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“A mente que abre uma nova janela, jamais volta ao seu tamanho original. ”

Albert Einstein

Nayara Rodrigues Vieira Cavassan



Dissertacédo de Mestrado

Agradecimentos

Sinceros agradecimentos a minha orientadora Dra. Lucilene Delazari dos
Santos, pela oportunidade e confianca oferecidos a mim na execucao do referido
trabalho, pela viabilizacdo na realizacdo do mesmo e pela dedicacéo e paciéncia ao
compartilhar seus conhecimentos, além da indiscutivel amizade e compreenséo nos
momentos dificeis.

Agradec¢o a minha coorientadora Dra. Luciana Patricia Fernandes Abbade, por
toda dedicacao, prontiddo, amizade e ajuda dedicados ao projeto e a mim, muito
obrigada!

Agradeco ao Programa de Pdés-graduacdo em Doencas Tropicais, pelas
oportunidades de aperfeicoamento de conhecimento, eficiente assisténcia
académica e pelo empenho em viabilizar um bom curso de pdés-graduacdo aos
alunos.

Y

Agradeco a Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) e aos seus
funcionarios, pela eficiéncia, prontidao e agilidade no auxilio sempre que solicitado.

Agradeco ao Centro de Estudos de Venenos e Animais Peconhentos (CEVAP),
pelo suporte concedido, pelo auxilio financeiro durante a realizagdo deste trabalho,
assim como, por todas as oportunidades de crescimento e amadurecimento
profissional.

Agradeco ao Ambulatério de Ulceras Cronicas da FMB e aos seus funcionarios,
pelo acolhimento e por toda ajuda durante o periodo de coleta de dados.

Agradeco a Unidade de Pesquisa Clinica (UPECLIN), pelo suporte no
armazenamento das amostras.

Agradeco a Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX), pela
disponibilizacdo de toda sua infraestrutura e equipamentos. Em especial a Dra. Sueli
Calvi por ter acolhido este trabalho no laboratério de doencas tropicais.

Agradeco ao Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBIio), pelo suporte nas
analises de espectrometria de massas, em especial, Bianca Alves Pauletti e
Roménia Domingues pelo profissionalismo e disposicéo.

Agradeco profundamente ao Prof. Dr. Hélio Miot, por toda colaboragédo, desde
as andlises estatisticas até revisdo do texto. Suas observagbes e incentivos
contribuiram para o meu amadurecimento profissional, muito obrigada!

Nayara Rodrigues Vieira Cavassan



Dissertacédo de Mestrado

Agradeco a Francilene Capel por toda ajuda durante o preparo das amostras,
pelas intermindveis horas de bancada, mas acima de tudo agradec¢o pela motivagéo
qgue encontramos na amizade para vencer os obstaculos. Amo vocé!

Agradeco aos amigos de Bauru, Bia, Bruno, Juliana, Ronaldo, Vanessa e
Gabriel, obrigada por tantas vezes abrirem m&o da minha presenca, por me
incentivarem, e por acreditarem nos meus sonhos tanto quanto eu. Amo voceés!

Agradeco a minha familia por toda dedicacgéo, incentivo e amor. Obrigada por
acreditem em mim!

Agradeco profunda e eternamente & minha méae, Lucia, sem a qual nada disso
ocorreria. Obrigada por acreditar em mim, cultivar meus sonhos e ser a melhor
universidade e o melhor curso de pds-graduagéo que eu poderia cursar.

E por fim, agradegco em especial ao meu marido, Caio Cavassan, por todo
amor, pela imensuravel dedicacdo e por todo incentivo. Ndo existem palavras
suficientes para agradecer todos os seus esforcos. Obrigada pela caminhada, sem
vocé nada disso aconteceria!

Nayara Rodrigues Vieira Cavassan



Dissertacédo de Mestrado

SUMARIO:

ENUNCIADO DO PROBLEMA . ... e e 01
RETEIBNCIAS ...ttt 07
ARTIGO L. e ettt e e e e e e e e e e e e en s e e e e e e nnanns 11
RESUMIO ... e e 13
T 0 o 1¥ o3> Lo J PO 15
MateriaiS € MELOUOS. ... .uuiiiiieiiiitiie et e e ee e e e e nnees 16
RESUITAAOS ...ttt e e et e e e st e e e e 21
DT oa U 11 7- (o H TP PP TSP P PP PP 22
Yo = To [T od [0 01 =T o (o 1P PPPUPPURRR 30
RETEIBNCIAS ... e et e e e e e e e e e e e e e e e b e e 31
1= 1011 = T PP PRPP PP 37
TADBIA 2. 38
e U1 = N S URSPPPPPUPPN 41
Lo T | = TP PP TP 42
ARTIGO 2. ettt e e e e ettt e e e e et et e e e e ee et eeeaaaanas 43
RESUIMO ... e e e e e e e e e 45
oL o Yo [ U o= Lo PP PPPPPPPPPPP 46
RESUITAAOS ...ttt e et e e e st e e e 47
DT oa T 11 7- (o F TP PP P PP PPPPPPPRP 48
Material @ MELOUOS. .......uiiiiiieee it e e e e e e 52
F o = Lo L=Toa 14 01T o1 (0 E PP PPPPPPRPR 57
RETEIBNCIAS ...ttt e e e e e e 58

Nayara Rodrigues Vieira Cavassan



Dissertacédo de Mestrado

TADEIA L. 60
TADIA 2. et 61
LI 10 1] = T F PP PPPRPPP PP 64
Lo T 1= U TP PTPPOPTP 67
TADEIA 4. e e 68
Lo T L= TP P PP PPPRPRPPP 68

Nayara Rodrigues Vieira Cavassan



Dissertacédo de Mestrado

Ulcera venosa crénica: enunciado do problema
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Ulcera pode ser definida como qualquer les&o no tecido epitelial, mucosas
ou em determinados érgaos, podendo acarretar prejuizo de suas fungbes basicas.
As Ulceras podem atingir desde os tecidos epidérmico e dérmico ao tecido conjuntivo
adjacente, e mais raramente, o tecido muscular (SAMPAIO et al, 2000).

Define-se esse tipo de lesdo em duas categorias: agudas e cronicas. As
Ulceras agudas sdo aquelas provenientes de traumas ou processos cirlrgicos, cuja
reparacdo ocorre no periodo de até seis semanas, ndo havendo complicacdes e
resultando em uma perfeita restauracdo anatdomica e funcional do tecido
(MANDELBAUM ET AL., 2003). J4 as Ulceras crbnicas séo lesdes que nao sao
reparadas no tempo adequado por apresentarem complicacbes nas fases de
inflamacao, proliferacéo, reepitelizacdo ou remodelacéo tecidual (MANDELBAUM ET
AL., 2003; KRASNER & SIBBLAD, 2001).

As etiologias das Ulceras cutdneas sdo diversas, porém as mais
frequentes, as quais atingem cerca de 1,8% da populacdo adulta, sdo Ulceras
venosas (UVs), provenientes de complicacdes tardias da insuficiéncia venosa
cronica dos membros inferiores (CALLAM et al., 1985; GRAHAM et al., 2003;
RUCKLEY et al.,, 2002; MAFFEI et al., 1986). Este tipo de lesédo, de ocorréncia
comum e quando complicadas por infeccdo ou pela cronicidade representam um
grave problema de saude publica.

No Brasil, particularmente no municipio de Botucatu, Estado de Sao
Paulo, a prevaléncia das UVs é de 1,5%, chegando a 4% em individuos com idade
acima de 65 anos (MAFFEI et al., 1986). Esse dado tem preocupado as autoridades
de salde, haja vista que, atualmente, a populacédo 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 (IBGE), 10% da populacédo do
NOSSO pais se encontra neste grupo de risco. Além disso, estimativas deste Instituto
indicam que esse contingente atingira 32 milhées de pessoas em 2025, tornando o
Brasil o sexto colocado no mundo em numero de idosos (IBGE, 2010).

As principais complicagbes que ocorrem nos pacientes com UVs crbnicas
sdo: infeccOes de partes moles, colonizagcdo critica, dermatite de contato,
osteomielites e, mais raramente, transformacdo neoplésica (PHILLIPS et al, 1991).
Além disso, a maior consequéncia dessa enfermidade é o comprometimento da

qualidade de vida e da autoestima desses pacientes, que além de dores que
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dificultam a locomocéo, podem apresentar exsudacdo da lesdo com forte odor
(BONGIOVANNI et al., 2006), o que consequentemente, pode restringir suas
atividades da vida diaria e o lazer, levando-os a quadros de frustacdo e depressao
(SALOME et al., 2011).

Os principais métodos destinados a cicatrizacdo da Ulcera sdo o
tratamento local e a terapia compressiva. Algumas medidas devem ser tomadas
para diminuir a hipertensdo venosa cronica e sua repercussao na macro e
microcirculacdo. A terapia compressiva age na macrocirculacdo, aumentando o
retorno venoso profundo, diminuindo o refluxo patolégico durante a deambulacéo e,
aumentando o volume de ejecdo durante a ativacdo dos musculos da panturrilha
(ZIMMET et al, 1999). A compressdo do membro aumenta a presséo tissular
favorecendo a reabsorcdo do edema e melhorando a drenagem linfatica (PARTSCH,
1991). Além disso, age na microcirculacdo diminuindo a saida de liquidos e
macromoléculas dos capilares e vénulas para o intersticio, podendo estimular
também a atividade fibrinolitica (SMITH et al, 1990).

A pressdo externa que a compressdo deve realizar no tornozelo dos
pacientes com UVs € em torno de 35 a 40mmHg e gradualmente menor na regiao
abaixo do joelho. Para atingir os beneficios da compressao o paciente deve ser
estimulado a deambular. No tratamento local da ferida € importante o preparo do seu
leito. Este € um conceito clinico que se refere ao manejo para acelerar a cicatriza¢ao
endogena 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 compreensdo das
diferencas entre exsudato de feridas agudas e crénicas e pelo potencial de prejuizo
gue o fluido de tal ferida causa no leito da lesdo (DEALEY, 2008).

No entanto, até o momento, ndo existe nenhuma uma intervencéo
terapéutica comprovadamente eficaz (FONDER et al., 2008) para a cura de UVs
cronicas. Atualmente, o Ambulatério de Dermatologia da Faculdade de Medicina da
UNESP de Botucatu atende pacientes semanalmente, com severos casos de UVs,
porém, os mecanismos de cicatrizacdo das mesmas ndo sdo bem compreendidos,
principalmente no que diz respeito a alta recorréncia e cronicidade. Paralelamente,
os tratamentos terapéuticos disponiveis para UVs cronicas ndo sao efetivos, haja
vista que, os esfor¢os iniciais para se aplicar uma terapia eficaz s&o comprometidos

pela falta de informacdes a respeito do estagio cicatricial das lesbes, na chegada
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dos pacientes ao servi¢o de saude.

Relatos de pacientes e os aspectos clinicos das les6es sdo as Unicas
ferramentas para avaliar o grau de cicatrizacdo das UVs. Uma vez que, nao existe
um meétodo bioquimico progndstico/diagnostico precoce para diferenciar Ulceras de
facil e dificil cicatrizacdo, se fez a necessidade de buscar marcadores moleculares
que possam inferir o estagio de cicatrizacdo das mesmas e, assim, auxiliar a triagem

ambulatorial e as terapias existentes.

PROTEOMICA CLINICA COMO ESTRATEGIA DE INVESTIGACAO NA MEDICINA
TRANSLACIONAL NA BUSCA DE MARCADORES MOLECULARES

Diante da problematica de se obter um diagndstico/prognéstico
complementar a rotina ambulatorial vigente, para se distinguir Ulceras de facil e de
dificil cicatrizacéo, viu-se a necessidade de se identificar marcadores moleculares de
diagnoéstico/prognostico precoces para o0 desenvolvimento para ambas as
demandas. Neste contexto, a caracterizacdo de proteinas presentes nas amostras
bioldgicas tem sido aplicada com sucesso para identificar moléculas como potenciais
marcadores prognosticos e diagndésticos, a fim de monitorar o inicio, o progndstico
e/ou o progresso de uma determinada doenca (FERNANDEZ et al., 2008).

Cabe ressaltar que, a abordagem proteémica € o estudo em larga escala
das proteinas, usualmente realizado por um conjunto de tecnologias analiticas que
isolam e identificam estas proteinas presentes em amostras bioldégicas complexas
simultaneamente (ANDERSON et al., 1996; CELIS et al., 1996; WILKINS et al.,
1996; WILKINS et al., 1997). Por sua vez, essas proteinas sdo responsaveis por
controlar a maioria dos processos celulares, podendo agir como enzimas,
anticorpos, hormonios, componentes estruturais e receptores celulares (ISFOR,
2002; AEBERSOLD et al., 2003).

Muitos foram os estudos de pesquisa basica publicados até o momento
utilizando-se da protebmica para se comparar diferentes estados biolégicos em
geral, como por exemplo, identificar marcadores moleculares entre sistemas sadios
e doentes, resistentes e susceptiveis, com caracteristicas positivas e normais
(SIZOVA et al., 2007). No entanto, a protebmica vem se tornando uma ferramenta
importante em estudos de aplicacdo clinica, a qual tem sido vista como uma das

chaves para a descoberta de novas drogas e no desenvolvimento de testes
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diagnésticos mais especificos, quando se identifica marcadores moleculares para
um determinado quadro clinico (FERNANDEZ et al., 2008; SONG et al., 2014).

A Proteémica Clinica, como € chamada na medicina translacional, tem
sido uma das abordagens mais utilizadas com o objetivo de transferir o
conhecimento da pesquisa basica para o aperfeicoamento e a criacdo de novos
métodos para prevenir, diagnosticar e tratar as doencas, bem como a transferéncia
de problemas clinicos, que criam hipéteses, e que podem ser testadas e validadas
em laboratorios de pesquisa basica. A necessidade de aplicacdo clinica tem
estimulado a pesquisa de bancada, sendo que novas tecnologias, permitem novas
descobertas e vem se transformando em prognosticos efetivos, medicamentos
inéditos ou mais eficazes e/ou testes diagnoésticos mais especificos (SIZOVA et al.,
2007).

Neste contexto, avancgos tecnoldgicos vém sendo obtidos pela abordagem
protedmica em areas extremamente ativas da biomedicina nos dltimos anos. Estes
avancos deram énfase nos 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 (SANTOS et al., 2012). Desta forma, estes
estudos protedmicos tém auxiliado na obtencdo de diagndsticos clinicos mais
especificos, como por exemplo, casos de osteoartrite (FERNANDEZ et al., 2008),
cancer de mama (LI et al., 2002), cancer de prostata (SEMMES et al, 2005), cancer
de ovéario (ZHANG et al., 2004), mal de Parkinson (ZHANG et al., 2012), mal de
Alzheimer e quadros de comprometimento cognitivo (SONG et al., 2014), sindrome
de Down em plasma sanguineo maternal (KOLLA et al., 2010), os quais
evidenciaram proteinas singulares, que podem ser utilizadas como biomarcadoras
moleculares durante uma rotina ambulatorial para o prognéstico e/ou diagndstico
dessas doencas. Estudos protedmicos tem permitido o emprego de metodologias
modernas com elevada sensibilidade e resolugéo para analisar e identificar misturas
complexas de proteinas. Consequentemente, ela tem sido utilizada para a andlise
comparativa de uma variedade de fluidos organicos, incluindo o liquido das feridas
(BROADBENT et al.,, 2010; ESCALANTE et al., 2009; FERNANDEZ et al., 2008;
EDSBERG, 2009) e blister de succao (KOOL et al., 2007). Sabe-se que, o0 exsudato
das Ulceras venosas crbnicas é constituido de diversos fatores sollveis liberados no
microambiente da Ulcera, que por sua vez, podem influenciar nas fungdes celulares

locais. Desta forma, o exsudato € uma bidpsia liquida, a qual reflete a condicdo
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metabdlica da ferida, sendo, portanto, informacgdes Uteis na identificacdo dos fatores
envolvidos no reparo de tecidos (BUCHSTEIN et al., 2009; MOOR et al., 2009;
RAYMENT et al., 2008; LAUER et al., 2000).

Os exsudatos inflamatdrios de pacientes com Ulceras venosas agudas e
cronicas ja foram alvos de alguns estudos protedbmicos, ora contemplando o
desenvolvimento de métodos analiticos como remocao de proteinas majoritarias e
quantificacdo de proteinas diferentemente expressas (FERNANDEZ et al, 2008;
EMING et al, 2010; EDSBERG et al, 2012), ora detectando e diferenciando
moléculas presentes no exsudato colhido na periferia e no interior dessas feridas
(EDSBERG et al, 2012; EMING et al, 2010).

Entretanto, os estudos com exsudato inflamatério, até o momento, néo
indicam quais sdo os marcadores moleculares especificos nos diferentes tipos de
UVs crbnicas, ou seja, estes marcadores moleculares identificados até o momento
ndo diferem as Ulceras venosas cronicas pelos seus graus de dificuldade de
cicatrizacdo, sendo esta informacgéo necessaria nos servicos de saude atualmente,
visando o desenvolvimento de intervencbes terapéuticas mais robustas e

especificas.
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RESUMO

Introduc&o: Ulceras venosas cronicas atingem até 4% da populagdo mundial >65
anos, causando impacto socioeconémico, principalmente relacionado a diminuicédo
da mobilidade e autoestima. O exsudato destas lesGes, pode ser util na identificacéo
dos fatores envolvidos na reparacdo tecidual. Objetivos: Identificar proteinas
expressas no exsudato de Ulceras venosas, agrupando-as de acordo com suas
principais funcdes, e correlancionando-as com variaveis clinicas e epidemioldgicas.
Métodos: Estudo clinico do tipo transversal, descritivo e analitico envolvendo trinta e
sete Ulceras de 28 pacientes. Todos os pacientes foram submetidos a questionario
clinico-epidemioldgico auto descritivo, analise de area e a coleta de exsudato das
Ulceras. Fluidos das lesBes foram submetidos a digestdo triptica em solugédo e
sequenciados por espectrometria de massas para identificacado do perfil proteémico.
A andlise multivariada entre dados clinicos e expressao proteica do exsudato foi
explorada por escalonamento multidimensional, a partir da distancia euclidiana entre
as variaveis. Resultados: A maioria dos pacientes era do sexo feminino (62%), com
idade média de 70(x10.1) anos, relatando adesdo a compressao e ao repouso,
histérico de varizes primarias e hipertensao arterial sistémica, apresentando tecido
desvitalizado no leito da ferida e tempo de evolugdo >10 anos. Foram identificadas
74 proteinas no exsudato, agrupadas de acordo com sua principal funcdo na
cicatrizacdo. O perfil protedbmico evidenciou principalmente moléculas envolvidas em
processos imunes. Entretanto, apds correlacdo com dados clinicos se destacam
guetro interacdes: Albumina vs. tempo de evolucéo; apolipoproteina A-ll vs. idade do
paciente; complemento C4-B vs. area; e apolipoproteina A-IV vs. colonizacao.
Conclusao: O perfil proteico do exsudato de ulceras venosas foi caracterizado

proteomicamente, identificando-se maior prevaléncia de proteinas do sistema imune
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e transportadoras. Houve associacdo entre expressdo e caracteristicas clinicas
como: tempo de evolugdo; idade; area e colonizagdo, evidenciando a interacdo de

elementos clinicos e epidemiol6gicos no microambiente da ferida.

Palavras-chaves: Analise Protedbmica, exsudato inflamatério, Ulceras venosas

cronicas.
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INTRODUCAO

Ulceras cronicas caracterizam-se por lesdo da integridade da pele por mais de
seis semanas, e sao afec¢cdes comumente encontradas nos membros inferiores da
populacdo idosa. A maioria das Ulceras de perna crbnicas séo de etiologia venosa,
associadas a complicacdo tardia da insuficiéncia venosa cronica dos membros
inferiores -3). As Ulceras venosas (UVs) cronicas estdo associadas a diminuicdo da
qualidade de vida, causando impacto social e econOGmico, principalmente
relacionado a diminuicdo da mobilidade e autoestima. Dor, secrecdo, odor e
recorréncia das lesdes contribuem para o afastamento do paciente das atividades
profissionais e limitam o cumprimento das atividades cotidianas “).

Estudos de base populacional demonstraram prevaléncia de UVs ativas entre
0,12% e 1,1%, atingindo 1,8% entre Ulceras ativas e cicatrizadas, e até 4% nas
populacdes acima de 65 anos ¢-9),

A cicatrizacéo tecidual envolve uma complexa rede de sinalizagéo, que inclue:
fatores de crescimento e seus receptores, proteinas de matriz extracelular,
diferentes classes de proteases, bem como seus inibidores ©). A interacdo desses
mediadores, de forma organizada, dirige a restauracdo da pele por epitelizacdo de
estruturas dérmicas formando o tecido de granulacdo com deposicdo de matriz de
reparo. O exsudato inflamatério das UVs é uma mistura complexa e dindmica
dessas proteinas que modulam o ambiente da ferida, podendo refletir o estado
global de cicatrizacdo, indicando o estado de cura da ferida, sendo portanto, util na
identificacdo dos fatores envolvidos na reparacéo ou ndo dos tecidos (10-14),

A espectrometria de massas tem se tornado uma importante ferramenta
analitica na caracterizacdo de UVs por meio da identificacdo de proteinas no

exsudato inflamatorio. Essa caracterizacao visa ajudar na melhor compreenséo da
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cicatrizagao retardada em feridas cronicas pelo entendimento das diferentes fungdes
que as proteinas desempenham no microambiente da ferida, assim como, definir
como dados clinicos e epidemiolégicos interagem com o perfil protedmico.

Desta forma, este estudo objetivou identificar as proteinas expressas no
exsudato de UVs, agrupando-as de acordo com suas principais funcdes, e
correlancionando-as com variaveis clinicas e epidemiologicas, a fim de auxiliar o
desenvolvimento de ferramentas diagnésticas para melhorar a eficacia dos

tratamentos atuais, bem como novas intervencdes terapéuticas.

MATERIAL E METODOS
Tipo de Estudo

Estudo clinico do tipo transversal, descritivo e analitico.
Populacao do Estudo

Trinta e sete UVs foram incluidas de vinte e oito pacientes maiores de 18
anos, atendidos no ambulatério de Ulceras Cronicas da FMB — UNESP, portadores
de uma ou mais UVs ativas, confirmadas por de exame de ultrassonografia
“Doppler” vascular (DV 610B), com didmetro de dois a 15 cm lineares e com
evolucdo maior do que seis semanas. Ulceras de outra etiologia, associadas a
doenca arterial periférica ou com tecido necrético foram desconsideradas. Os
pacientes foram incluidos consecutivamente a sua ordem de chegada ao servi¢o de
atendimento.

Todos os pacientes foram submetidos a questionario clinico-epidemioldgico
com questbes relevantes a pesquisa e requeridos quanto ao conhecimento e
aprovacdo do uso do seu material biolégico para pesquisa académica pela da

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) aprovado pelo
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Conselho de Etica em Pesquisa da Instituicdo (parecer n® 501.218/2013). Nenhum
curativo ou terapia foi padronizado para este estudo, sendo o tratamento prescrito
individualmente, de acordo com a indicacdo pragmética do dermatologista

responsavel.

Andlise da Area da Ulcera

O desenho dos contornos de cada UVs foi realizado em filme plastico
transparente utilizando caneta hidrogréafica, sendo em seguida, transferido para uma
folha de papel em branco. Préximo ao desenho foi determinada uma escala de dois
centimetros para criacdo de um referencial fotografico. Posteriormente, foram
capturadas fotografias dos desenhos e referenciais de todas as UVs, que, ap0s
serem transferidas para computador puderam ser analisadas individualmente no
software Image J 1,46v 19, A &rea foi estimada a partir da relacdo (pixels/cm) de

cada UV.

Coleta e Preparo do Material

A coleta do exsudato foi realizada no local de atendimento, baseada em
protocolo elaborado por Fernandez et al. 8. Primeiramente a Ulcera foi lavada com
solucéo salina a 0,9% (m/v) de cloreto de sbédio para limpeza, sendo posteriormente
seca com gaze estéril. A lesdo foi entdo envolvida com curativo semi-oclusivo de
poliuretano transparente (Tegaderm®; 3M Health Care, St. Paul, MN, USA) e o
paciente foi mantido em repouso de 30 a 60 minutos afim de aguardar a exsudacgéao
natural do tecido. O exsudato acumulado entre o leito da UV e o curativo foi coletado
com auxilio de uma micropipeta com ponteira estéril e descartavel, sendo entédo
transferido para tubos plasticos LoBind (Eppendorf®), identificados e armazenados

em caixa refrigerada até a chegada ao laboratério, onde foram centrifugados a
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14.000 x g a 4°C durante 10 minutos para sedimentacdo dos debris celulares. O

sobrenadante coletado e estocado a -80°C até o uso.

Quantificacdo de proteinas

As proteinas presentes no exsudato foram entdo quantificadas em triplicata
pelo método de Bradford 7 (BioRad®; Protein Assay, cod. 500-0001), tendo
albumina bovina (BSA), como proteina padrdo. ApOs esse procedimento as
amostras foram transferidas para novos tubos plasticos LoBind (Eppendorf®) e
diluidas em NaCl a 0,9% (m/v) para serem padronizadas quanto a sua

concentracéo, estabelecendo-se a relagéo 50ug/40uL para cada amostra.

Digestao proteica em solucéo

As amostras foram digeridas em solucdo iniciando-se pelas etapas de
reducdo e alquilacédo, utilizando ditiotreitol (DTT) 10 mM e iodoacetamida (IAA) 45
mM, respectivamente, ambos solubilizados em solugéo de bicarbonato de aménio 50
mM. Em seguida, as amostras foram submetidas a digestédo proteolitica na presenca
da enzima tripsina na concentracao 1:50 (enzima:substrato), solubilizada em tampéao
bicarbonato de amoénio 50 mM, pH 7.8. A hidrélise ocorreu por 18 horas, sendo
interrompida com a adicdo de &cido férmico 1% (v/v) em relacdo ao volume da
amostra. Estas foram entdo dessalinizadas utilizando-se cartuchos Sep-Pak Vac
C18 (Waters). As amostras digeridas e dessalinizadas foram reduzidas em
SpeedVac™ (Thermo Scientific) e mantidas a 4°C até o momento da analise por

espectrometria de massas.
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Sequenciamento Peptidico por Espectrometria de Massas

As analises de espectrometria de massas foram realizadas no Laboratério
Nacional de Biociéncias (LNBio), localizado no Centro Nacional de Pesquisa em
Energia e Materiais (CNPEM) em Campinas-SP. As amostras foram solubilizadas
em 60 uL de solugéo &cido de formico 0,1 % (v/v) e em seguida, uma aliquota de 15
ML 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, EUA) acoplado a um equipamento de espectrometria de massas Q-Tof
PREMIER (MicroMass/Waters-Milford, EUA) para analises em triplicata. O gradiente
linear utilizado foi de 2 a 90% (v/v) de acetonitrila em &cido formico 0,1% (v/v)
durante 60 minutos e fluxo de 600 nL/min. O instrumento foi operado em modo de
ionizagao positiva e a aquisicdo continua dos dados foram obtidas no intervalo de

massas moleculares entre 100 a 2.000 Da.

Andlise dos dados para a identificacdo de proteinas

A identificacdo das proteinas a partir dos dados de espectrometria de
massas (LC MS-MS), foi realizada por meio da ferramenta de bioinformética Mascot
Distiller v.2.3.2.0 (Matrix Science, Boston - USA), utilizando bancos de dados
publicos (NCBI, taxonomia Homo sapiens, 33.695.097 sequéncias, disponivel em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/?term=homo%?20sapiens). Foi utilizada tripsina
como enzima proteolitica, carbamidometilacdo como modificagdo fixa (massa
monoisotopica 57,0215Da), oxidacdo da metionina como modificacdo variavel
(massa monoisotopica 15,9949) e 0,1 Da de erro de tolerancia para os dados de MS

e MS/MS.
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Cabe ressaltar que os dados de MS/MS foram considerados validos segundo
o algoritmo estatistico da ferramenta MASCOT, com valores de identificacdo Mascot
Scores superiores a 42 e pelo menos uma das sequéncias peptidicas identificadas
com valores de lon Score maiores que 30. A contagem de espectros para toda as
proteinas identificadas foi realizada pela ferramenta Scaffold Q+, sendo que, a taxa
de FDR (False Discovery Rate) foi de 1% para proteinas e de 0,1% para peptideos,
com confiabilidade de 95%. A quantificacdo de proteinas labell free foi realizada
exigindo-se que, pelo menos, dois peptideos estejam em comum nas amostras, e
considerou-se a média da contagem de ions das trés analises de cada proteina
como variaveis de estudo. Apds identificacdo as proteinas foram agrupadas de
acordo com as funcbes mais importantes desempenhadas pelas mesmas e
posteriormente as principais proteinas em cada grupo envolvidas no processo de
cicatrizagdo foram caracterizadas. As interagOes proteicas foram ainda exploradas
quanto as suas fun¢des moleculares, processos biolégicos e componentes celulares,

pela ferramenta STRING 10.

Andlise Estatistica

A correlagdo multivariada entre os dados clinicos e a expressdo das
diferentes proteinas do exsudato das UVs foi explorada pelo método do
escalonamento multidimensional (PROXCAL), a partir da distéancia euclidiana entre
as variaveis, afim de se estabelecer proximidade no espaco multidimensional de
cada proteina com as variaveis clinico-epidemiolégicas, como estimativas de
correlagcdo. Todas as variaveis foram escalonadas (0 a 1) e os dados analisados no

IBM SPSS 22(18),
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RESULTADOS

ApGs triagem de 42 individuos com diagndéstico de UVs, um total de 37 UVs
de 28 pacientes com idade média de 70 (x10.1) anos foram incluidas ao estudo. A
mediana das areas das lesbes observadas foi de 16,85 cm2 (Q1 10,64 e Q3 30,40),
a maioria delas estavam presentes em individuos do sexo feminino (62%), com raca
declarada branca, com tempo de evolugcdo maior a 10 anos, apresentando tecido
desvitalizado no leito da ferida. Além disso, grande parte dos pacientes relatou
adesdo a compressdo e ao repouso, historico de varizes primarias e hipertensao
arterial sistémica (HAS) (Tabela 1).

Setenta e quatro proteinas totais foram identificadas e posteriormente foram
agrupadas de acordo com a principal funcdo desempenhada pelas mesmas no
processo de cicatrizacdo e resposta local da lesdo em seis categorias:
transportadoras, imunomoduladoras, proteinas de matriz, inibidores de protease,
componentes genéticos e atividade antimicrobiana (Tabela 2). Informacdes
adicionais sobre os dados de identificacdo proteica se encontram na secao de
Materiais Suplementares deste periodico.

Das proteinas identificadas, vinte e seis se relacionaram a processos imunes,
sendo a categoria de proteinas imunomoduladoras a mais abundante nestas
amostras biolégicas, seguidas por 19 proteinas da matriz extracelular, 15 proteinas
de transporte, 5 proteinas que atuam com atividade antimicrobiana, 5 proteinas que
atuam como inibidores de proteases e 4 proteinas de componente genético.
Posteriormente, as interagcbes conhecidas e previsiveis entre as proteinas foram
exploradas para funcdes moleculares, processos biologicos e componentes
celulares (Figura 1).

O exsudato inflamatério das UVs foi obtido de lesdes em diferentes etapas de
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cicatrizagdo, sendo assim, as proteinas das amostras refletem um perfil global dos
pacientes atendidos no servigo ambulatorial.

Apés a caracterizacdo do exsudato das UVs estudadas, os dados clinicos e
protedmicos foram explorados a partir do escalonamento multidimensional. As
proteinas que apresentavam menor distanciamento com as variaveis clinico-
epidemioldgicas foram: tempo de evolucdo vs. albumina; idade vs. Apolipoproteina

A-ll; area vs. Complemento C4-B e colonizagéo vs. Apolipoproteina A-1V (Figura 2).

DISCUSSAO

Nesta investigacdo, verificou-se uma populacdo de individuos
predominantemente composta por pacientes do sexo feminino, idosos, aderentes a
compressao e ao repouso, portadores de historico de varizes primarias e HAS, como
ja observado em outros estudos com lesdes cronicas. Além disso, foi possivel
observar nas UVs uma predominancia de lesbes ativas a mais de 10 anos e com
tecido do leito desvitalizado, fatores relacionados a alta cronicidade deste tipo de
ferida (19-28),

A abordagem proteG6mica tem sido amplamente utilizada como uma
ferramenta na avaliacdo de UVs no que se refere a etapa de cicatrizagdo por meio
da expresséao diferencial das proteinas presentes em seus exsudatos inflamatorios e
envolvidas no processo de reparo. H4A um forte consenso entre os pesquisadores
sobre as proteinas expressas no fluido de feridas, atuarem como importantes
moduladores no ambiente da les&o. Por sua vez, estas proteinas podem refletir o
estagio e a condicdo de cicatrizacdo das UVs e, auxiliar na compreensao do
processo cicatricial (1629, 30),

Um dos trabalhos pioneiros utilizando abordagem protedmica de exsudatos
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de UVs foi realizado por Fernandez e colaboradores 16), os quais identificaram 16
proteinas por LC-ESI-MS/MS, classificando estas moléculas como responsaveis por
atuar nas fases de coagulacdo, aguda e fibrinolitica da cicatrizacdo, além do
transporte de substancias 9. J4 Edsberg et al. 3V analisaram os exsudatos de 46
Ulceras de pressdo com no minimo 4 semanas de evolugdo, utilizando LC-ESI-
MS/MS com auxilio de marcacgdes por isotopos (iTRAQ, Applied Biosystems, Foster
City, CA), encontrando 381 proteinas totais.

Estudos comparativos entre Ulceras agudas provenientes de processos
cirtrgicos e UVs cronicas foram realizados por Eming et al. ®2 por meio da mesma
estratégia shotgun, e analises em LC-ESI-MS/MS, tendo 149 proteinas identificadas
no total. A diferenca de expresséao entre Ulceras agudas e cronicas ja foi descrita por
outros autores, ressaltando uma maior concentracao de proteinas pro inflamatérias e
disfuncbes em proteinas da matriz extracelular em lesdes com dificuldade de
cicatrizagdo (32-34),

Tendo em vista a utilizacdo de amostras biolégicas similares, a diferenca
entre o numero de proteinas encontradas nos estudos em relagdo a este trabalho
pode ser explicada pelo tempo de evolucdo das lesbes e pelas técnicas de
investigacdo protedmica adotadas em cada abordagem, bem como as distintas
sensibilidades e resolu¢cbées dos equipamentos utilizado em cada analise. Porém,
comparativamente, o numero de proteinas em estudos com UVs tenha variado, o
perfil das fungbes que as mesmas desempenham no microambiente da leséo
apresentou-se constante, principalmente, devido a presenca de proteinas com agao
imunomoduladora, de matriz extracelular, e de transporte 1-35),

A maioria das proteinas identificadas neste trabalho apresentam funcdes

imunomoduladoras. Acredita-se que, estas proteinas estejam envolvidas em
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processos de ativacdo do sistema complemento, marcacdo de antigenos, ativagédo
ou inibicdo de apoptose e lise celular, inducdo da resposta inflamatéria e
participando de varios processos do sistema imune inato e especifico 239, Das 35
proteinas imunomoduladoras identificadas neste estudo, complemento C3 foi a mais
abundante. A molécula quimiotdtica C3 é a principal moduladora da resposta
inflamatdéria que ocorre no dano tecidual, atuando na ativacdo do sistema
complemento. Este processo se d& pela hidrolise da mesma liberando os fragmentos
C3a e C3b. Por sua vez, estes fragmentos sdo depositados nas membranas de
células danificadas, os quais sdo reconhecidas pelo sistema complemento ativado,
levando a uma cascata de eventos responsaveis por induzir a inflamacdo e
posteriormente, a fagocitose ou outros mecanismos para eliminacdo das células
lesadas. Disfungcbes na cicatrizacdo podem ocorrer quando hd uma perda na
tolerancia do sistema complemento aos fragmentos de C3, induzindo assim,
mecanismos autoimunes, a cronicidade e dano tecidual (36 37),

As proteinas de matrizes sdo moléculas estruturais que podem mediar a
motilidade, orientacédo e adesao celular, contribuindo para a reparagcéo de feridas e
estabilizacdo de lesdes. O fibrinogénio € uma das proteinas importantes da matriz
extracelular em tecidos lesionados, atuando na fase precoce do tecido de
granulacdo e desempenhando um papel importante na coagulacao e na cicatrizagao
de feridas. As feridas cronicas parecem apresentar concentracdes relativamente
maiores de proteinas de matrizes quando comparadas as agudas, levando entéo, ao
entendimento que este tipo de lesdo pode estar estagnada nas fases precoces da
reconstituicdo tissular em decorréncia do processo inflamatorio induzido e
perpetuado por alteragdes subjacentes do microambiente 32:38),

Proteinas de transporte sdo responsaveis pelo carreamento sistémico de
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muitos gases e ions, auxiliando no controle da homeostasia e osmolaridade dos
tecidos. A albumina é uma proteina transportadora de zinco abundante nos fluidos
humanos, principalmente, no exsudato de Ulceras em geral. Por sua vez, o zinco
atua no crescimento tissular e cicatrizacdo, bem como em fungdes imunes e na
sintese de colageno. Os niveis de zinco no microambiente e alguns fatores de
reconstrucdo do tecido podem diminuir pelo excesso de exsudagao de algumas
feridas, e, consequentemente, impedir que uma Ulcera se cicatrize. Sendo assim, &
comum feridas cronicas em franco progresso de cicatrizagéo apresentarem elevados
niveis de albumina @941,

As Ulceras de perna ndo constituem um ambiente estéril. Elas estdo muitas
vezes associadas a presenca de microrganismos como bactérias e fungos, os quais
podem afetar a cicatrizagdo por meio da producédo de toxinas e de biofilme, criando
uma barreira quimica e fisica contra o sistema imune do hospedeiro e a entrada de
demais substancias “243). Neste contexto, algumas proteinas parecem desempenhar
atividade antimicrobiana contra uma variedade de microorganismos. Neutrophil
defensin 1 é uma proteina da familia das defensinas estocada nos granulos
azurofilicos dos neutrdfilos, a qual tem como funcdo aumentar a permeabilidade das
células bacterianas. Todavia, esses fatores antimicrobianos nédo sao especificos aos
patégenos, e caso haja uma estimulacdo continua e desregulada de neutréfilos no
sitio da lesdo, uma auto degradacdo dos fatores de crescimento tissular pode
ocorrer dificultando a regeneracgéo “4.

Cinco proteinas constitutivas do DNA e que atuam na regulacdo de funcbes
cromossOmicas durante a mitose foram encontradas nas UVs crOnicas neste
trabalho. A proteina Histona H2A tipo 2-C se mostrou mais abundante entre as

moléculas que compreendiam o grupo de componentes genéticos. Desta forma, sua
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expressao pode estar relacionada a proliferacao celular e, consequentemente, na
cicatrizacdo das feridas, bloqueando ou estimulando a sintese de proteinas
importantes do processo de cicatrizagdo (“5 46),

Niveis elevados de proteases sdo comuns em processos inflamatérios
persistentes, como os encontrados em UVs crdnicas, caracterizando assim, um
quadro de protedlise descontrolada. Inibidores de proteases podem proteger o
microambiente da Ulcera em um processo infamatério desordenado ©2. A molécula
alpha-2-macroglobulina identificada neste trabalho como um dos inibidores mais
abundantes atua impedindo a acdo de componentes relacionados ao processo
inflamatoério e, consequentemente, permitindo que o processo de cicatrizacdo seja
restaurado na leséo.

Uma vez caracterizado o perfil protedbmico das UVs e categorizadas as 74
proteinas identificadas no fluido destas leses, explorou-se de forma multivariada as
variaveis clinicas e epidemioloégicas com o perfil proteébmico, a fim de avaliar a
existéncia de interacBes. Neste contexto, verificou-se que quatro variaveis clinicas e
epidemiologicas apresentaram correlagdo com quatro proteinas identificadas:
albumina com o tempo de evolucao da Ulcera; apolipoproteina A-Il com a idade do
paciente; Complemento C4-B a area enquanto que Apolipoproteina A-IV com a
colonizagao da Ulcera.

As UVs de pernas tém sido conhecidamente descritas como lesées com
maior proporcgdo entre a populacdo idosa, com idade média variando dos 60 aos 75
anos (1922 Pessoas nessa faixa etaria estdo mais susceptiveis a desidratacdo e
deficiéncia nutricional, que contribui para a reducao nos niveis séricos de albumina e
zinco, porém, alguns estudos tém relatado diminui¢des substanciais destes niveis a

partir dos 40 anos de idade, culminando em quadros de déficit no carreamento e
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diminuicdo de zinco sistémico “7-49). Desta forma, os autores do presente trabalho
corroboram a relagdo entre a presenca da proteina albumina e o tempo de evolugéo
da les@o na populacao idosa, uma vez que, um quadro de deficiéncia do zinco sérico
pode interferir na sintese de coldgeno no microambiente da ferida, aumentando o
tempo de evolucéo das lesdes.

Outra interagdo encontrada no presente trabalho foi idade e apolipoproteina
(APO) All. As APOs dos tipos Al e All (APOAI e APOAII) formam o composto HDL
(High density lipoprotein), ao se ligarem aos lipidios. As funcbes especificas da
APOAII ndo sédo bem conhecidas, contudo, acredita-se que a mesma quando livre
da ligagdo com HDL, se une as particulas livres de compostos VLDL (Very Low
Density Lipoprotein), tidos como “colesterdis ruins”, realizando assim, seu transporte
reverso e, consequentemente, desempenha uma funcdo protetora contra
aterosclerose 9. Xavier et al. ®) demostraram que ha um aumento de casos de
aterosclerose a medida que ocorre um envelhecimento da populagdo. Entdo sugere-
se que, o aumento de aterosclerose na populacdo idosa pode estar relacionado a
diminuicdo nos niveis de APOs ao carrear os compostos VLDL plasméticos e induzir
assim, uma maior deposicdo dos mesmos nas paredes das veias e artérias. A
aterosclerose esta relacionada também ao desenvolvimento da trombose venosa
profunda (TVP), fator crucial para o aumento do risco de aparecimentos das UVs
cronicas 2,

As APOs do grupo AIV (APOALIV), assim como as demais do grupo A,
também tem funcdes relacionadas a mobilizagdo do colesterol e a inflamag&o por
comporem o HDL ®3. Sua correlagdo foi associada a colonizacdo das UVs neste
estudo. Infeccbes bacterianas sdo a principal causa das sepsemias e pela da

ativacdo de altos niveis de citocinas pro inflamatérios resultam em dano celular.
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Baixos niveis de APOA séricos foram descritos como indicativos de mau progndstico
na sepse, por formarem poucos complexos do HDL. Conhecido por neutralizar os
produtos liberados pelas células gram-positivas (acido lipotecdico) e gram-negativas
(lipopolissacarideo) bacterianas, o HDL participa da neutralizacdo de processos
inflamatdrios mediados por macréfagos ¢4, sendo assim a presenca de APOAIV nas
UVs poderia ser uma tentativa do organismo em bloquear a colonizacdo bacterina
no leito da ferida.

A proteina complemento C4 e a é&rea da lesdo também apresentaram
proximidade neste estudo. Esta relacdo pode ser explicada pelo importante papel
desta proteina na ativacdo do sistema complemento. A resposta imune que
acontece no microambiente das UVs €, assim como por células C3, também
mediada por proteinas C4 que induzem uma série de reacdes enziméaticas, podendo
culminar em uma resposta inflamatoria normal ou em inflamacdo tissular
insatisfatéria e incontrolada ©%. Uma boa resposta inflamatéria resulta na
cicatrizacdo da lesdo e consequentemente, a diminui¢cdo de sua area, enquanto que
em um processo crbnico, a progressao das fases precoces da cicatrizacdo é
impedida, interferindo negativamente na reducéo da area da ferida.

Ha um ndmero limitado de estudos com caracterizacdo de proteinas
presentes nos exsudatos exclusivamente de UVs cronicas, existindo uma lacuna de
trabalhos cientificos na literatura onde se avalia a associacdo do perfil proteico do
exsudato inflamatério de UVs com as variaveis clinicas epidemiolégicas dos
pacientes portadores destas lesdes. Esse tipo de correlacdo pode auxiliar em um
melhor entendimento de como as proteinas presentes no microambiente de uma
lesdo atuam diretamente no progndéstico das mesmas, auxiliando o entendimento de

como o sinergismo entre essas moléculas induz a quadros de alta cronicidade.
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Portanto podemos concluir que o perfil proteico do exsudato de UVs
apresentou uma maior prevaléncia de proteinas do sistema imune e transportadoras.
Houve associacdo da expressdo com caracteristicas clinicas como: tempo de
evolucao; idade do paciente; area e colonizacdo, denotando que a alta cronicidade
destas lesdes esté relacionada ao aumento dessas moléculas no microambiente da
ferida, capazes de induzir uma atividade inflamatéria recorrente e desregulada,
impedindo a cicatrizag&o tecidual.

Como limitagcbes, os diferentes periodos de evolucéo cicatricial das UVs na
admissao ao estudo ou os diferentes tratamentos ambulatoriais administrados
podem influenciar o padrdo de expressao proteébmica local, porém, este € um estudo
clinico pragmaético e preliminar, que visa refletir o real quadro dos pacientes tratados
em servigos publicos de saude, para compreender os fatores clinicos e proteémicos
envolvidos na cicatrizacdo de UVs, independentemente de sua heterogeneidade.

Da mesma forma a propor¢cédo de UV para o nimero de variaveis estudadas
desfavorece o desempenho de técnicas investigativas multivariadas por inflacionar o
erro amostral, o que ¢é bastante recorrente em estudos de protedbmica e
metabolémica. Finalmente, a investigacdo em um Unico centro, de pacientes em
servico de referéncia publico reduzem a generalizacdo dos resultados, entretanto,
fortalece a homogeneidade da amostra e sua validade interna.

Além disso nao foi realizado nenhum tipo de analise microbiana. Tendo em
vista que o microambiente da leséo ndo reflete um ambiente estéril, para diminuir
quaisquer limitagcbes cicatriciais decorrentes de complicacbes da colonizagdo por

microrganismos, ulceras infectadas foram desconsideradas neste estudo.
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Tabela 1: Variaveis clinicas e epidemiolégicas dos pacientes e Ulceras estudados.

Pacientes Média DP @
Idade 70.1 10.1
Ulceras Frequéncia Percentual
N 37 100
Sexo
Feminino 23 62.2
Etnia
Pardo ou Negro 6 16.2
Branco 31 83.8
Tempo de Evolucéo
1-5 anos 10 27.0
5-10 anos 3 8.1
Mais de 10 anos 24 64.9
Tecido Desvitalizado 20 54.1
Colonizagéo Bacteriana 4 10.8
Varizes
Primarias 30 81.1
Pés-trombdticas 10 27.0
Adeséo
Compressao 27 73.0
Repouso 27 73.0
Comorbidades
Hipertensao Arterial 20 54.1
Sistémica
Diabetes Mellitus 8 21.6
Insuficiéncia Cardiaca 4 10.8
Congestiva

a — Desvio padrao
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Tabela 2: Identificacdo e categorizacdo do perfil protedbmico do exsudato inflamatorio das
Ulceras venosas.

| wemncagao | 0gode | MM |Comtagemae | Desvo | Z0ob | rungao
Pl Albumin 0i|113576 69 313,64 31,76 10.608 Transportadora
p2 Serotransferrin 0i|313104271 77 40,91 6,61 4.157 Transportadora
p3 Complement C3 0i|119370332 187 20,41 6,19 2.127 Imunomoduladora
p4 Ig gamma-1 chain 0i|121039 36 31,21 7,83 935 Imunomoduladora
pS Beta-globin gi|56749856 16 14,60 10,26 1.335 Transportadora
P5.2 Delta-globin gi|122713 16 5,36 4,46 14 Transportadora
P Alpha-2-M 9i[308153640 163 20,34 7,32 2.402 | ynibidor de protease
p7 Alpha-globin gi|57013850 15 8,13 6,35 719 Transportadora
P8 Ig y-4 chain C 0i|121047 36 21,73 5,35 380 Imunomoduladora
P9 Ig lambda-2 chain C 0i|298351714 11 26,28 7,74 596 Imunomoduladora
p9.3 Ig lambda-7 chain C 0i|294956599 11 4,20 3,33 64 Imunomoduladora
p10 Haptoglobin J30QLCY9 451 22,96 10,60 1836 Imunomoduladora
p10.1 Haptoglobin J3QLCY 451 19,44 9,46 1285 Imunomoduladora
p10.2 Haptoglobin-related gi|262527547 39 6,08 3,44 275 Imunomoduladora
pil Apolipoprotein A-l gi|113992 31 15,97 4,11 108 Transportadora
p1l.2 Apolipoprotein A-I F8W696 30 6,00 6,77 10 Transportadora
p12 Ceruloplasmin 0i|116117 122 5,77 3,09 110 Transportadora
p12.2 Ceruloplasmin E9PFZ2 115 3,23 2,73 1 Transportadora
p13 Ig alpha-1 chain C gi|113584 38 16,55 6,66 1.383 Imunomoduladora
p13.2 Ig alpha-2 chain C 0i[218512088 37 10,15 4,33 6 Imunomoduladora
pl4 Ig gamma-3 chain C 0i|193806361 41 19,04 4,44 355 Imunomoduladora
P15 Ig kappa chain C 0i|125145 12 23,27 5,14 74 Imunomoduladora
p16 Alpha-1-acid glycoprotein gi|112877 24 5,68 2,49 483 Transportadora
P17 Complement C4-B gi|476007828 193 3,38 3,50 408 Imunomoduladora
p18 Vitamin D-Binding Protein gi|139641 53 8,10 2,52 593 Imunomoduladora
p19 Ig gamma-2 chain C gi|218512079 36 15,32 5,09 377 Imunomoduladora
p20 Alpha-2-Z-globulin gi|112910 39 3,18 1,85 296 Imunomoduladora
p21 Haemopexin gi|1708182 52 8,74 3,22 822 Transportadora
p22 Apoliprotein A-li gi|114000 11 7,91 2,19 745 Transportadora
p23 Alpha-1B-glycoprotein 0i|317373553 54 2,70 1,59 307 Imunomoduladora
p24 Fibrinogen beta chain gi|399492 56 1,87 2,99 275 Proteina de matriz
P25 Actin, cytoplasmic 1 gil46397333 42 4,07 3,60 456 Proteina de matriz
p25.2 Alpha-cardiac actin gi|54036697 42 1,27 1,92 49 Proteina de matriz
i Neutrophil defensin 1 gil30316322 10 3,08 1.80 345 ané?r::\i/é?ggiima
p27 Apoliprotein B-100 9i|300669605 516 86 1,05 137 Transportadora
P28 Myeloperoxidase 0i]129825 84 32 82 40 ané?r::\i/é?ggiZna
p29 Fibrinogen gamma chain 0i|20178280 52 151 2,11 228 Proteina de matriz
p30 Complement factor B 0i|584908 86 1,45 76 173 Imunomoduladora
p3l Vitronectin 0i]139653 54 1,22 1,14 112 Proteina de Matriz
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Psz Histone H2A type 2-C gi|47117890 14 32 1,49 49 C(;rzﬁgtr;sgte
psz.2 Histone H2A type 1-J 0i|12585257 14 30 1,42 2 C%rgﬁgtr;sgte
p33 Alpha-1-antitrypsin gi|1703025 47 12,73 5,10 1451 Inibidor de protease
PS4 Lactotransferrin 0i|85700158 78 52 1,93 54 ant/i\r::\i/cl(::t()jiina
p35 Alpha-1-acid glycoprotein gi[231458 24 2,78 1,67 214 Transportadora
p36 Beta-2-glycoprotein 1 gi|543826 38 67 85 94 Proteina de matriz
p37 Fibrinogen alpha chain 0i|1706799 95 1,87 1,70 212 Proteina de matriz
P38 Ig heavy chain V-1l TUR 0i|123858 12 78 88 106 Imunomoduladora
s Histone H2B type 1-D gil21542074 14 53 122 65 Cogrgﬁgtrifgte
p40 Apoliprotein A-IV 0i|93163358 45 51 95 54 Transportadora
Pt Plasm%ﬁ;’&t;{;\se c 0i|124096 55 30 41 51 Imunomoduladora
P42 Ig kappa chain V-III 0i|125797 12 70 71 92 Imunomoduladora
P43 Cytokeratin-6A 0i|1346344 60 07 19 25 Proteina de matriz
pa4 Ig heavy chain V-1l BRO gi|123845 13 1,10 1,12 15 Imunomoduladora
Po Titin gil384872704 | 3816 06 20 i C%rgﬁgtri]sgte
p46 Keratin | cytoskeletal 16 gi|]23503075 51 07 28 9 Imunomoduladora
pd6.2 Keratin | cytoskeletal 14 gi|229463044 52 01 06 2 Proteina de matriz
pa7 Ilg mu chain C region 0i|193806374 49 2,88 3,14 361 Imunomoduladora
p48 Histidine-rich glycoprotein gi|123523 60 77 79 95 Imunomoduladora
P49 Isoform Kininogen-1 P01042-2 719 67 70 117 | nibidor de protease
oo Angiotensinogen 0i|113880 53 50 72 53 ané?rtrll\i/é(rjc?lgjizna
pol Alpha-1 type | collagen gi|296439504 139 26 o2 50 Proteina de matriz
P52 | Alpha-1-antichymotrypsin 0i|112874 48 33 78 41 Inibidor de protease
pS3 Neutrophil elastase gi|119292 29 19 38 44 Imunomoduladora
PS4 Fibronectin 0i|300669710 263 21 A7 33 Proteina de matriz
PSS Stratifin 0i|398953 28 08 43 28 Proteina de matriz
p56 Glyceraldehyde-3- _ 34 78 30 , .
phosphate dehydrogenase gi|120649 36 ’ ' Proteina de matriz
ps7 Plastin-2 0i|308153685 70 22 41 27 Imunomoduladora
PS8 Alpha-enolase 0i|119339 a7 17 42 30 Proteina de matriz
pS9 Antithrombin-11 gi|113936 53 16 36 20 Proteina de matriz
P60 Lumican 0i[20141464 38 A1 58 17 Proteina de matriz
pel Serum amyloid A-1 protein | gi|395406826 14 19 1,06 15 Imunomoduladora
p62 Inter-alpha-trypsin inhibitor 11 29 15 o
heavy P19827-3 101 ’ ' Inibidor de protease
P63 Cytokeratin-1 gi|238054406 66 15 38 19 Proteina de matriz
poa Lipocalin-2 gi|1171700 23 15 55 15 Transportadora
p65 Inter—alpha—tryps_in inhibitor _ 08 35 13
heavy chain H4 0i]229463048 103 ’ ' Imunomoduladora
p66 Inter—alpha—tryps_,in inhibitor _ 07 29 13
heavy chain H2 0i|229462889 106 ’ ' Trans_p_ortadora
Por Lysozyme C 0i|48428995 17 08 28 16 ané?r::\i/é?ggi(;na
P68 | Zinc-alpha-2-glycoprotein | gij292495049 34 08 24 14 Imunomoduladora
P69 Clipin-A gi|1706004 51 10 36 8 Proteina de matriz
p70 Apolipoprotein E 0i]114039 36 05 23 11 Transportadora
Pt Histone H4 gil51317339 11 02 A1 11 szﬁggsgte
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p72

Ig kappa chain V-IIl VG 0i|125811 13 07 33 10 Imunomoduladora
73 . . . .
P Cytokeratin-10 0i|269849769 59 .02 12 5 Proteina de matriz
74
P Gelsolin 0i|121116 86 07 39 6 Proteina de matriz

A - Massa molecular; b —Contagem de espectros obtidos nas andlises em triplicadas; c- Desvio padrdo em relacao

a contagem de espectros; d- Somatoria dos peptideos Unicos identificados por proteina.
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Figura 1: Classificagdo das proteinas segundo Gene ontology de acordo com seus envolvimentos em

(A) processos bioldgicos, (B) fungcdo molecular e (C) componentes celulares cellular.
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RESUMO

A identificacdo de potenciais biomarcadores presentes no exsudato inflamatorio das
Ulceras venosas cronicas (UVs) pode facilitar a compreensdo da dinamica global de
cicatrizacdo das mesmas, além de auxiliar no entendimento dos processos de cura
ou falha terapéutica na cicatrizacdo de feridas cronicas. Desta forma, o presente
trabalho visa identificar as proteinas diferencialmente expressas no exsudato
inflamatorio de UVs crbnicas, correlancionando-as a reducdo da lesdo, a fim de
caracterizar Ulceras que cicatrizam daquelas que apresentam dificuldades no
processo de cicatrizacdo. Foram incluidas ao estudo 37 UVs crbnicas ao estudo e,
apos 90 dias, foi possivel observar que 25 (67.6%) lesdes apresentaram reducéo de
area, com uma média de cicatrizacdo de 1,68 (x11.76) cm?. Andlises de
espectrometria de massas do tipo shotgun do fluido inflamatério das UVs foram
realizadas, sendo identificadas 5 proteinas relacionadas a cicatrizacdo. Das cinco
proteinas relacionadas a cicatrizacéo, Ig lambda VII chain C region e Apolipoproteina
A-ll foram consideradas como potenciais biomarcadoras por apresentarem
expressado diferenciada em Ulceras de dificil cicatrizacdo e estarem presentes em
mais de 80% das amostras. Desta forma, pode-se concluir que as proteinas Ig
lambda VII chain C region e Apolipoproteina A-Il expressas no exsudato das UVs
cronicas neste estudo, sdo potenciais biomarcadoras de uma ma cicatrizacdo em

Ulceras venosas cronicas.

Palavras-chaves: Marcadores moleculares, exsudato inflamatério, Ulceras venosas,

cronicidade.
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INTRODUCAO

As Ulceras crbnicas de perna séo lesbes com perda do tegumento (derme
e/ou epiderme), de longa duracdo (> 6 semanas), de recorréncia frequente e em
80% dos casos, relacionadas as complicacdes tardias da insuficiéncia venosa nos
membros inferiores (Fonder et al, 2008; Frade et al, 2005).

O exsudato inflamatorio das Ulceras venosas (UVS) € uma mistura complexa
de proteinas que banha o local da leséo, refletindo o estado global de cicatrizagéao
das feridas através da expressdo de fatores de crescimento, proteinas de matriz,
proteinases e citocinas. Sendo assim, as variacfes destes componentes no fluido
das UVs cronicas podem ser utilizadas como uma ferramenta de entendimento dos
eventos patoldgicos e inflamatorios que podem modular a cronicidade deste tipo de
lesdo (Fernandez et al, 2008; Gurtner et al, 2008; Escalante et al, 2009; Zilmer et al,
2011). Neste contexto, a analise proteémica de fluidos humanos, como o exsudato,
tem sido vista como uma poderosa ferramenta analitica para a descoberta de
proteinas biomarcadoras que auxiliam no diagndstico e prognostico em condicfes
patologicas (Escalante et al, 2009; Hu et al, 2006).

A identificacdo de potenciais biomarcadores presentes no exsudato das UVs
pode significar um melhor entendimento na dinamica global de cicatrizacdo das
mesmas, além de auxiliar no entendimento dos processos de cura ou falha na
cicatrizacdo em feridas cronicas. Assim, a descoberta de biomarcadores na
cicatrizacdo de UVs pode auxiliar os tratamentos atuais, através do diagndstico
precoce da cronicidade da lesao, permitindo um melhor progndéstico ao paciente e no
desenvolvimento de novas intervencdes terapéuticas (Fernandez et al, 2008; Wyffels

et al, 2010).
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Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo identificar as proteinas
diferencialmente expressas no exsudato inflamatério de UVs crénicas,
correlancionando-as a reducéo da lesédo, a fim de diferenciar Ulceras que cicatrizam

daquelas de dificil cicatrizacao.

RESULTADOS

Foram incluidas ao estudo 37 UVs crbnicas, de 28 pacientes. A primeira
analise da area foi feita em T=0 e, apds 90 dias, as Ulceras foram reavaliadas. Apos
o célculo de diferenca entre as areas iniciais e finais, foi possivel observar que 25
(67.6%) lesdes apresentaram reducdo da sua area no T=90, com uma média de
cicatrizacéo de 1,68 (+11.76) cm? (Tabela 1).

Analises de espectrometria de massas realizadas nos exsudatos das UVs em
T =0 e T =90, identificaram 74 proteinas totais, as quais foram caracterizadas
segundo sua provavel funcéo neste tipo de amostra biolégica (Tabela 2). Através da
correlacdo dos coeficientes da PLS das amostras escalonadas e dos valores de VIP
(Tabela 3), foram identificadas 5 proteinas relacionadas a cicatrizacdo das UVs. O
diagrama Volcano plot evidenciou que as proteinas titina (p45), Ig lambda VII chain
C region (p9.3), apolipoproteina A-1l (p22), histona H 2B tipo 1D (p39) e Ig kappa
chain V - Il region (p72), se expressaram diferentemente nos exsudatos das UVs,
estando a proteina p45 diferencialmente expressa nas Ulceras em franco processo
de cicatrizacdo, enquanto que as proteinas p9.3, p22, p39 e p72 diferencialmente
expressas nas Ulceras que néo cicatrizaram no periodo de 90 dias (Figura 1). Os
dados de identificacdo dessas proteinas encontram-se dispostos na Tabela 2.

Das cinco proteinas relacionadas a cicatrizagao, Ig lambda VII chain C region
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e apolipoproteina A-ll foram identificadas em pelo menos 80% das amostras do
estudo, sendo entdo consideradas como potenciais biomarcadoras do processo
cicatricial prejudicado (Tabela 4). Nao houve interacdes conhecidas entre as
moléculas potenciais biomarcadoras, tampouco associacfes diretas, ja que ambas
parecem desempenhar func¢des independentes no microambiente da Ulcera (Figura

2).

DISCUSSAO

A analise do exsudato de ulceras de perna tem sido muito utilizada como
abordagem protebmica para investigar moléculas que apresentam expressao
diferencial, a fim de evidenciar potenciais biomarcadores especificos ou ndo a
cicatrizacdo deste tipo de lesdo. Entretanto, ndo ha um consenso entre 0s
pesquisadores acerca dos valores de identificacdo das proteinas na amostra que
possam caracterizar uma expressao diferencial, bem como um percentual que
determine uma prevaléncia minima de moléculas para que essas possam ser
indicadas como biomarcadoras. Sendo assim, nesta abordagem adotou-se como
potenciais biomarcadoras de cicatrizacdo normal ou reduzida, as proteinas mais
abundantes com base no seu valor quantitativo e que fossem identificadas em pelo
menos 80% das Ulceras estudadas.

Eming e colaboradores realizaram um estudo com o exsudato de Ulceras
agudas pos cirdrgicas com predilecdo a cura e UVs crbnicas, afim de elucidar
possiveis biomarcadores envolvidos no processo de cicatrizacdo. Foram
identificadas 23 e 26 proteinas exclusivamente expressas no fluido das feridas

agudas e cronicas, respectivamente, demostrando que, por se tratar de moléculas
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com expressao especifica em um determinado tipo de lesédo, podem ser sugestivas
em relacdo a condicdo de cicatrizacdo destas lesGes. Entre as proteinas
diferencialmente e exclusivamente expressas nestas Ulceras, pode-se destacar a
presenca das proteases, como MMP9, neutrophil elastase e proteinase 3 em Ulceras
de dificil cicatrizacdo, as quais podem estar relacionadas a resposta inflamatoria
cronica caracteristica deste tipo de lesdo, e moléculas de matriz, como varias
classes de colagenos, fibulin-1 e heparina e sulfate proteoglycan 2, enquanto que,
nas lesbes agudas, componentes envolvidos nas fases poOs inflamatorias da
reconstituicao tissular foram identificados (Eming et al, 2010).

Um estudo avaliando o fluido inflamatoério de 19 Ulceras de pressédo por meio
da técnica analitica eletroforese bidimensional (2DS-PAGE) foi desenvolvido por
Wyffels e colaboradoes, evidenciando a proteina S100A9, como sendo um novo
potencial biomarcador de cicatrizacdo neste tipo de uUlcera (Wyffels et al., 2010).

Muitas proteinas de matriz, fatores de crescimento, proteases e seus
inibidores sé&o conhecidamente reguladores importantes do processo de cicatrizacéo
das feridas, modulando a reparacdo e reepitelizacdo da pele. Entretanto Schafer e
colaboradores, ao realizarem uma revisdo de literatura, evidenciaram que uma
superexpressao de fatores de transcricdo no tecido de feridas cutaneas, como por
exemplo o ativador de proteina 1 (AP-1), composto por proteinas das familias Fos,
Jun e ATF, pode regular a expressao de genes que modulam a cicatrizacao tecidual
normal, bem como uma diminuicdo da expresséo desses fatores possa induzir uma
resposta de recuperacéo dificultada, levando a feridas cronicas (Schafer et al, 2007)

Embora neste estudo, cinco proteinas tenham se expressado diferentemente,

duas destas foram caracterizadas como potenciais biomarcadoras de cicatrizagao
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por serem identificadas em 80% ou mais das UVs analisadas. A proteina Ig lambda
VII chain C region (IGLC7) estava presente em 92% das Ulceras em T=90 e foi mais
expressa em lesdes que ndo apresentaram boa cicatrizacdo nos 90 dias de estudo.
Essa proteina foi classificada na categoria de moléculas imunomoduladoras,
integrando com os demais fatores do sistema imunologico na presenca de
antigenos. A IGLC7 € uma imunoglobulina de cadeia leve e pode ser detectada em
doencas inflamatdrias, mediando a ativacdo de mastécitos ou outras células de
defesa. Sabe-se que a ativacdo dos mastécitos resulta na liberacdo de varios
mediadores pro-inflamatérios que podem causar processos inflamatdrios recorrentes
e duradouros (Redegeld et al, 2002; Rijnierse et al, 2009; Braber et al, 2012), como
0s encontrados em Ulceras que néo cicatrizam.

Ja a proteina apolipoproteina All (APOAII) € uma proteina de transporte, que
desempenha papel especifico no metabolismo de lipidios e relacionando-se
principalmente aos niveis de HDL (lipoproteinas de alta densidade) séricos
(Remaley, 2013). Esta proteina foi identificada em 100% das amostras em T=90,
encontrando-se mais expressa em lesdes de dificil cicatrizacdo. Sua alta expressao
em UVs com cura dificultada pode relacionar-se a uma tentativa do organismo em
conter altos niveis de colonizacéo e infec¢do, muito presentes neste tipo de leséo.
Uma vez que essa molécula é a principal constituinte do HDL, ela tem como
principal acdo inibir toxinas e outros produtos gerados por microrganismos durante a
infeccdo e, que de certa forma, ela induz reacdes inflamatérias persistentes,
dificultando a cicatrizacdo (Femling et al, 2013; Pirillo et al, 2015). Além disso, a
APOAII desempenha um importante papel no combate a aterogénese, através da

protecdo contra os danos endoteliais causados pelo LDL (lipoproteinas de baixa
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densidade) (Li et al, 1998), sendo assim sua elevada concentracdo no exsudato de
UVs crbnicas pode refletir ndo apenas o microambiente da Ulcera, como também o
quadro sistémico do paciente, em resposta a disfuncdes aterogénicas que podem
representar fatores de predisposicdo a doencas venosas e ao aparecimento de
Ulceras.

Alguns estudos tém adotado metodologias para remocdo de proteinas
abundantes na amostra afim de verificar a expresséo diferencial das moléculas
presentes em menores concentracdes, porém o processo de deplecdo das amostras
nao foi realizado neste trabalho, uma vez que, os autores optaram por analisar as
amostras nas mesmas circunstancias em que sao secretadas pelos pacientes. A
estratégia era avaliar o perfil e abundancia proteica real das UVs, bem como
implementar uma abordagem de coleta e analise diagndstica e progndstica aplicavel,
rapida e menos custosa na rotina do atendimento do ambulatorial. Apesar de alguns
autores discutirem a eficacia de um numero limitado de biomarcadores em uma
determinada amostra, tendo como justificativa o sinergismo entre as varias
moléculas intrinsecamente relacionadas ao microambiente da ferida, muitos estudos
em outras areas da medicina, como por exemplo a oncologia, tém utilizado proteinas
especificas como biomarcadoras de progressdo de doencas ou como potenciais
ferramentas no auxilio de um diagndstico precoce ao paciente (Dvofakova et al,
2015; Wang et al, 2015).

Sendo assim, pode-se concluir que as proteinas IGLC7 e APOA2,
diferencialmente expressas no exsudato das UVs crbnicas de dificil cicatrizacao
neste estudo, sdo potenciais biomarcadoras para cicatrizacdo prejudicada,

caracterizando assim Ulceras de alta cronicidade. Entretanto, estudos adicionais
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contendo um nimero maior de UVs com alta cronicidade devem ser realizados afim

de confirmar a presenca destes biomarcadores em seus exsudatos inflamatorios.

MATERIAL E METODOS
Populacado do Estudo

Foram incluidas Ulceras de pacientes maiores de 18 anos, atendidos no
ambulatério de Ulceras cronicas da Faculdade de Medicina de Botucatu —
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu, Sdo Paulo -
Brasil, portadores de uma ou mais UVs ativas, confirmadas através de exame de
ultrassonografia “Doppler” vascular (DV 610B), com didmetro de dois a 15 cm? e
com evolucdo maior do que seis semanas. Ulceras de outra etiologia, associadas a
doenca arterial periférica ou com tecido necrotico foram desconsideradas. Os
pacientes foram incluidos consecutivamente a sua ordem de chegada ao servico de
atendimento.

Todos os pacientes foram submetidos a questionario clinico-epidemioldgico
com questbes relevantes a pesquisa e requeridos quanto ao conhecimento e
aprovacao do uso do seu material biolégico para pesquisa académica através da
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) aprovado pelo
Conselho de Etica em Pesquisa da Instituicdo (parecer n° 501.218/2013).

Nenhum curativo ou terapia foi padronizado para este estudo, sendo o
tratamento prescrito individualmente, de acordo com a indicacdo do dermatologista

responsavel.
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Andlise da Area da Ulcera

As analises das areas de cada ulcera foram realizadas nos momentos T=0 e
T=90, sendo T=0 a data de admissdo da Ulcera ao estudo e T=90 apds 90 dias
consecutivos da admisséo da mesma.

O desenho dos contornos de cada Uulcera foi realizado em filme plastico
transparente utilizando caneta hidrogréafica, sendo em seguida, transferido para uma
folha de papel em branco. Préximo ao desenho foi determinada uma escala de dois
centimetros para criacdo de um referencial fotografico. Posteriormente, foram
capturadas fotografias dos desenhos e referenciais de todas as Ulceras, que, apés
serem transferidas para computador puderam ser analisadas individualmente no
software Image J 1,46v (Miot et al, 2009). A partir do referencial conhecido, foi
realizada a calibragem do software, para estimar a area de cada leséo, a partir da
relacdo (pixels/cm) de cada ulcera.

A é&rea da Ulcera em T=0 (A0), foi utilizada como referéncia para se
determinar a diminuicdo ou ndo da lesédo em T=90 (A90) pela equacdo AA=A90-A0.
A diferenca entre as &reas iniciais e finais de cada Ulcera foi chamada de reduc¢éo da

Ulcera.

Coleta e Preparo do Material

A coleta dos exsudatos foi realizada junto a analise das areas das UVs em
T=0 e T=90, no local de atendimento e baseada em protocolo elaborado por
Fernandez et al. (Fernandez et al, 2010)

Primeiramente a Ulcera foi lavada com solucéo salina a 0,9% (m/v) de cloreto

de sédio para limpeza, sendo posteriormente seca com gaze estéril. Cada leséo foi
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entdo envolvida com curativo semi-oclusivo de poliuretano transparente
(Tegaderm®; 3M Health Care, St. Paul, MN, USA) e o paciente foi mantido em
repouso de 30 a 60 minutos afim de aguardar a exsudac&o natural do tecido. O
exsudato acumulado entre o leito da Ulcera e o curativo foi coletado com auxilio de
uma micropipeta com ponteira estéril e descartavel, sendo entdo transferido para
tubos do tipo Eppendorf®, identificados e armazenado em caixa com gelo até a
chegada ao laboratério, onde foram centrifugados a 14.000g a 4°C durante 10
minutos para sedimentacdo de todos ou quaisquer debris celulares. O sobrenadante

foi estocado a -80°C até o uso.

Quantificacdo de proteinas

As proteinas presentes no exsudato foram entdo quantificadas em triplicata
pelo método de Bradford (Bradford, 1976), (BioRad®; Protein Assay, cod. 500-0001),
tendo albumina bovina (BSA), como proteina padrdo. Foi utilizado o valor da média
de cada amostra para o calculo de quantificacéo.

ApGs esse procedimento as amostras foram transferidas para tubos
Eppendorf® do tipo LoBind e diluidas com solucéo salina a 0,9% (m/v) para serem
padronizadas quanto a sua concentracdo, estabelecendo-se a relacdo 50ug/40uL

para cada amostra.

Digestao proteica em solucéo
As amostras foram digeridas em solucao individualmente, iniciando-se pelas
etapas de reducéo e alquilagéo, utilizando ditiotreitol (DTT) 10 mM e iodoacetamida

(IAA) 45 mM, respectivamente. Em seguida, as amostras foram submetidas a
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digestdo proteolitica na presenca da enzima tripsina na concentracdo 1:50
(enzima:substrato), solubilizada em tampéo bicarbonato de aménio 50 mM, pH 7.8.
A hidrdlise ocorreu por 18 horas, sendo interrompida com a adicdo de acido férmico
1% (v/v) em relacdo ao volume da amostra. Estas foram entdo dessalinizadas
utilizando-se cartuchos Sep-Pak Vac C18 (Waters). As amostras digeridas e
dessalinizadas foram liofilizadas em SpeedVac™ (Thermo Scientific) e mantidas sob

refrigeracdo até o momento da analise por espectrometria de massas.

Identificacdo por Espectrometria de Massas

As analises de espectrometria de massas realizadas no Laboratorio Nacional
de Biociéncias (LNBio), localizado no Centro Nacional de Pesquisa em Energia e
Materiais (CNPEM) em Campinas-SP. As amostras foram solubilizadas em 60 uL em
solucéo acido férmico 0,1 % (v/v) e em seguida, uma aliquota de 15 uL 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, EUA) acoplado a
um equipamento de espectrometria de massas Q-Tof PREMIER (MicroMass/Waters-
Milford, EUA) para analises em triplicata. O gradiente linear utilizado foi de 2 a 90%
(v/v) de acetonitrila em &cido formico 0,1% (v/v) durante 60 minutos e fluxo de 600
nL/min. O instrumento foi operado em modo de ionizagdo positiva e a aquisicao
continua dos dados foram obtidas no intervalo de massas moleculares entre 100 a

2.000 Da.
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Andlise dos dados de espectrometria de massas

A identificacdo das proteinas a partir dos dados de espectrometria de massas
(LC MS-MS), foi realizada por meio da ferramenta de bioinformatica Mascot Distiller
v.2.3.2.0 (Matrix Science, Boston - USA), utilizando bancos de dados publicos
(NCBI, taxonomia Homo sapiens, 33.695.097 sequéncias, disponivel em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/?term=homo%20sapiens). Foi utilizada tripsina
como enzima proteolitica, carbamidometilacio como modificacdo fixa (massa
monoisotopica 57,0215Da), oxidacdo da metionina como modificacdo variavel
(massa monoisotopica 15,9949) e 0,1 Da de erro de tolerancia para os dados de MS
e MS/MS.

Cabe ressaltar que os dados de MS/MS foram considerados validos segundo
o0 algoritmo estatistico da ferramenta MASCOT, com valores de identificacdo Mascot
Scores superiores a 42 e pelo menos uma das sequéncias peptidicas identificadas
com valores de lon Score maiores que 30. Os dados foram anexados para 0S grupos
em T=0 e T=90 separadamente, e a contagem de espectros para todas as proteinas
identificadas foi realizada pela ferramenta Scaffold Q+, sendo que, a taxa de FDR
(False Discovery Rate) foi de 1% para proteinas e de 0,1% para peptideos, com
confiabilidade de 95%.

A quantificacdo de proteinas labell free foi realizada exigindo-se que, pelo
menos, dois peptideos estejam em comum nas amostras. Foram
estabelecidas/adotadas como potenciais biomarcadoras de cicatrizagdo normal ou

reduzida, proteinas identificadas em pelo menos 80% das Ulceras estudadas.
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Anédlise Estatistica

A normalidade das amostras foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.

As variaveis independentes foram representadas pelas proteinas identificadas
e a variavel dependente pela reducdo da area das Ulceras no T90 (AA=A90-A0).

A identificacdo das proteinas relacionadas a reducédo de area foi realizada
pela técnica de regressdo de Projecdo de Estruturas Latentes (PLS), com variaveis
escalonadas. Os coeficientes de regressdo dos dados escalonados foram
comparados ao indicador Variaveis Importantes na projecao (VIP) pelo diagrama
Volcano plot. Foram selecionadas proteinas que apresentavam VIP>1 e coeficiente
de regressdao>0.1 ou <-0.1. Os dados foram analisados nos softwares JMP 10 e
SPSS 22.

Foram consideradas como potenciais biomarcadoras, aquelas proteinas

presentes em pelo menos 80% das Ulceras estudadas.
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Tabela 1: Area de 37 Ulceras venosas crénicas observadas num intervalo de 90 dias.

T=90 velocidade de % reducdo da
Ulceras | Pacientes (cm?)P reducdo da area ®-? area
1 ACB 20,768 5,898 -14,87 71,60*
2 JRP 37,709 37,266 -0,443 1,17*
3 TFCO 26,255 15,385 -10,87 41,40*
4 SAA 43,768 19,285 24,483 55,94*
5 AT 19,439 15,938 -3,501 18,01*
6 AT 16,021 7,757 -8,264 51,58*
7 AT 8,467 10,166 1,699 -20,07%
8 CCO 23,692 9,311 -14,381 60,70*
9 AZM 15,753 12,971 -2,782 17,66*
10 AZM 3,659 2,647 -1,012 27,66*
11 TFFG 15,109 7,995 -7,114 47,08*
12 MLTM 50,742 29,11 -21,632 42,63*
13 MLBG 10,575 25 14,729 -139,28t
14 AS 2,339 13 10,663 -455,88%
15 AS 11,26 29 17,992 -159,79%
16 JZG 14,607 4 -11,103 76,01%
17 JZG 12,416 7 -5,612 45,20*
18 SLS 15,561 32,855 17,294 -111,14%
19 IMA 18,3 10 -8,025 43,85*
20 EAR 16,854 27,275 10,421 -61,83t
21 MMP 16,954 11,402 -5,552 32,75*%
22 MJIVC 47,305 43,87 -3,435 7,26*
23 MJIVC 38,281 33,475 -4,806 12,55*
24 IN 10,623 19,819 9,196 -86,571
25 ALM 13,044 2,473 -10,571 81,04*
26 MJAM 2,629 1,209 -1,42 54,01*
27 JCR 16,224 4,41 -11,814 72,82*%
28 ELP 30,398 55,315 24,917 -81,971
29 ELP 2,938 6,365 3,427 -116,64%1
30 NGC 62,733 88,473 25,74 -41,03%
31 NGC 9,401 9,485 0,084 -0,89%
32 GJC 18,963 2,469 -16,494 86,98*
33 MARP 99,519 93,259 -6,26 6,29*
34 ADE 44,146 35,849 -8,297 18,79*
35 MVM 101,422 96,803 -4,619 4,55%
36 JMC 17,728 16,479 -1,249 7,05%
37 JMC 10,643 13,578 2,935 -27,58%

* - Ulceras que apresentaram reducéo da area em T=90
1 - Glceras que ndo apresentaram reducgdo da area em T=90
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Tabela 2: Identificag8o e categorizagéo do perfil protedbmicos das UVs estudadas.

No Identificacdo Codigo de M.M.2 | Contagem de | Desvio Y pep. Funco
acesso (kDa) espectros® | Padr&o ° | Gnicos ¢
pl Albumin 0i|113576 69 313,64 31,76 10.608 Transportadora
p2 Serotransferrin 0i|313104271 77 40,91 6,61 4.157 Transportadora
p3 Complement C3 0i|119370332 187 20,41 6,19 2.127 Imunomoduladora
p4 Ig gamma-1 chain 0i|121039 36 31,21 7,83 935 Imunomoduladora
p5 Beta-globin 0i|56749856 16 14,60 10,26 1.335 Transportadora
p5,2 Delta-globin gi|122713 16 5,36 4,46 14 Transportadora
p6 Alpha-2-M 0i|308153640 163 20,34 7,32 2.402 Inibidor de protease
p7 Alpha-globin gi|57013850 15 8,13 6,35 719 Transportadora
p8 Ig y-4 chain C gi|121047 36 21,73 5,35 380 Imunomoduladora
P9 Ig lambda-2 chain C 0i|298351714 11 26,28 7,74 596 Imunomoduladora
p9,3 Ig lambda-7 chain C 0i|294956599 11 4,20 3,33 64 Imunomoduladora
p10 Haptoglobin J3QLCY 451 22,96 10,60 1836 Imunomoduladora
p10,1 Haptoglobin J3QLC9 451 19,44 9,46 1285 Imunomoduladora
p10,2 Haptoglobin-related 0i|262527547 39 6,08 3,44 275 Imunomoduladora
pl1 Apolipoprotein A-l 0i|113992 31 15,97 4,11 108 Transportadora
p11,2 Apolipoprotein A-l F8W696 30 6,00 6,77 10 Transportadora
p12 Ceruloplasmin 0i|116117 122 577 3,09 110 Transportadora
p12,2 Ceruloplasmin E9PFZ2 115 3,23 2,73 1 Transportadora
p13 Ig alpha-1 chain C gi|113584 38 16,55 6,66 1.383 Imunomoduladora
p13,2 Ig alpha-2 chain C gi|218512088 37 10,15 4,33 6 Imunomoduladora
pl4 Ig gamma-3 chain C 0i|193806361 41 19,04 4,44 355 Imunomoduladora
p15 Ig kappa chain C gi|125145 12 23,27 5,14 74 Imunomoduladora
pl16 Alpha-1-acid glycoprotein 0i|112877 24 5,68 2,49 483 Transportadora
p17 Complement C4-B gil476007828 193 3,38 3,50 408 Imunomoduladora
p18 Vitamin D-Binding Protein 0i|139641 53 8,10 2,52 593 Imunomoduladora
p19 Ig gamma-2 chain C gi|218512079 36 15,32 5,09 377 Imunomoduladora
p20 Alpha-2-Z-globulin 0i|112910 39 3,18 1,85 296 Imunomoduladora
p21 Haemopexin gi|1708182 52 8,74 3,22 822 Transportadora
p22 Apoliprotein A-ll gi|114000 11 7,91 2,19 745 Transportadora
p23 Alpha-1B-glycoprotein gi|317373553 54 2,70 1,59 307 Imunomoduladora
p24 Fibrinogen beta chain 0i|399492 56 1,87 2,99 275 Proteina de matriz
p25 Actin, cytoplasmic 1 gi|46397333 42 4,07 3,60 456 Proteina de matriz
p25,2 Alpha-cardiac actin gi|54036697 42 1,27 1,92 49 Proteina de matriz
Atividade
p26 Neutrophil defensin 1 0i[30316322 10 308 1.80 345 antimicrobiana
p27 Apoliprotein B-100 0i|300669605 516 ,86 1,05 137 Transportadora
Atividade
p28 Myeloperoxidase 0129825 84 32 82 40 antimicrobiana
p29 Fibrinogen gamma chain gi|20178280 52 1,51 2,11 228 Proteina de matriz
p30 Complement factor B gi|584908 86 1,45 ,76 173 Imunomoduladora
p31 Vitronectin 0i|139653 54 1,22 1,14 112 Proteina de Matriz
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p32 Componente
. . ,32 1,49 49 )
Histone H2A type 2-C gil47117890 14 genético
p32,2 Componente
. . ,30 1,42 2 )
Histone H2A type 1-J gi|12585257 14 genético
p33 Alpha-1-antitrypsin gi|1703025 47 12,73 5,10 1451 Inibidor de protease
Atividade
,52 1,93 54
p34 Lactotransferrin 0i|85700158 78 antimicrobiana
p35 Alpha-1-acid glycoprotein 0i|231458 24 2,78 1,67 214 Transportadora
p36 Beta-2-glycoprotein 1 0i|543826 38 ,67 ,85 94 Proteina de matriz
p37 Fibrinogen alpha chain gi|1706799 95 1,87 1,70 212 Proteina de matriz
p38 Ig heavy chain V-IIl TUR gi|123858 12 78 .88 106 Imunomoduladora
Componente
) ) ,53 1,22 65 )
p39 Histone H2B type 1-D gi|21542074 14 genético
p40 Apoliprotein A-IV 0i|93163358 45 51 ,95 54 Transportadora
p4l Plasma protease C1
N . .30 41 51
inhibitor 0i|124096 55 Imunomoduladora
pa2 Ig kappa chain V-III gi|125797 12 ,70 71 92 Imunomoduladora
p43 Cytokeratin-6A 0i|1346344 60 ,07 ,19 25 Proteina de matriz
p44 Ig heavy chain V-Ill BRO gi|123845 13 1,10 1,12 15 Imunomoduladora
Componente
» . ,06 ,20 7 -
p45 Titin 0i|384872704 3816 genético
p46 Keratin | cytoskeletal 16 gi|23503075 51 ,07 ,28 9 Imunomoduladora
p46,2 Keratin | cytoskeletal 14 0i|229463044 52 ,01 ,06 2 Proteina de matriz
pa7 Ig mu chain C region gi|193806374 49 2,88 3,14 361 Imunomoduladora
p48 Histidine-rich glycoprotein 0i|123523 60 a7 79 95 Imunomoduladora
p49 Isoform Kininogen-1 P01042-2 719 .67 ,70 117 Inibidor de protease
Atividade
) ) i ,50 72 53 o )
p50 Angiotensinogen 0i|113880 53 antimicrobiana
p51 Alpha-1 type | collagen gi|296439504 139 ,26 ,52 50 Proteina de matriz
p52 Alpha-1-antichymotrypsin gi|112874 48 ,33 ,78 41 Inibidor de protease
p53 Neutrophil elastase 0i|119292 29 ,19 ,38 44 Imunomoduladora
p54 Fibronectin gi|300669710 263 21 A7 33 Proteina de matriz
p55 Stratifin 0i|398953 28 ,08 43 28 Proteina de matriz
56 Glyceraldehyde-3-
P Y Y ] ,34 ,78 30 )
phosphate dehydrogenase 0i|120649 36 Proteina de matriz
ps7 Plastin-2 gi|308153685 70 ,22 41 27 Imunomoduladora
p58 Alpha-enolase 0i|119339 a7 17 42 30 Proteina de matriz
p59 Antithrombin-11I 0i|113936 53 ,16 ,36 20 Proteina de matriz
p60 Lumican 0i|20141464 38 11 ,58 17 Proteina de matriz
p6l | Serum amyloid A-1 protein | gi|395406826 14 ,19 1,06 15 Imunomoduladora
62 Inter-alpha-trypsin inhibitor
P pra-tiyp A1 29 15 N
heavy P19827-3 101 Inibidor de protease
p63 Cytokeratin-1 0i|238054406 66 15 ,38 19 Proteina de matriz
pé4 Lipocalin-2 gi|1171700 23 15 ,55 15 Transportadora
65 Inter-alpha-trypsin inhibitor
P P yP ) ) ,08 ,35 13
heavy chain H4 0i|229463048 103 Imunomoduladora
p66 Inter-alpha-trypsin inhibitor | gi|229462889 106 ,07 22 13 Transportadora
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heavy chain H2

Atividade
,08 ,28 16
p67 Lysozyme C 0i|48428995 17 antimicrobiana
p68 Zinc-alpha-2-glycoprotein 0i|292495049 34 ,08 24 14 Imunomoduladora
p69 Clipin-A gi|1706004 51 ,10 ,36 8 Proteina de matriz
p70 Apolipoprotein E gi|114039 36 ,05 23 11 Transportadora
Componente
: , ,02 11 11 -

p71 Histone H4 gi|51317339 11 genético
p72 Ig kappa chain V-Ill VG gi|125811 13 ,07 33 10 Imunomoduladora
p73 Cytokeratin-10 0i|269849769 59 ,02 12 5 Proteina de matriz
p74 Gelsolin gi|121116 86 ,07 ,39 6 Proteina de matriz
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Tabela 3: Coeficientes da PLS das amostras escalonadas e os valores de VIP

Model Coefficients for Centered and Variable Importance
Scaled Data Table

Amostras Coeficiente ~ Amostras
protein 1 -0,01 protein 1 0,58
protein 2 0,09 protein 2 1,35
protein 3 -0,02 protein 3 1,27
protein 4 0,06 protein 4 1,23
protein 5 0,02 protein 5 0,32
protein 5,2 0,02 protein 5,2 0,49
protein 6 0,02 protein 6 0,51
protein 7 0,07 protein 7 1,06
protein 8 -0,07 protein 8 0,98
protein 9 -0,04 protein 9 0,55
protein 9,3 0,13 protein 9,3 2,11
protein 10 -0,02 protein 10 0,43
protein 10,1 -0,01 protein 10,1 0,39
protein 10,2 -0,06 protein 10,2 1,00
protein 11 0,03 protein 11 0,88
protein 11,2 0,02 protein 11,2 0,58
protein 12 0,01 protein 12 0,77
protein 12,2 -0,06 protein 12,2 1,37
protein 13 -0,04 protein 13 0,59
protein 13,2 -0,01 protein 13,2 0,28
protein 14 0,01 protein 14 0,78
protein 15 -0,10 protein 15 1,38
protein 16 0,09 protein 16 1,33
protein 17 -0,07 protein 17 1,27
protein 18 -0,04 protein 18 0,90
protein 19 -0,05 protein 19 0,74
protein 20 0,09 protein 20 1,26
protein 21 -0,09 protein 21 1,49
protein 22 0,13 protein 22 1,81
protein 23 -0,04 protein 23 0,85
protein 24 -0,04 protein 24 0,84
protein 25 -0,04 protein 25 0,68
protein 25,2 0,01 protein 25,2 0,15
protein 26 0,06 protein 26 0,80
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protein 27 -0,01 protein 27 0,82
protein 28 -0,02 protein 28 0,77
protein 29 -0,03 protein 29 0,64
protein 30 -0,01 protein 30 0,26
protein 31 0,07 protein 31 1,09
protein 32 -0,03 protein 32 0,98
protein 32,2 -0,02 protein 32,2 0,77
protein 33 0,03 protein 33 0,42
protein 34 -0,03 protein 34 0,64
protein 35 0,04 protein 35 0,72
protein 36 -0,02 protein 36 0,89
protein 37 -0,04 protein 37 0,80
protein 38 0,06 protein 38 0,88
protein 39 0,12 protein 39 1,75
protein 40 0,00 protein 40 0,73
protein 41 0,08 protein 41 1,11
protein 42 0,06 protein 42 0,94
protein 43 0,09 protein 43 1,40
protein 44 -0,03 protein 44 0,45
protein 45 -0,18 protein 45 2,52
protein 46 0,09 protein 46 1,49
protein 46,2 0,03 protein 46,2 0,66
protein 47 0,00 protein 47 0,20
protein 48 0,10 protein 48 1,39
protein 49 0,01 protein 49 0,08
protein 50 0,00 protein 50 0,81
protein 51 -0,04 protein 51 0,81
protein 52 -0,05 protein 52 0,74
protein 53 0,01 protein 53 0,26
protein 54 0,02 protein 54 0,81
protein 55 0,02 protein 55 0,36
protein 56 0,00 protein 56 0,04
protein 57 -0,05 protein 57 0,82
protein 58 -0,06 protein 58 0,90
protein 59 -0,01 protein 59 0,38
protein 60 0,01 protein 60 0,71
protein 61 0,08 protein 61 1,25
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protein 62 -0,03 protein 62 0,80
protein 63 -0,02 protein 63 0,36
protein 64 0,02 protein 64 0,32
protein 65 -0,02 protein 65 0,75
rotein 66 -0,02 protein 66 0,88
protein 67 -0,09 protein 67 1,62
protein 68 0,00 protein 68 0,03
protein 69 -0,02 protein 69 0,35
protein 70 -0,08 protein 70 1,45
protein 71 -0,07 protein 71 1,26
protein 72 0,13 protein 72 1,94
protein 73 0,10 protein 73 1,41
protein 74 -0,06 protein 74 1,23
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Figura 1: Diagrama (Volcano plot) das cinco proteinas que se expressaram
diferentemente entre Ulceras venosas cronicas que cicatrizam (CoefT90 negativo) e
gue néo cicatrizam (CoefT90 positivo).
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Tabela 4: Proteinas diferencialmente expressas identificadas entre as Ulceras
venosas gue cicatrizam e aquelas Ulceras

gque nao cicatrizam.

Cédigo de Expressao
Proteina acesso diferencial *
p45 Titina 0i|384872704 C
P9.3 Ig lambda VII chain C region 0i|294956599 NCt
P22 Apolipoproteina A-II 0i|114000 NCt
P39 histona H 2B type 1D 0i[21542074 NC
P72 Ig kappa chain V - Il region 0i|125811 NC

* C - expressdo diferencial em Ulceras que cicatrizaram; NC - expressdo diferencial em
Ulceras que ndo cicatrizaram. 1 Proteinas biomarcadoras em potencial de dificil

cicatrizacéo

/\IGLLS

- g

— IGLLS
&

Figura 2: Rede de interacBes entre as proteinas biomarcadoras APOA2 e IGLL5. A:
associacao direta entre a proteina APOA2 (apolipoproteina All) e outras moléculas reguladoras
de particulas lipoproteicas do plasma; B: Auséncia de associagdo direta entre a proteina IGLL5
(Ig lambda VIl chain C region), responsavel por processos imunes e APOA2.
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