bubalus bubalis reinem moléculas majoritarias importantes que atuam na
formacgédo da malha de fibrina, produto final da cascata de coagulagdo sanguinea. A
formagdo de um coagulo de fibrina € a proposta central do selante de fibrina do
CEVAP, bioproduto produzido a partir do crioprecipitado de bubalinos e de uma
serinoprotease do veneno de serpentes, selante este, atualmente, testado em

pacientes acometidos por ulceras venosas crénicas.

PONTES, L.G. Dissertagdo de Mestrado



Capitulo 2 — Artigo 90

6. CONCLUSAO

A caracterizacdo de 112 proteinas majoritarias presentes no plasma de bufalos
Bubalus bubalis, raga Murrah clinicamente sadios foi realizada por meio das técnicas
analiticas eletroforese bidimensional e espectrometria de massas RP-UPLC-ESI
MS/MS. Este trabalho apresenta um carater inédito, pois a composicédo do plasma de
bubalinos esta sendo descrita pela primeira vez. Apesar dos esfor¢os obtidos na area
da genbémica para este ruminante por meio do sequenciamento genético de bufalos da
espécie Bubalus bubalis, ainda ndo se tem a codificacdo de todas essas sequéncias
genbmicas para suas respectivas proteinas. Esta descrigdo protéica € de extrema
valia pois fornecera, ndo apenas um mapeamento do conjunto de proteinas para uma
melhor compreensdo dos mecanismos de acdo do plasma e do crioprecipitado de
bubalinos, mas também, dara suporte, futuramente, ao desenvolvimento de uma
plataforma diagndstica mais especifica para avaliar a sanidade de bufalos Bubalus
bubalis doadores de matéria-prima na rotina de producido do selante de fibrina do
CEVAP. Outros estudos proteémicos serao realizados pelo nosso grupo de pesquisa
de forma a caracterizar as proteinas minoritarias (menos abundantes) por meio do uso
de técnicas de deplecao das proteinas mais abundantes como por exemplo, a
albumina, a fim de obtermos mais informagdes a respeito da composicao proteica do

plasma e do crioprecipitado desses bubalinos.
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Tabela 1: Identificacdo das proteinas presentes no plasma de bufalos clinicamente sadios da espécie Bubalus bubalis bubalis por
espectrometria de massas do tipo ESI-Q-ToF.

IgM heavy chain gi|28592070  4,30/99,3 8(4) 3(3) R.IVSGISEGQVETVQSSPITFR.A (104)
constant region, K.GFAPADVFVQWLQR.G (99)
secretory form K.SSLICQATDFSPK.Q (66)
2 Immunoglobulin  gi| [34538498  4,32/99,3 MS/MS 7(4) 5(3) 18 396 R.IVSGISEGQVETVQSSPITFR.A (135)
heavy chain K.GFAPADVFVQWLQR.G (95)
constant region K.SSLICQATDFSPK.Q (88)

R.ESASVTCLVK.G (48)
K.ALETHTYFERH (32)

4 Immunoglobulin gi|34538498  4,33/99,3 MS/MS 10(6) 6(4) 17 458 R.IVSGISEGQVETVQSSPITFR.A (129)
heavy chain K.GFAPADVFVQWLQR.G (97)
constant region K.SSLICQATDFSPK.Q (83)

R.DFVPNSVSFSWK.F (62)
R.ESASVTCLVK.G (50)

6 Alpha-1B- gi|114053019  4,34/99,3 MS/MS 7(2) 5(2) 6 313 R.LEGEDQFLEVAEAPEATQATFPVHR.A (134)
glycoprotein R.VLSPAGPEAQFELR.G (103)
precursor R.ALWTGALTPGR.D (48)

R.RGAEEQLVPR.A (14)
R.CEAEVPDVSFLLLR.A (13)
7 Alpha-1B- gi|114053019  4,98/99,3 MS/MS 7(2) 5(2) 24 350 R.LEGEDQFLEVAEAPEATQATFPVHR.A (122)
glycoprotein R.VLSPAGPEAQFELR.G (96)
precursor R.ALWTGALTPGRDAVLR.C (50)
R.CEAEVPDVSFLLLR.A (43)
R.GAEEQLVPR.A (39)
8 Alpha-2- gi|440903847  4,98/99,6 MS/MS 10(0) 7(0) 7 142 R.GIPFTGKVLLVDGK.G (22)
macroglobulin , R.ASFSVLGDILGSAMR.N (27)
partial R.LLIYAILPDGEVVGDSAR.Y (27)

K.GSGGTAEHPFTVEEFVLPK.F (31)
R.IVLLDESFHPLNELVPLVYVEDPK.G (15)

9 Alpha-2- i[157954061  4,90/99,5 MS/MS 18(4) 10(4) 11 384 R.VTASPQSLCALR A (77)
macroglobulin R.ASFSVLGDILGSAMR.N (74)
precursor R.LLIYAILPDGEVVGDSAR.Y (41)

K.GSGGTAEHPFTVEEFVLPK.F (60)
K.VGLNFSPGQSFPASQAHLR.V (58)
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10 Alpha-2- gi|157954061  5,55/98,1 MS/MS 18(3) 10(3) 9 338 R.NALFCLDSAWK.S (32)
macroglobulin K.IQEEGTEVELTGK.G (60)
precursor R.ASFSVLGDILGSAMR-.N (41)
K.GSGGTAEHPFTVEEFVLPK.F (29)
K.VGLNFSPGQSFPASQAHLR.V (65)
12 Alpha-2- gi|229552 5,59/98,0 MS/MS 5(1) 4(1) 8 176 K.LVNELTEFAK.T (62)
macroglobulin R.FKDLGEEHFK.G (52)
precursor K.DAFLGSFLYEYSR.R (50)
R.KVPQVSTPTLVEVSR.S (12)
13 Immunoglobulin gi|34538498  5,63/98,0 MS/MS 17(1) 10(8) 35 828 K.SSLICQATDFSPK.Q (93)
heavy chain K.GFAPADVFVQWLQR.G (86)
constant region R.IVSGISEGQVETVQSSPITFR.A (116)
K.GETYTCVVGHEALPHMVTER.T (119)
R.VFPLVSCVSSPSDESTVALGCLAR.D (115)
16 Immunoglobulin gi|34538498  5,18/77,6 MS/MS 20(14) 7(6) 27 677 R.DFVPNSVSFSWK.F (81)
heavy chain K.GFAPADVFVQWLQR.G (100)
constant region R.IVSGISEGQVETVQSSPITFR.A (160)
R.VFPLVSCVSSPSDESTVALGCLAR.D (118)
K.YVTSSPAPEPQDPSVYFVHSILTVAEEDWSK.
G (87)
17 Immunoglobulin gi|34538498  5,33/77,6 MS/MS 19(14) 9(6) 33 712 R.IVSGISEGQVETVQSSPITFR.A (156)
heavy chain R.VFPLVSCVSSPSDESTVALGCLAR.D (124)
constant region K.GFAPADVFVQWLQR.G (100)
K.YVTSSPAPEPQDPSVYFVHSILTVAEEDWSK.
G (90)
K.SSLICQATDFSPK.Q (95)
18 Immunoglobulin gi|34538498  5,41/77,6 MS/MS 18(14) 8(6) 29 726 R.VFPLVSCVSSPSDESTVALGCLAR.D (162)
heavy chain R.IVSGISEGQVETVQSSPITFR.A (135)
constant region K.GFAPADVFVQWLQR.G (100)
K.YVTSSPAPEPQDPSVYFVHSILTVAEEDWSK.
G (89)
K.SSLICQATDFSPK.Q (86)
19 Serum albumin gi|1351907 5,50/77,5 MS/MS 29(14) 14(5) 25 710 K.LGEYGFQNALIVR.Y (110)
R.MPCTEDYLSLILNR.L (102)
K.LVNELTEFAK.T (71)
K.TVMENFVAFVDK.C (70)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (69)
20 Serum albumin gi|1351907 5,92/75,5 MS/MS 25(13) 14(7) 26 856 K.LGEYGFQNALIVR.Y (129)

R.MPCTEDYLSLILNR.L (126)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (87)
K. TVMENFVAFVDK.C (69)

R.RHPYFYAPELLYYANK.Y (66)
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21 Serum albumin gi|1351907 6,72/74,9 MS/MS 10(7) 5(3) 6 333 K.VIEQVQHINLLQK.N (103)
K.GLIDEVDQDFTSR.I (96)
K.QLEQVIAINLLPSR.D (84)
R.DIQYLPLIK.M (35)
R.KVIEQVQHINLLQK.N (16)
24 Alpha-2-HS- gi|27806751 6,55/74,5 MS/MS 3(1) 2(1) 5 111 K.CNLLAEK.Q (16)
glycoprotein K.QDGQFSVLFTK.C (96)
precursor
25 Alpha-2-HS- gi|57526674  6,58/74,5 MS/MS 3(3) 2(2) 12 230 R.HTFSGVASVESASGEAFHVGK.T (136)
glycoprotein K.QDGQFSVLFTK.C (94)
precursor
26 Alpha-2-HS- gi|57526674  6,00/73,9 MS/MS 5(4) 3(2) 10 212 R.HTFSGVASVESASGEAFHVGK.T (99)
glycoprotein K.QDGQFSVLFTK.C (95)
precursor K.CNLLAEK.Q (18)
27 Alpha-2-HS- gi|57526674  4,40/68,9 MS/MS 4(2) 3(2) 8 176 R.HTFSGVASVESASGEAFHVGK.T (86)
glycoprotein K.QDGQFSVLFTK.C (81)
precursor R.QQTEHAVEGDCDIHVLK.Q (9)
28 Alpha-2-HS- gi|27806751 4,40/68,9 MS/MS 4(1) 3(1) 5 100 K.SPDLEPVLR.Y (61)
glycoprotein K.RPPGFSPFR.S (15)
precursor
29 Alpha-1B- gi|114053019  5,47/71,3 MS/MS 6(2) 5(2) 14 348 R.LEGEDQFLEVAEAPEATQATFPVHR.A (139)
glycoprotein R.VLSPAGPEAQFELR.G (111)
precursor R.ALWTGALTPGR.D (50)
R.RGAEEQLVPR.A (32)
R.CEAEVPDVSFLLLR.A (16)
30 Alpha-1B- gi|114053019  5,87/70,8 MS/MS 7(4) 6(3) 20 331 R.VLSPAGPEAQFELR.G (103)
glycoprotein R.RGAEEQLVPR.A (72)
precursor R.LEGEDQFLEVAEAPEATQATFPVHR.A (69)
R.ALWTGALTPGR.D (55)
R.CEAEVPDVSFLLLR.A (29)
31 Alpha-1B- gi|114053019  5,98/70,7 MS/MS 14(7) 6(4) 22 457 R.LEGEDQFLEVAEAPEATQATFPVHR.A (147)
glycoprotein R.THAAGTPSEPSATVTIEELDPPPAPTLTVDR.
precursor E (112)
R.VLSPAGPEAQFELR.G (92)
R.ALWTGALTPGR.D (65)
R.SLLSELSDPVELR.V (37)
32 Alpha-1B- gi|114053019  5,77/70,3 MS/MS 9(3) 7(3) 24 340 R.VLSPAGPEAQFELR.G (103)
glycoprotein K.DGVGQEPVHLESPAHEHR.F (65)
precursor R.GAEEQLVPR.A (69)
R.ALWTGALTPGR.D (49)
R.SLLSELSDPVELR.V (26)
34 Fetuin-B gi|77735387  6,07/68,8 MS/MS 2(1) 2(1) 7 121 K.GSVQYLPDWDK.K (36)

precursor

K.IISVTCSFEFNSQAPTRR.G (86)
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36 Vitamin D-binding  gi|78369364  6,07/68,8 MS/MS 6(1) 5(1) 9 202 K.VLDQYIFELSR.K (85)
protein K.VPTAHLEDVLPLAEDITTILSK.C (43)
precursor R.KTQIPEVFLTK.I (37)
K.DLASLGREDFTSLSMVLYSR.K (33)
K.FAQKVPTAHLEDVLPLAEDITTILSK.C (4)
37 Vitamin D- gi|78369364  6,07/68,8 MS/MS 15(5) 7(3) 11 394 K.VLDQYIFELSR.K (89)
binding protein R.KTQIPEVFLTK.I (89)
precursor K.VPTAHLEDVLPLAEDITTILSK.C (83)
K.LCDNLSTK.N (37)
K.TQIPEVFLTK.I (36)
39 Endopin 2B gi|38683423  5,53/68,2 MS/MS 7(4) 3(3) 9 332 K.GTSVDGHSLASSNTDFAFSLYK.Q (139)
K.IFTSDADFSGITDDHK.L (115)
K.KIFTSDADFSGITDDHK.L (78)
40 Endopin 2B gi|38683423  4,85/68,0 MS/MS 5(4) 2(2) 9 194 K.IFTSDADFSGITDDHK.K (102)
K.GTSVDGHSLASSNTDFAFSLYK.Q (93)
41 Antithrombin-II| gi|77736341 4,90/67,8 MS/MS 13(6) 6(5) 18 473 K.EQLQDMGLEDLFSPEK.S (129)
precurso R.VAESTQVLELPFK.G (110)
K. ANSHFATAFYQHLADSK.N (79)
K.LGACDNTLK.Q (64)
R.EVALNTIIFMGR.V (59)
42 Antithrombin-II| gi|77736341 5,77/67,6 MS/MS 11(4) 7(3) 21 401 K.EQLQDMGLEDLFSPEK.S (136)
precursor R.VAESTQVLELPFK.G (107)
K. ANSHFATAFYQHLADSK.N (61)
R.EVALNTIIFMGR.V (43)
K.LGACDNTLK.Q (22)
43 Fibrinogen gi|426246913  5,78/67,6 MS/MS 15 (8) 5(5) 22 425 R.FGSYCPTTCGIADFLSNYQTSVDKDLR.N
gamma-B chain- (112)
like K.AIKISYNPDEPSKPSNIESATK.N (98)
K.IHLISTQSTIPYVLR.I (85)
K.ESGLYFIRPLK.A (68)
R.TSTADYASFK.V (63)
44 Fibrinogen gil42624691 5,79/67,6 MS/MS 10(6) 5(4) 11 369 K.AIKISYNPDEPSKPSNIESATK.N (81)
gamma-B chain- K.IHLISTQSTIPYVLR.I (87)
like R.FGSYCPTTCGIADFLSNYQTSVDKDLR.N (76)
R.DNCCILDER.F (71)
K.ESGLYFIRPLK.A (55)
45 Fibrinogen gi|426246913  5,80/67,6 MS/MS 12(6) 6(4) 22 421 R.FGSYCPTTCGIADFLSNYQTSVDKDLR.N
gamma-B chain- (100)
like K.IHLISTQSTIPYVLR.I (90)

K.AIKISYNPDEPSKPSNIESATK.N (82)
R.TSTADYASFK.V (65)
K.VTGENDKYR.L (40)
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46 Fibrinogen A- gi|3789962 5,81/67,6 MS/MS 2(2) 2(2) 7 139 K.GDKELLIDNEK.V (80)
alpha chain K.QFVSSSTTVNR.G (59)
47 Fibrinogen gi| 3789962 5,81/67,6 MS/MS 3(3) 2(2) 7 143 R.GDSVSQGTGLAPGSPR.K (77)
gamma-B chain- K.QFVSSSTTVNR.G (66)
like
48 Alpha-1- gi|27806941 5,62/67,0 MS/MS 8(5) 4(3) 10 305 K.VLDPNTVFALVNYISFK.G (129)
antiproteinase K.LVDTFLEDVK.N (75)
precursor K.LSISETYDLK.S (71)
K.EQPLKVSK.A (30)
49 Alpha-1- gi|27806941 4,46/66,9 MS/MS 14(5) 9(4) 20 558 K.VLDPNTVFALVNYISFK.G (129)
antiproteinase K.LSISETYDLK.S (85)
precursor K.LVDTFLEDVK.N (79)
R.LGMFDLHYCDK.L (76)
R.DFHVDEQTTVK.V (46)
50 Alpha-1- gi|27806941 4,54/66,9 MS/MS 14(4) 7(4) 18 383 K.LSISETYDLK.S (74)
antiproteinase K.VLDPNTVFALVNYISFK.G (69)
precursor R.DFHVDEQTTVK.V (66)
K.LVDTFLEDVK.N (64)
R.LGMFDLHYCDK.L (48)
51 Alpha-1- gi|27806941 4,40/66,8 MS/MS 16(5) 11(4) 20 593 K.VLDPNTVFALVNYISFK.G (118)
antiproteinase K.NLYHSEAFSINFR.D (86)
precursor K.LSISETYDLK.S (74)
K.LVDTFLEDVK.N (61)
R.DFHVDEQTTVK.V (55)
52 Alpha-1- gi|27806941 4,50/66,8 MS/MS 13(7) 9(5) 27 550 K.VLDPNTVFALVNYISFK.G (115)
antiproteinase K.LVDTFLEDVK.N (79)
precursor K.NLYHSEAFSINFR.D (69)
R.DFHVDEQTTVK.V (63)
K.LSISETYDLK.S (62)
53 Alpha-1- gi|27806941 4,58/66,8 MS/MS 5(1) 2(1) 6 97 K.LSISETYDLK.S (80)
antiproteinase K.VLDPNTVFALVNYISFK.G (17)
precursor
54 Serum albumin gi|1351907 6,13/66,7 MS/MS 17(6) 10(5) 27 517 K.LGEYGFQNALIVR.Y (80)

R.MPCTEDYLSLILNR.L (79)
K.TVMENFVAFVDK.C (71)
K.LVNELTEFAK.T (66)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (58)
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55

Serum albumin

qi[1351907

4,61/66,6

MS/MS

11(5)

11

362 K.LGEYGFQNALIVR.Y (109)
R.MPCTEDYLSLILNR.L (106)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (75)
K.LVNELTEFAK.T (33)
K. ATEEQLKTVMENFVAFVDK.C (14)

56

Serum albumin

qi[1351907

6,06/66,0

MS/MS

26 (6)

13 (6)

22

653 R.MPCTEDYLSLILNR.L (104)
R.RHPEYAVSVLLR.L (78)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (75)
K.LGEYGFQNALIVR.Y (64)
K.LVNELTEFAK.T (61)

57

Serum albumin

9i[1351907

5,70/65,7

MS/MS

27(18)

15(9)

27

971 R.MPCTEDYLSLILNR.L (117)
K.LGEYGFQNALIVR.Y (114)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (82)

K.TVMENFVAFVDK.C (75)
K.LVNELTEFAK.T (71)

58

Serum albumin

9i[1351907

5,77/64,6

MS/MS

43(23)

19(12)

31

1282 K LGEYGFQNALIVR.Y (125)
R.MPCTEDYLSLILNR.L (106)
K.VPQVSTPTLVEVSR.S (99)

K.LFTFHADICTLPDTEK.Q (89)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (86)

59

Serum albumin

gi[1351907

5,98/64,4

MS/MS

51(20)

19(11)

36

1175 K.VPQVSTPTLVEVSR.S (129)
R.MPCTEDYLSLILNR.L (126)
K.LGEYGFQNALIVR.Y (99)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (86)
K.KQTALVELLK.H (75)

60

Serum albumin

gi[1351907

6,49/63,6

MS/MS

67(25)

15(10)

32

1104 R.KVPQVSTPTLVEVSR.S (114)
R.MPCTEDYLSLILNR.L (112)
R.RHPEYAVSVLLR.L (91)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (86)
K.ATEEQLKTVMENFVAFVDK.C (82)

61

Serum albumin

0i|1351907

6,49/63,6

MS/MS

68(35)

20(10)

36

1232 R.MPCTEDYLSLILNR.L (128)
K.LGEYGFQNALIVR.Y (117)

R.HPYFYAPELLYYANK.Y (77)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (73)

K.LFTFHADICTLPDTEK.Q (78)

62

Serum albumin

9i[1351907

6,54/63,6

MS/MS

63(34)

18(11)

33

1173 R.MPCTEDYLSLILNR.L (125)
K.ATEEQLKTVMENFVAFVDK.C (101)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (88)
R.RHPEYAVSVLLR.L (87)
K.TVMENFVAFVDK.C (85)
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63

Serum albumin

qi[1351907

6,54/63,6

MS/MS

75 (53)

20 (14)

36

1383

R.MPCTEDYLSLILNR.L (132)
K.LGEYGFQNALIVR.Y (111)
K.LFTFHADICTLPDTEK.Q (108)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (91)
R.RHPYFYAPELLYYANK.Y (78)

64

Serum albumin

qi[1351907

6,48/61,8

MS/MS

57(30)

19(11)

30

1314

K.QNCDQFEKLGEYGFQNALIVR.Y (135)

R.MPCTEDYLSLILNR.L (113)

K. ATEEQLKTVMENFVAFVDK.C (105)

K.VPQVSTPTLVEVSR.S (100)
R.RHPEYAVSVLLR.L (96)

65

Serum albumin

9i[1351907

6,48/61,8

MS/MS

62(49)

15(10)

35

1146

R.MPCTEDYLSLILNR.L (116)
K.LGEYGFQNALIVR.Y (116)
K.LFTFHADICTLPDTEK.Q (113)
K.TVMENFVAFVDK.C (85)
R.RHPEYAVSVLLR.L (84)

66

Serum albumin

9i[1351907

6,60/61,8

MS/MS

87(58)

18(10)

34

1218

K.LGEYGFQNALIVR.Y (124)
R.MPCTEDYLSLILNR.L (109)
K.LFTFHADICTLPDTEK.Q (108)
R.HPYFYAPELLYYANK.Y (103)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (91)

67

Serum albumin

gi[1351907

5,18/61,0

MS/MS

53(26)

19(11)

35

1268

K.LGEYGFQNALIVR.Y (118)
R.MPCTEDYLSLILNR.L (106)
K.VPQVSTPTLVEVSR.S (102)

K.DAFLGSFLYEYSR.S (89)

K.TVMENFVAFVDK.C (85)

68

Serum albumin

gi[1351907

5,83/61,0

MS/MS

71(48)

14(11)

26

1106

R.MPCTEDYLSLILNR.L (127)
K.LGEYGFQNALIVR.Y (111)
K.LFTFHADICTLPDTEK.Q (111)
R.HPYFYAPELLYYANK.Y (105)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (87)

69

Serum albumin

0i|1351907

5,12/61,0

MS/MS

79(56)

19(13)

33

1393

K.LGEYGFQNALIVR.Y (121)
R.MPCTEDYLSLILNR.L (113)
R.HPYFYAPELLYYANK.Y (98)
K.VPQVSTPTLVEVSR.S (89)
R.KVPQVSTPTLVEVSR.S (87)

70

Serum albumin

9i[1351907

5,88/60,7

MS/MS

42(21)

20(9)

35

1169

R.MPCTEDYLSLILNR.L (138)
K.LGEYGFQNALIVR.Y (129)

K.VPQVSTPTLVEVSR.S (95)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (86)
K.TVMENFVAFVDK.C (85)
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71

Serum albumin

qi[1351907

5,97/60,7

MS/MS

71(31)

19(14)

34

1351

K.LGEYGFQNALIVR.Y (125)

R.MPCTEDYLSLILNR.L (113)

K.VPQVSTPTLVEVSR.S (93)
R.RHPEYAVSVLLR.L (92)
K.DAFLGSFLYEYS.R (86)

72

Serum albumin

qi[1351907

5,92/60,6

MS/MS

42(17)

20(8)

36

1107

(
K.LGEYGFQNALIVR.Y (125)
R.MPCTEDYLSLILNR.L (116)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (86)
K.YICDNQDTISSK.L (73)
K.ECCHGDLLECADDR.A (72)

73

Serum albumin

9i[1351907

5,75/60,4

MS/MS

29(18)

14(9)

28

969

K.LGEYGFQNALIVR.Y (129)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (87)
R.RHPEYAVSVLLR.L (84)
K.YICDNQDTISSK.L (83)
K.TVMENFVAFVDK.C (75)

74

Serum albumin

gi[1351907

5,75/60,4

MS/MS

19(11)

22

479

K.LGEYGFQNALIVR.Y (114)
R.MPCTEDYLSLILNR.L (81)
K. TVMENFVAFVDK.C (67)
K.YICDNQDTISSK.L (59)
K.QTALVELLK.H (39)

75

Serum albumin

gi[1351907

5,75/60,4

MS/MS

29(11)

15(5)

26

852

R.MPCTEDYLSLILNR.L (127)
K.LGEYGFQNALIVR.Y (110)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (89)
K.TVMENFVAFVDK.C (73)
K.LFTFHADICTLPDTEK.Q (62)

77

Serum albumin

9i[1351907

5,75/60,4

MS/MS

21(14)

11(7)

29

729

K.LGEYGFQNALIVR.Y (125)
R.MPCTEDYLSLILNR.L (116)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (97)
K.TVMENFVAFVDK.C (80)
K.LFTFHADICTLPDTEK.Q (72)

78

Serum albumin

9i[1351907

5,75/60,4

MS/MS

18(11)

10(5)

27

644

K.LGEYGFQNALIVR.Y (120)
R.MPCTEDYLSLILNR.L (113)
K.TVMENFVAFVDK.C (91)
K.LVNELTEFAK.T (70)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (68)

79

Serum albumin

9i[1351907

6,60/59,9

MS/MS

37(18)

18(7)

29

1027

R.MPCTEDYLSLILNR.L (130)

K.LGEYGFQNALIVR.Y (129)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (87)
K.LKECCDKPLLEK.S (72)
K.TVMENFVAFVDK.C (69)

oxauy
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80

Serotransferrin gi|440895298

5,33/59,8

MS/MS

11(3)

16

337

K.FDEFFSAGCAPGSPR N (87)
K.NYELLCGDNTRK (61)
R.TAGWNIPMGLLYSK.| (58)
K.ELPDPQESIQR.A (56)
R.SAGWNIPMGR.L (27)

81

Fibrinogen beta gi|357
chain

6,49/59,8

MS/MS

18

369

R.TSSSTFQYITLLK.N (97)
K.QGFGNIATNAEGK K (89)
R.TPCTVTCNIPVVSGK.E (81)
K.LLIEMEDWK.G (30)
K.VTALYEGFTVQNEANK.Y (21)

82

Fibrinogen beta gil357
chain

6,55/59,8

MS/MS

370

K LLIEMEDWK.G (18)
K.QGFGNIATNAEGK K (107)
K.TSSSTFQYITLLK K (83)
R.TPCTVTCNIPVVSGK.E (110)
K.YCGVPGEYWLGNDR.I (40)

83

Fibrinogen beta
chain precursor

gi[218931172

4,91/59,6

MS/MS

14(11)

11(9)

26

714

R.TSSSTFQYITLLK.N (91)
K.EDGGGWWYNR.C (83)
K.QGFGNIATNAEGK K (72)
R.QNQVQDNENVVNEYSSHLEK.H (72)
R.TPCTVTCNIPVVSGK.E (67)

84

Fibrinogen gama-  @i|426246913
B chain

5,83/59,5

MS/MS

12

285

R.FGSYCPTTCGIADFLSNYQTSVDKDLR.N
(100)
K.IHLISTQSTIPYVLR.I (70)
R.TSTADYASFK.V (65)
K.ESGLYFIRPLK.A (51)

85

Fibrinogen beta gi|357
chain

5,83/59,5

MS/MS

16(10)

12(8)

31

880

R.TPCTVTCNIPVVSGK.E (132)
R.TSSSTFQYITLLK.N (102)
K.QGFGNIATNAEGK K (99)

K.HQLYIDETVK.N (79)

R.YYWGGAYTWDMAK.H (76)

86

Fibrinogen beta gil357
chain

5,38/59,4

MS/MS

14 (10)

28

497

R.TSSSTFQYITLLK.N (99)
K.EDGGGWWYNR.C (86)
K.HQLYIDETVK.N (66)
R.YYWGGAYTWDMAK.H (62)
K.GGWTVIQNR.Q (47)

87

albumin gi|229552

5,88/59,1

MS/MS

10

295

LCVLHEK (38)
TVMENFVAFVDK (36)
DAFLGSFLYEYSR (69)

KVPQVSTPTLVEVSR (35)

MPCTEDYLSLILNR (116)

oxauy



‘D7 S3LNOd

0pDJIS3N 3P 0P3IDI3SSIg

88

Fibrinogen beta
chain

9i[357

5,88/59,1

MS/MS

11(6)

22

447

R.TSSSTFQYITLLK.N (93)
K.HQLYIDETVK.N (66)
K.LLIEMEDWK.G (64)

R.TPCTVTCNIPVVSGK.E (62)
K.QGFGNIATNAEGK.K (42)

89

Fibrinogen beta
chain precursor

0i|218931172

5,42/59,0

MS/MS

14(7)

10(5)

25

556

R.TSSSTFQYITLLK.N (93)
K.YCGVPGEYWLGNDR.I (83)
K.EDGGGWWYNR.C (66)
K.GGWTVIQNR.Q (50)
K.ECEEIIRN (42)

90

Fibrinogen beta
chain precursor

gi[218931172

5,96/59,0

MS/MS

27(15)

18(10)

39

1086

R.QNQVQDNENVVNEYSSHLEK.H (100)
K.QGFGNIATNAEGK K (99)
R.TSSSTFQYITLLK.N (96)
R.TPCTVTCNIPVVSGK.E (92)
K.EDGGGWWYNR.C (83)

91

Fibrinogen beta
chain

gi[357

5,6/58,6

MS/MS

11(8)

19

459

R.TSSSTFQYITLLK.N (96)
R.YYWGGAYTWDMAK.H (76)
K.EDGGGWWYNR.C (72)
K.LLIEMEDWK.G (66)
K.VTALYEGFTVQNEANK.Y (49)

92

Fibrinogen beta
chain precursor

0i|218931172

5,52/58,5

MS/MS

16(9)

12(7)

30

770

K.QGFGNIATNAEGK K (99)
K.EDGGGWWYNR.C (86)
R.TSSSTFQYITLLK.N (86)

K.LLIEMEDWK.G (58)
K.ECEEIIR.N (51)

93

Fibrinogen beta
chain precursor

0i|218931172

4,97/57,7

MS/MS

14(9)

22

527

R.TSSSTFQYITLLK.N (99)
R.KPPDADGCLHADPDLGVLCPTGCK.L (98)
R.YYWGGAYTWDMAK.H (72)
K.EDGGGWWYNR.C (68)
K.LLIEMEDWK.G (62)

94

Fibrinogen
gamma-B chain

0il426246913

5,09/57,4

MS/MS

12 (6)

21

485

R.FGSYCPTTCGIADFLSNYQTSVDKDLR.N (98)
K.IHLISTQSTIPYVLR.I (93)
K.AIKISYNPDEPSKPSNIESATK.N (78)
R.DNCCILDER.F (66)
R.TSTADYASFK.V (61)

95

Fibrinogen alpha
chain, partia

gi[440901372

5,09/57,4

MS/MS

12(7)

23

461

K.GLIDEVDQDFTSR.I (96)
R.KVIEQVQHINLLQK.N (83)
K.QLEQVIAINLLPSR.D (79)
R.MKGLIDEVDQDFTSR.I (73)
K.NVRDQLVDMK.R (39)
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96 Fibrinogen beta gi|1346006 5,09/57,4 MS/MS 16(9) 11(8) 31 768 K.QGFGNIATNAEGK.K (99)
chain K.VTALYEGFTVQNEANK.Y (98)
R.YYWGGAYTWDMAK.H (88)
K.YCGVPGEYWLGNDR!.I (80)
R.TSSSTFQYITLLK.N (77)
97 Fibrinogen beta gi|357 5,24/57,3 MS/MS 12(10) 9(8) 26 711 K.VTALYEGFTVQNEANK.Y (109)
chain R.TPCTVTCNIPVVSGK.E (106)
K.QGFGNIATNAEGK.K (104)
R.TSSSTFQYITLLK.N (96)
K.EDGGGWWYNR.C (80)
98 Fibrinogen A- gi|3789962 5,16/57,2 MS/MS 1(1) 1(1) 4 125 R.GDSVSQGTGLAPGSPR.K (125)
alpha chain
100 Fibrinogen A- gi|3789962 5,94/44 .4 MS/MS 1(1) 1(1) 4 103 R.GDSVSQGTGLAPGSPR.K (103)
alpha chain
101 Fibrinogen A- gi|3789962 5,63/43,9 MS/MS 1(1) 1(1) 6 110 R.GDSVSQGTGLAPGSPR.K (110)
alpha chain
102 Fibrinogen A- gi|3789962 5,80/43,8 MS/MS 2(1) 1(1) 4 111 R.GDSVSQGTGLAPGSPR.K (111)
alpha chain
103 Fibrinogen A- gi|3789962 5,62/43,1 MS/MS 1(1) 1(1) 4 81 R.GDSVSQGTGLAPGSPR.K (81)
alpha chain
104 Fibrinogen A- gi|3789962 5,94/42,9 MS/MS 2(1) 2(1) 6 151 R.GDSVSQGTGLAPGSPR.K (113)
alpha chain K.QFVSSSTTVNR.G (38)
105 Serum albumin gi|1351907 5,79/42,7 MS/MS 10(6) 4(3) 8 278 K.LGEYGFQNALIVR.Y (93)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (90)
K.TVMENFVAFVDK.C (59)
K.LFTFHADICTLPDTEK.Q (36)
106 Fibrinogen A- gi|3789962 6,13/42,6 MS/MS 6(3) 4(2) 12 242 R.GDSVSQGTGLAPGSPR.K (83)
alpha chain K.QFVSSSTTVNR.G (70)
R.EEGSVSSGTK.Q (47)
K.GDKELLIDNEK.V (43)
107 Fibrinogen A- gi|3789962 6,33/41,8 MS/MS 1(1) 1(1) 4 115 R.GDSVSQGTGLAPGSPR.K (115)
alpha chain
108 Serum albumin gi|1351907 6,33/41,8 MS/MS 13(11) 6(6) 27 507 K.LGEYGFQNALIVR.Y (125)
K.DAFLGSFLYEYSR.R (92)
K.LFTFHADICTLPDTEK.Q (68)
K.TVMENFVAFVDK.C (63)
R.RHPEYAVSVLLR.L (62)
109 Fibrinogen A- gi|3789962 5,46/41,0 MS/MS 1(1) 1(1) 2 60 K.GDKELLIDNEK.V (60)
alpha chain
111 Fibrinogen A- gi|3789962 5,45/38,2 MS/MS 3(1) 1(1) 4 111 R.GDSVSQGTGLAPGSPR.K (111)
alpha chain
112 Fibrinogen A- gi|3789962 5,61/38,1 MS/MS 3(1) 1(1) 4 104 R.GDSVSQGTGLAPGSPR.K (104)

alpha chain

oxauy



‘D7 S3LNOd

0pDJIS3N 3P 0P3IDI3SSIg

113 Fibrinogen A- gi|3789962 5,81/36,6 MS/MS 1(1) 1(1) 4 76 R.GDSVSQGTGLAPGSPR.K (76)
alpha chain
114 Fibrinogen A- gi|3789962 5,81/35,9 MS/MS 2(1) 1(1) 2 61 R.EEGSVSSGTK.Q (61)
alpha chain
115 Apolipoprotein A- gi|162678 5,60/35,7 MS/MS 19(11) 9(6) 39 609 K.LLDNWDTLASTLSK.V (122)
| precursor R.LEALKEGGGSLAEYHAK.A (94)
R.EQLGPVTQEFWDNLEKETASLR.Q (90)
R.DYVAQFEASALGK.Q (77)
K.VSILAAIDEASKK.L (77)
116 Apolipoprotein A- gi|245563 5,62/35,7 MS/MS 17(6) 11(4) 22 616 K.LLDNWDTLASTLSK.V (122)
| precursor R.EQLGPVTQEFWDNLEK.E (99)
K.VREQLGPVTQEFWDNLEK.E (82)
K.VSILAAIDEASK K (72)
R.QQLAPYSDDLR.Q (51)
117 Apolipoprotein A- gi | 245563 5,63/35,7 MS/MS 36 (27) 15 (12) 30 1141 K.LLDNWDTLASTLSK.V (118)
|, apoA-1 K.EGGGSLAEYHAK.A (107)
R.DYVAQFEASALGK.Q (83)
K.VSILAAIDEASK.K (74)
R.QQLAPYSDDLR.Q (72)
118 Apolipoprotein A- gi|245563 6,09/29,0 MS/MS 28(12) 14(8) 50 870 K.LLDNWDTLASTLSK.V (122)
|, apoA-1 R.EQLGPVTQEFWDNLEK:.E (99)
R.DYVAQFEASALGK.Q (77)
K.VSILAAIDEASK.K (73)
K.EGGGSLAEYHAK.A (69)
119 Apolipoprotein A- gi|162678 6,30/28,7 MS/MS 2(1) 2(1) 11 95 K.LLDNWDTLASTLSK.V (100)
| precursor R.EQLGPVTQEFWDNLEK:.E (80)
K.VSILAAIDEASK.K (70)
R.DYVAQFEASALGK.Q (62)
K.EGGGSLAEYHAK.A (58)
120 Fibrinogen alpha  @i|440901372  5,27/27,6 MS/MS 11(4) 8(3) 8 409 K.QLEQVIAINLLPSR.D (111)
chain, partial K.GLIDEVDQDFTSR.I (100)
R.KVIEQVQHINLLQK.N (63)
R.DIQYLPLIK.M (28)
K.VDLEDYK.N (28)
122 Fibrinogen alpha  @i|440901372  5,28/27,1 MS/MS 26(15) 10(7) 12 725 K.QLEQVIAINLLPSR.D (114)
chain, partial K.VIEQVQHINLLQK.N (106)
K.GLIDEVDQDFTSR.I (100)
R.KVIEQVQHINLLQK.N (75)
K.ETGWPFCSDEDWNTK.C (62)
124 Fibrinogen A- gi|3789962 5,95/22,6 MS/MS 1(1) 1(1) 2 72 K.GDKELLIDNEK.V (72)
alpha chain
125 Retinol-binding gi|132403 5,49/22,1 MS/MS 3(1) 2(1) 11 72 R.DPSGFSPEVQK.I (58)

protein 4

K.YWGVASFLQK.G (14)
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126 Ig lambda-1 gi|440901185  5,69/21,9 MS/MS 3(2) 1(1) 14 84 K.YAASSYLSLTSTDWK.S (84)
chain C regions,
partial
129 Transthyretin gi|57526651 5,965/14, MS/MS 10(4) 3(3) 25 258 R.HYTIAALLSPYSYSTTALVSSPK.E(96)
precursor 6 K.AADETWEPFASGK.T (69)
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