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RESUMO 

Neutrófilos são células do sistema imune inato que se destacam por serem as células mais 

abundantes do sangue periférico. Eles são os primeiros a chegarem no local da infecção 

e, dentre os mecanismos de defesa, utilizam as armadilhas extracelulares (NETs), que 

permitem captura e morte extracelular de microrganismos, o que ocorre independente da 

fagocitose e morte intracelular. Apesar, de ser um mecanismo benéfico para a defesa 

imune do hospedeiro, as NETs têm sido associadas a diversas doenças, devido à liberação 

do DNA e proteínas que favorecem a formação de trombos, bem como constituem-se 

como autoantígenos. Dessa forma, a atuação regulada de NETs é importante para a defesa 

do hospedeiro, enquanto a resposta acentuada leva a danos. Uma das vias, conhecida 

como NETose suicida, é dependente de espécies reativas de oxigênio (EROs) e engatilha 

diversos mecanismos celulares levando à liberação do DNA nuclear. O objetivo do 

presente trabalho foi elucidar o envolvimento de proteínas e vias de sinalização durante 

o período inicial da formação de NETs (60 minutos) associadas ao burst respiratório, por 

meio da análise proteômica de neutrófilos ativados por PMA e inibidos por apocinina. A 

cinética da produção de EROs mostrou que a inibição da NADPH oxidase posterior ao 

estímulo possui uma menor influência comparada à inibição antes do estímulo. Essa 

produção observada nos primeiros 20 minutos foi suficiente para desencadear a formação 

das NETs e favorecer a morte dos microrganismos devido a um maior aprisionamento 

observado. Além disso, a produção de EROs nos primeiros minutos é capaz de 

desencadear alterações no proteoma, associadas a formação das NETs. As proteínas 

alteradas contribuem com a polimerização da actina (LIMS1, ADAM10 e AMBP) que se 

associaram com a migração celular.  Curiosamente, a migração celular tardia (após 20 

min) que não foi associada à formação de NETs, parece não ter a participação da 

polimerização da actina, mas da tubulina e vitronectina.  Além disso, pela primeira vez, 

este estudo mostrou que neutrófilos podem liberar o componente C4 do sistema 

complemento, sugerindo o possível envolvimento da ativação do complemento na 

NETose.  
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ABSTRACT 

Neutrophils are the most abundant innate immune cell in the peripheral blood. They are 

the first to arrive at the infection site and among their defense mechanisms, they use 

extracellular traps (NETs) that promote extracellular capture and death of 

microorganisms and occur independently of phagocytosis and intracellular death. Despite 

being a beneficial mechanism for the immune defense of the host, NETs have been 

associated with several diseases, due to the release of DNA and proteins that favor the 

formation of thrombi, as well as being recognized as autoantigens. In this way, the 

regulated performance of NETs is important for the defense of the host, while an intense 

deregulated response leads to damage. One of the known pathways of NETs is suicidal 

NETosis.  This formation of NETs is dependent on ROS produced by NADPH oxidase, 

which triggers several cellular mechanisms leading to the release of nuclear DNA. In 

order to elucidate the involvement of proteins and pathways during the initial period of 

NETosis (60 minutes) associated to the respiratory burst, we analyzed the proteomic 

changes of neutrophils induced by PMA and controlled by apocinin, to produce NETs. 

Kinetic analysis of ROS production showed that the NADPH oxidase inhibition after the 

PMA stimulus has less influence on ROS generation, compared to inhibition before 

stimulus. The production of ROS observed in the first 20min was enough to trigger the 

formation of NETs, favoring microorganisms’ death by entrapment. Furthermore, ROS 

production in the first minutes is able to initiate proteomic changes associated to NETs 

formation. Proteins related to actin polymerization (LIMS1, ADAM10 and AMBP) were 

associated to cellular migration. Curiously, late cellular migration (after 20min.), that was 

not associated to NETs formation, seems not associated to actin polymerization, however, 

associated to tubulin and vitronectin. Moreover, this study showed the first time that 

neutrophils can release the C4 component of the complement system, suggesting the 

probable activation of complement pathway contributes to NETs extrusio
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Neutrófilos 

O organismo humano possui um sistema de defesa que se divide em resposta inata 

e resposta adaptativa. A resposta adaptativa é altamente específica e envolve células 

especializadas, como os linfócitos T e B, enquanto a resposta inata é caracterizada pelas 

barreiras físicas, químicas, células Natural Killers e células fagocitárias (Delves, Peter J; 

Roitt 2000; Leliefeld et al. 2016). Os neutrófilos são células fagocitárias, que fazem parte 

da imunidade inata. Também conhecidos como granulócitos neutrófilos ou leucócitos 

polimorfonucleares (PMNs), eles constituem a primeira defesa contra bactérias e fungos 

que ultrapassaram as defesas de barreira, atuando principalmente durante a inflamação 

aguda  (Kolaczkowska e Kubes 2013; Mócsai, Walzog, e Lowell 2015). 

Os neutrófilos são os mais abundantes no sangue periférico e atuam na resposta 

inflamatória sistêmica quando ativados, sendo os primeiros a migrarem à área de 

inflamação. Os receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) presentes nos 

neutrófilos reconhecem padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) ou 

padrões moleculares associados a danos (DAMPs) e levam à ativação desses neutrófilos 

(Kolaczkowska e Kubes 2013). 

O recrutamento dos neutrófilos pode ser regulado por hipóxia, citocinas pró-

inflamatórias, células endoteliais, fator de ativação plaquetária (PAF), produtos 

microbianos, como o formil peptídeo (fMLP), dentre outros (Aquino et al. 2016; Gera, 

Swanson, and Jin 2017). Com o recrutamento, inicia-se uma cascata de eventos, que os 

levam ao local da infecção ou dano tecidual.  

A eliminação dos patógenos e debris teciduais, pelos neutrófilos, ocorre por meio 

da fagocitose, liberação do conteúdo citotóxico dos grânulos, geração de espécies reativas 

de oxigênio (EROs) e a extrusão do DNA genômico nas redes extracelulares de 

neutrófilos (NETs – neutrophil extracelular traps) (Parker et al. 2012; Leliefeld et al. 

2016)  
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1.1.1. Morfologia dos neutrófilos 

Na circulação sanguínea, os neutrófilos possuem entre 7-10µm de tamanho e núcleo 

segmentado em dois a cinco lóbulos, ligados por um filamento nuclear (Carvalho et al. 

2015; Kolaczkowska e Kubes 2013). Seu citoplasma apresenta grânulos e vesículas 

secretórias que possuem centenas de proteínas, como receptores de membrana que 

participam na migração dos neutrófilos ao local da infecção, bem como proteínas que 

participam na eliminação do patógeno. Os  grânulos são divididos em peroxidase-

positivos (também chamados de primários ou azurofílicos) e os peroxidase-negativos, que 

se subdividem em grânulos específicos (secundários) e gelatinase (terciários) (Faurschou 

e Borregaard 2003; Cowland e Borregaard 2016). 

Os grânulos primários são formados nos estágios iniciais da diferenciação dos 

neutrófilos, de pró-mielócito para mielócito (Borregaard et al. 1995; Cowland e 

Borregaard 2016). Tanto os grânulos primários quanto os secundários são responsáveis 

por liberarem proteínas antimicrobianas (Faurschou e Borregaard 2003), as quais também 

estão presentes nas NETs (Urban et al. 2009a). Os primários  possuem aproximadamente 

69% da MPO total, além de α-defensina, mieloblastina, elastase, azurocidina e catepsina 

G (Rorvig et al. 2013).  

Nos grânulos secundários, que são formados na fase de mielócito e 

metamielócitos, (B. N. Borregaard et al. 1995; Cowland e Borregaard 2016) possuem 

cerca de 54% do total de lipocalina associado às gelatinas (NGAL) e 52% da lactoferrina. 

Também estão presentes a pentraxina 3, haptoglobulinas entre outras (De Castro et al. 

1996; Rorvig et al. 2013).  

 Os grânulos terciários, formados na fase de bastonetes e segmentados (B. N. 

Borregaard et al. 1995; Cowland e Borregaard 2016), são constituídos por 60% de 

gelatinase. Além de estarem associados com a degradação da matriz extracelular, a fusão 

de tais grânulos com a membrana celular expõe receptores na membrana dos neutrófilos, 

sendo importante para aderência e migração ao sítio de infecção (Lominadze et al. 2005; 

Rorvig et al. 2009; 2013). Os grânulos ricos em Ficolina 1, têm sido citados como um 

outro subgrupo devido sua maior capacidade de exocitose, comparados aos grânulos 

terciários (Rørvig et al. 2009; Rorvig et al. 2013). 
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 As vesículas secretórias são organelas formadas no final da granulopoiese por 

meio da endocitose. Elas são formadas principalmente de proteínas de membrana, 

essenciais para a interação dos neutrófilos com o endotélio (Niels Borregaard et al. 1992; 

Cowland e Borregaard 2016). Após ativação, as vesículas secretórias (VS) se fundem à 

membrana plasmática expondo proteínas importantes para adesão e fagocitose (N; 

Borregaard, Miller, e Springer 1987; Cowland e Borregaard 2016). Elas são ricas em 

albuminas e possuem proteínas como fosfatase alcalina, β-actina, α-actina, TLR2, TLR8, 

TLR4, CD14, receptor Fc da IgG (IgGFcR), fator de aceleração do decaimento (DAF), 

dentre outras (Borregaard et al. 1992; Rorvig et al. 2013). 

 

1.1.2. Mecanismo de adesão e migração 

Ao serem estimulados na circulação por quimiocinas e citocinas, os neutrófilos se 

ligam a proteínas de adesão endoteliais, permitindo sua migração ao local da infeção 

(Yona et al. 2008). Esse processo de recrutamento dos neutrófilos, envolve vários passos, 

incluindo a quimiotaxia, rolamento, adesão ao endotélio vascular, a transmigração (ou 

diapedese) (Nathan 2006). 

Durante a migração dos neutrófilos, esses se aderem ao endotélio passando a 

expressar glicoproteínas de membrana, como a PSGL-1 (ligante da P-selectina-1), ESL1 

(ligante de E-selectina), CD44 e L-selectina, que se ligam as moléculas de adesão 

endoteliais, como as selectinas (E, P-selectina) (Norman et al. 2000; Kolaczkowska e 

Kubes 2013) e as β-integrinas (LFA-1, MAC-1 e gp150/95).  A função do antígeno 

associado à função leucocitária-1 (LFA-1) e gp150/95 ainda não estão bem claras neste 

processo, porém, sabe-se que antígeno do macrófago-1 (MAC-1) participa da migração e 

mobilização dos estoques intracelulares (Mócsai, Walzog, e Lowell 2015). 

Com a ativação de ambos os tipos celulares, os neutrófilos se aderem cada vez 

mais ao endotélio, resultando na transmigração dos neutrófilos através da barreira 

vascular. No tecido, os neutrófilos migram em direção ao local da inflamação guiados por 

gradientes quimiotáticos.(Gambardella e Vermeren 2013). A via de sinalização da 

quimiotaxia depende do quimioatraente, sendo que os quimioatraentes alvos finais, 

provenientes do local da infecção, ativam a via p38 MAPK, enquanto os quimioatraentes 

intermediários levam a ativação da via PI3K/Akt (Heit et al. 2002). Nesta via, PI3K e 
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pequenas GTPases, como Ras, Raf, Rho, são componentes de vias que contribuem para 

o rearranjo do citoesqueleto e migração celular (Gambardella e Vermeren 2013). 

 Próximo ao sítio de lesão ou infecção os neutrófilos passam a liberar grânulos de 

gelatinase e específicos, além de ocorrer a montagem do complexo NADPH oxidase, 

produzindo EROs. O conjunto desses fatores contribui para a eliminação do patógeno. 

(Klebanoff et al. 2013).  

 

1.1.3. Complexo NADPH oxidase 

A Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo Fosfato (NADPH) oxidase ou NOX, é um 

complexo enzimático presente nos neutrófilos responsável pela maior parte da produção 

de EROs.  O complexo NADPH oxidase é constituído por duas proteínas de membrana, 

gp91phox ou NOX2 e p22phox, que quando em repouso, estão associadas em maior parte, 

às membranas dos grânulos específicos, vesículas secretórias e, em menor proporção, aos 

grânulos de gelatinase e à membrana plasmática. Em conjunto, as subunidades gp91phox 

e p22phox são denominadas flavocitocromo b558.Além dessas unidades, o complexo 

NADPH oxidase apresenta componentes citosólicos, que são as pequenas proteínas G 

(Rac 1/2), p40phox, p47phox e p67phox (Seguchi e Kobayashi 2002; Nguyen, Green, e 

Mecsas 2017). Quando as células são ativadas, os componentes citosólicos são 

fosforilados e se translocam para a membrana, ligando-se  ao flavocitocromo b558 

(DeLeo et al. 1999a; Dang et al. 2011; Bréchard, Plançon, e Tschirhart 2013).  

Dentre os componentes citosólicos, o p47phox, também conhecido como 

Neutrophil Cytosolic Factor 1 (NCF1) é o mais estudado e está associado com a 

modulação da montagem e ativação da NADPH oxidase  (Bréchard, Plançon, e Tschirhart 

2013). Quando os neutrófilos estão em repouso, o p47phox se encontra no citosol 

associado com a p67phox (Neutrophil Cytosolic Factor 2-NCF2), que por sua vez 

interage com a p40phox (Neutrophil Cytosolic Factor 4 - NCF4)  (Belambri et al. 2018). 

Sabe-se que p47phox é fosforilado com a participação das cinases: proteína cinase C 

(PKC), proteína cinase A(PKA), fosfatidil inositol 3 cinase (PI3K) e proteínas cinases 

ativadas por mitógeno (MAPK), ERK1/2 e p38MAPK, permitindo sua translocação para 

a membrana levando p67phox e p40phox (Dekker et al. 2000; Dang et al. 2006; Zeng et 

al. 2019).  
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A p67phox  que também é fosforilada por PKC, ERK1/2  e p38MAPK (Dang et 

al. 2003) interage com a Rac-GTP, que atua como uma proteína adaptadora na montagem 

do complexo NOX (Ming et al. 2007; Pick 2014). Além disso, a fosforilação de p40phox, 

a qual também é realizada por PKC, (Bouin et al. 1998; Nguyen, Green, e Mecsas 2017) 

aumenta a  ligação da p67phox com a gp91phox, mecanismo provavelmente realizado 

por uma mudança conformacional da  p67phox (Dang et al. 2002). Além disso, a ligação 

da fosfatidil inositol 3 fosfato (PI3P) ao domínio PX da p40phox,  possivelmente facilita 

a sua  interação com os demais componentes  (Ellson et al. 2001).  

Enquanto a subunidade p22phox é fosforilada por PKC e dependendo do estímulo, 

também por fosfolipase D (PLD) (Regier et al. 2000), não se sabe ao certo a importância 

de sua fosforilação, porém ela é importante para a estabilidade do heterodímero 

flavocitocromo b558  (Zeng et al. 2019) . 

             O principal centro redox do flavocitocromo é o componente gp91phox, 

sua subunidade Flavina Adenina Dinucleotídeo (FAD) recebe elétrons do NADPH 

citosólico e transfere para o oxigênio molecular formando o radical superóxido (O2
-) na 

outra face da membrana (Zeng et al. 2019).   A gp91phox é composta por seis domínios 

transmembranares com a região C e N-terminal voltados para o citoplasma. Em sua 

estrutura possui uma região de ligação a flavina adenina dinucleotído (FAD) e quatro 

grupos heme, sendo duas no terceiro e duas no quinto domínio transmembrana (Bedard e 

Krause 2007). Quando gp91phox é fosforilada por PKC na sua cauda carboxi-terminal, 

há a potencialização da montagem do complexo NADPH oxidase, pois aumenta a 

interação com os componentes citosólicos, bem como aumenta a atividade de diaforase 

(Raad et al. 2009). A diaforase é o primeiro passo de dois para a redução do oxigênio, no 

qual o NADPH ligado ao C-terminal da gp91phox transfere elétrons para o FAD, passo 

regulado pela ativação da p67phox  (Taylor, Jones, e Segal 1993; A. R. Cross, Yarchover, 

e Curnutte 1994; Nguyen, Green, e Mecsas 2017). Sendo assim, na presença de p67phox 

há o favorecimento da redução de FAD por NADPH (Nisimoto et al. 1999), enquanto no 

segundo passo os elétrons são transferidos do FAD para os grupos heme, e dele para o 

oxigênio (Doussière, Gaillard, e Vignais 1996).  
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Figura 1. Componentes do complexo da NADPH oxidase.  Em repouso a gp91phox e 

p22phox se encontram nos grânulos específicos, vesículas secretórias e, em menor 

proporção, aos grânulos de gelatinase e à membrana plasmática. Enquanto os demais 

componentes (Rac 1/2, p40phox, p47phox e p67phox) se encontram no citosol. Quando 

ativado, os componentes citosólicos são fosforilados e se ligam nos componentes da 

membrana. (Nauseef 2008).  

 

Com a montagem do complexo NADPH oxidase, há a produção de EROs, usando 

NADPH e o oxigênio como substratos (Briggs et al. 1975; Seguchi e Kobayashi 2002). 

A localização da produção de EROs irá depender do estímulo, podendo ocorrer no 

fagolisossomo, no meio extracelular ou nos grânulos (Bylund et al. 2010). O oxigênio ao 

ser reduzido é transformado em radical superóxido (O2
● -).  Ao sofrer dismutação 

espontânea ou por meio da superóxido dismutase (SOD), produz o peróxido de 

hidrogênio (H2O2). Esse reage com íons cloreto, gerando ácido hipocloroso (HOCl) em 

um processo catalisado por mieloperoxidase (MPO) (Klebanoff et al. 2013). O H2O2 e 

O2
● - também geram espécies, como o radical hidroxila (OH●), por meio da reação de 

Haber-Weiss, na qual H2O2 e O2
● - reagem com um metal de transição, ou por meio da 

reação de Fenton com a oxidação do íon ferro pelo H2O2.  Enquanto a geração  do oxigênio 

singleto ocorre por meio da reação do H2O2  com o HOCl (El et al. 2005).  Algumas EROs, 

como H2O2,   também podem se difundir do fagossomo ou grânulos para o citosol, onde 

há vários antioxidantes, como catalase (CAT) e glutationa (GSH) promovendo o balanço 

redox, por meio da remoção das EROs (Kinnula et al. 2002). 
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  O HOCl, por ser um forte oxidante, é altamente tóxico para os microrganismos 

(Winterbourn e Kettle 2013). Além disso, HOCl  (Akong-Moore et al. 2012) e MPO 

contribuem para a formação das NETs (Metzler et al. 2014b).   

 

Figura 2. Complexo NADPH oxidase após ativação celular, com formação do radical 

superóxido, pela transferência de elétrons do NADPH citosólico (Belambri et al. 2018). 

A partir do radical superóxido são formadas as demais EROs, peróxido de hidrogênio, 

ácido hipocloroso, radical hidroxila, radical hidroxiperoxila e oxigênio singleto (Kirchner 

et al. 2012 com modificações) 
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1.2. Armadilhas Extracelulares de neutrófilos (NETs) 

 Em 2004 Brinkmann et al.,  mostrou um outro mecanismo utilizado pelos 

neutrófilos capaz de causar a morte de patógenos, as redes extracelulares de neutrófilos 

(NETs). As NETs são formadas por um tipo de rede de cromatina carregado com histonas 

e  proteínas granulares como elastase, mieloperoxidase, catepsina G, proteinase 3, 

lactoferrina, gelatinase, lisozima C, calprotectina, defensina e catelicidina (Urban et al. 

2009b). Essas redes servem como barreira física capazes de evitar a disseminação do 

patógeno, bem como seus componentes apresentam ação microbicida, levando à morte 

de patógenos (Brinkmann et al. 2004a; Branzk et al. 2014). Além disso, as NETs também 

possuem moléculas capazes de atuar como moléculas de reconhecimento de padrões e 

ativadoras do sistema complemento (Mantovani et al. 2011; Du Clos 2013), como a 

pentraxina (PTX3) (Jaillon et al. 2007). 

Ao serem estimulados, neutrófilos começam a formar NETs rapidamente, dentro 

de 10 minutos, após ativação com PMA, LPS ou IL-8 (Volker Brinkmann et al. 2004), 

porém o tempo para a completa formação de NETs e o mecanismo de formação é 

dependente do estímulo (Parker et al. 2012). 

 

1.2.1. Classificação das NETs 

Apesar dos mecanismos que formam as NETs não estarem completamente 

elucidados, existem dois principais modos de formação, um em que há liberação do DNA 

dos neutrófilos seguido de sua morte, comumente chamado da NETose suicida e outro 

em que os neutrófilos permanecem vivos, podendo se movimentar e fagocitar, chamada 

da NETose vital (Brinkmann 2018). Ainda na NETose vital, um novo mecanismo foi 

mostrado, no qual há a liberação do DNA mitocondrial e não o nuclear (Yousefi et al. 

2009). 

Desta forma, atualmente, NETs podem ser classificadas em três modelos: NETs 

vital independente de EROs , NETs vital dependente de EROs e NETose suicida, que 

também depende de EROs (Delgado-Rizo et al. 2017).   

Na NETose vital independente de EROs, o DNA é liberado em pequenas vesículas 

sem depender da formação de EROs. Esse processo ocorre dentro de 5-60 min após 

ativação via receptores toll-like (TLR) e receptores de proteína 3 do complemento (C3), 
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ativando as vias ERK, PI3K e tirosina cinase (SRC) (Yousefi et al. 2009; Douda et al. 

2015). Nessa NETose vital não há alteração da viabilidade dos neutrófilos, pois não há a 

perda da membrana nuclear nem plasmática. (Pilsczek et al. 2010; Kraaij et al. 2016).  

Na NETose vital dependente de EROs, há a liberação do DNA mitocondrial e isso 

é dependente da produção de EROs mitocondriais. Apesar dos neutrófilos possuírem 

poucas mitocôndrias, as quais apresentam baixa atividade de fosforilação oxidativa e não 

possuem função essencial para o suprimento de energia (Maianski et al. 2004), a produção 

de EROs mitocondriais  é suficiente para levar à formação de NETs. Esse processo ocorre 

dentro de 15 min após estímulo por LPS, C5a ou ionomicina, porém suas vias de ativação 

não são conhecidas (Douda et al. 2015; Yousefi et al. 2009; Delgado-Rizo et al. 2017). 

A NETose suicida é a mais estudada, porém seus mecanismos moleculares não 

estão completamente elucidados. A NETose suicida faz parte de um processo de morte 

celular programada que, no modelo clássico, exige a liberação de EROs geradas por 

NADPH oxidase (Grayson e Kaplan 2016), sendo necessário de 3-4 h para a completa 

formação de NETs, porém algumas células já apresentam formação com 30-60 minutos 

após ativação (Gupta et al. 2014; Tatsiy e McDonald 2018; Chatfield et al. 2018; Della 

Coletta et al. 2015). Nesse mecanismo, a NADPH oxidase é ativada via 

PCK/Raf/MERK/ERK, essa via leva à ativação da enzima Peptidilarginina deaminase 4 

(PAD4), a qual modifica as histonas, convertendo arginina (Arg) em citrulina (Cit), o que 

promove a perda de carga positiva das histonas, não  permitindo sua interação com o 

DNA, levando à descondensação  da cromatina (Wang et al. 2004; Konig and Andrade 

2016; Delgado-Rizo et al. 2017). A NETose ocorre por meio de três fases: a primeira é 

caracterizada por ativação enzimática, como mieloperoxidase, elastase e PAD4, a 

segunda apresenta inchaço da cromatina com a ruptura do envelope nuclear e na terceira 

fase observa-se ruptura da membrana plasmática. O tempo de cada  fase é dependente do 

estímulo (Neubert et al. 2018). 

 

1.2.2. NETs e doenças associadas 

Apesar, da importância de NETs na morte dos patógenos, elas também são citadas 

por causarem danos aos hospedeiros. Elas estão relacionadas com doenças autoimunes 

(Grayson e Kaplan 2016), trombose (Fuchs et al. 2010), doenças inflamatórias sistêmicas 

não infecciosas como injúrias ocasionados por isquemia/reperfusão, podendo-se citar a 
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lesão pulmonar aguda/síndrome do desconforto respiratório agudo (LPA/SDRA) (H. Li 

et al. 2018) e atualmente também foi associado com a síndrome respiratória aguda grave 

causada pelo novo coronavírus 2019 (COVID-19) (Veras et al. 2020; Ackermann et al. 

2021) 

 Em camundongos com injúria pulmonar aguda induzida por bactérias, a 

diminuição das NETs e deficiência de PAD4 reduz a injúria pulmonar, porém aumenta a 

infecção por bactérias (Lefrançais et al. 2018). A associação das NETs com a causa e 

severidade de algumas doenças, como trombose, doenças autoimunes, cânceres, deve-se 

à liberação do DNA e enzimas que podem ativar a cascata de coagulação e formar 

trombos, ou atuar como autoantígenos (Brinkmann 2018). Os mecanismos ainda precisam 

ser elucidados, mas sabe-se que a atuação regulada das NETs é importante para a defesa 

do hospedeiro, porém uma função exacerbada causa danos.   

 

1.2.3. NETs e Espécies Reativas de Oxigênio 

A produção de espécies reativas de oxigênio é uma das principais formas de 

atuação dos neutrófilos no combate contra patógenos, mas também é um sinal para a 

formação das NETs.  Estudos mostraram que a inibição de EROs leva à redução na 

formação das NETs ( Fuchs et al. 2007; Parker et al. 2012). Apesar de não se conhecer 

ao certo como as EROs contribuem para a formação das NETs (Stoiber et al. 2015), sabe-

se que mesmo na formação das NETs independente da ativação de NADPH oxidase 

(NOX)  o oxigênio singleto é essencial para sua formação (Nishinaka et al. 2011).  

Além disso, a localização e a modulação da produção de EROs  (Björnsdottir et 

al. 2015) são importantes na produção das NETs, pois a inibição da produção intracelular 

de EROs leva à redução na produção das NETs (Azevedo et al. 2015), bem como uma 

produção exacerbada de EROs leva à apoptose, e  uma produção intermediária leva à 

produção das NETs (Wang et al. 2019a).  

A mieloperoxidase (MPO), que participa da transformação de EROs, e o ácido 

hipocloroso (HCLO), uma de tais espécies, estão presentes nas NETs produzidas em 

resposta ao estímulo por PMA (Parker et al. 2012; Akong-Moore et al. 2012). A MPO e 

a serina protease elastase neutrofílica (NE) acumulam-se na região ao redor do núcleo 

participando da descondensação da cromatina (de Bont et al. 2018a; Parker et al. 2012). 
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Esse processo da descondensação acontece pela atuação do H2O2, o qual é responsável 

por ativar e dissociar um complexo de proteases presentes nos grânulos azurofílicos, 

composto por mieloperoxidase, elastase, azurocidina, catepsina G, lactoferrina, 

proteinase 3 e lisozima. O H2O2 juntamente com a MPO ativam a NE, a qual degrada F-

actina  permitindo a  translocação da NE para o núcleo (Metzler et al. 2014b), onde 

participa parcialmente da degradação das histonas (Papayannopoulos et al. 2010).  Além 

disso, a  glutationilação da F-actina realizada por influência das EROs também leva à 

polimerização da actina (Stojkov et al. 2017a), processo essencial para as mudanças 

estruturais durante o inchaço da cromatina para a formação das NETs (Neubert et al. 

2018). 

O  H2O2 também ativa  PAD4, levando à citrulinação das histonas ( Li et al. 2010). 

Além disso, essa produção de EROs ocorre ainda na primeira fase da formação das NETs, 

sendo responsável por engatilhar esses mecanismos que levam à total formação das NETs 

na terceira fase (Neubert et al. 2018). Um forte indutor muito estudado na produção das 

NETs dependente de EROs é o PMA. 

1.3. O 13-acetato- de forbol éster 12-miristato (PMA) 

O 13-acetato- de forbol éster 12-miristato (PMA) é um éster de forbol, componente 

orgânico de origem vegetal encontrado na família das Euphorbiaceae. Ele é isolado do 

óleo das sementes de Croton tiglium, e é responsável pelas características tóxicas dessa  

planta, como a ação de irritação da pele e olhos   (Goel et al. 2007; Pagani et al. 2017). O 

PMA é um análogo ao diacilglicerol (DAG), um segundo mensageiro lipídico gerado pela 

enzima fosfolipase C (PLC) a partir da degradação do fosfatidilinositol 4,5 bifosfato 

(PIP2), que é responsável pela ativação da proteína cinase C (PKC) (Steinberg 2008).  
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Figura 3. Estrutura da fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2), mostrando o ponto de 

clivagem da enzima fosfolipase C (PLC), formando diacilglicerol (DAG) comparado a 

estrutura do 13-acetato- de forbol éster 12-miristato (PMA) (fonte: figura do autor) 

 

1.3.1. A Proteína cinase C 

As proteínas cinase C (PKC) são membros da família proteínas serina/treonina 

cinases, da qual também fazem parte as proteínas cinases A (PKA) e proteínas cinases B 

(PKB). As PKC são formadas por isoformas classificadas de acordo o seu domínio 

regulatório que é variável entre os três subgrupos das PKC. As PKCs convencionais ou 

cPKCs possuem quatro isoformas (α, βI, βII, γ) que são ativadas por DAG/PMA e são 

íon cálcio dependentes. As novas nPKC (δ, θ, ξ, η) também são ativadas por DAG/PMA, 

mas são independentes de cálcio, enquanto as atípicas aPKCs (ζ, νλ) independem tanto 

de DAG/PMA quanto de cálcio, são ativadas por fosfatidilinositol-3-4-5-trifosfato (PIP3) 

ou ceramida. Além disso, todos os três grupos precisam do fosfolipídio, fosfatidilserina 

para ativação (Steinberg 2008).  
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Figura 4. Estrutura dos três grupos das proteínas cinases C, com suas devidas isoformas, 

bem como a estrutura domínio de cada PKC. Em azul: domínio conservado das PKC. Em 

amarelo: domínio da ligação do íon cálcio e em vermelho: domínio de ligação do forbol 

(Steinberg 2008). 

 

Os neutrófilos expressam as PKC α, βI, βII, δ, ζ , as quais participam e regulam 

diferentes funções dos neutrófilos como adesão, degranulação e ativação da  NADPH 

oxidase (Bertram e Ley 2011).  

 

1.4. Ativação de neutrófilos por PMA 

Apesar do PMA ser um estímulo químico, estímulos biológicos como C. albicans 

e S. agalactiae induzem uma via relacionada com a do PMA, com a participação de PKC, 

MPO e NE (Konig et al., 2016, Kenny et al., 2017). Ao atravessar a membrana plasmática 

de forma independente de receptores ou canais, o PMA ativa a PKC translocando as 

isoformas do citosol para a membrana celular (Fontes et al. 1997). As cPCKs α e βII 
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possuem um padrão e localização diferente de translocação da nPCKs δ (Nixon e McPhail 

1999). Provavelmente PKCβ já é translocada bem antes de 2 minutos de estímulo, ou já 

se encontra presente na membrana plasmática (Nixon e McPhail 1999; Sheats et al. 2015), 

enquanto a PKCα ainda está começando a translocação. Já a PKCδ é translocada 

totalmente nesse período de tempo (Sheats et al. 2015). A translocação de PKCδ leva à 

fosforilação do  substrato C-cinase rico em alanina miristoilada (MARCKS) (Eckert et al. 

2010; Sheats et al. 2015), a qual se transloca da membrana plasmática para o citosol, 

alterando a mobilidade e afinidade das proteínas CD18 e integrina β2, polimerizando a 

actina e levando à adesão e à migração (Eckert et al. 2010). Com o aumento das moléculas 

de adesão, como E-selectina, (Alam et al. 2005), LFA-1 (Shaw et al. 2004) e 

CD11b/CD18 (Campos et al. 2014), ocorre o rearranjo do citoesqueleto, o qual é 

importante para a montagem do complexo NADPH oxidase (Bengtsson, Orselius, 

Wettero 2006). 

 

1.4.1.  Polimerização da actina e ativação da NADPH oxidase 

Com o rearranjo do citoesqueleto, proteínas como actina, moesina e cofilina, 

interagem com os componentes citosólicos do NOX, p47phox, p40phox e p67phox 

permitindo a translocação para a membrana plasmática (Sheppard et al. 2005). 

As cPKCs  e nPKCs participam da produção de EROs (Capsoni et al. 2012). A 

translocação de PCKα e βII coincidem com a translocação da  p47phox, o que não foi 

observado com  PKCδ (Nixon e McPhail 1999), apesar de Fontayne, Dang, e Benna 

(2002)  terem demostrado que p47phox pode ser fosforilado pelas isoformas PKCα, βI, βII, 

δ, ζ.  A inibição da isoforma α apresentou um menor impacto na produção de 

EROs,(Fontayne, Dang, e Benna 2002), enquanto a inibição de PKCβ reduz 50% da 

produção (Dekker et al. 2000), e sugere-se que as isoformas PKCα, β, δ podem atuar 

como inibitórias, dependendo do sítio de fosforilação na p47phox (Majumdar et al. 1991; 

Kelher et al. 2016).. Além disso, a hiperfosforilação de p47phox leva a desativação da 

NADPH oxidase (DeCoursey e Ligeti 2005).  

A polimerização da actina também é essencial durante as mudanças estruturais 

ocorridas quando há o inchaço da cromatina para a formação das NETs (Neubert et al. 

2018) e EROs participa deste processo  ao levar à glutationilação da F-actina, com 

consequente polimerização (Stojkov et al. 2017a).   A PKCβ  está envolvida no processo 
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da formação de NETs (Gray et al. 2013; Neeli e Radic 2013) enquanto a inibição de nPKC 

e aPKC  não interferem na produção (Gray et al. 2013). 

A produção de EROs consequente à ativação de PKC ocorre por meio da 

fosforilação das vias MAPK/MERK/ERK/p38/Rac-2 (Tatsiy e McDonald 2018; de Bont 

et al. 2018b; Pilsczek et al. 2010; Lim et al. 2011), assim comoERK2 fosforila MARCKS 

(Schönwaßer et al. 1996) que fosforila a via PIP2/PI3K/PIP3/Akt (Ziemba et al. 2016). 

Como já demostrado,  que inibição da via PI3K não inibe MAPK (Avdi et al. 1996), o 

que sugere que sua ativação ocorre concomitantemente ou  depois de MAPK .  

 

1.4.2. Proteínas cinase ativadas por mitógenos (MAPK) 

 A via das proteínas cinase ativadas por mitógenos (MAPK) é uma cascata de 

proteínas cinases, envolvidas na transdução de sinal celular em reposta a sinais 

extracelulares. Essa via é composta por 3 tipos de proteínas cinases:  MAP cinase cinase 

cinase (MKKK), MAP cinase cinase (MKK) e MAP cinase que são sequencialmente 

ativadas por fosforilação. Em mamíferos, as três subfamílias de MAPK mais bem 

caracterizadas, são: MAPK clássica ou cinase regulada por sinal extracelular (ERK1/2), 

cinase c-Jun N-terminal (JNK/SAPK) e p38 cinase (Zhang and Liu 2002).  

Após ativação das isoformas de  PKC (Karlsson, Nixon, e McPhail 2000a; W. 

Zhang e Liu 2002), ativa-se a MAPKKK fibrosarcoma rapidamente acelerado (Raf) 

seguido da MAPKK cinase ativadora de MAPK (MEK) que ativa ERK 1/2, p38 MAPK 

e a pequena proteína G Rac-2 (Hakkim et al. 2011; Lim et al. 2011). MEK 1/2 fosforila 

o componente p67 phox da NADPH oxidase(Dang et al. 2011), e p38 MAPK fosforila o 

componente p47phox da NADPH oxidase (Dang et al. 2006), levando à sua montagem. 

A via das MAPK está associada à formação de NETs dependente de NADPH oxidase 

(Keshari et al. 2013). 

Além disso, ao se reduzir a abundância de ERK/MAPK , inibe-se NOX, inibindo 

a formação de NETs (Chiang, Chuang, e Liu 2011; Mouzaoui et al. 2014; Arumugam et 

al. 2017). Também é diminuída a citrulinação de histonas H3, MPO-DNA (Al-Khafaji e 

Tohme 2016) e reduzida a produção de ácido hipocloroso (HCLO) (Parker et al. 2012).  
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1.4.3. Fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) 

A fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) é uma família de cinases lipídicas agrupadas 

em três classes PI3K I, II e III. Devido seu papel especializado na transdução de sinais a 

PI3K classe I é mais amplamente estudada, sendo dividida em: IA (PI3Kα, PI3Kβ, PI3Kδ) 

e IB (PI3Kγ). A PI3K catalisa a fosforilação da posição 3 do anel de inositol do 

fosfatidilinositol (4,5) bifosfato (PtdIns (4,5)P2 ou PIP2), formando  fosfatidilinositol 

(3,4,5) trifosfato (PtdIns (3,4,5)P3 ou PIP3). PIP3 leva à translocação de várias proteínas 

que possuem o domínio pleckstrin homology (domínio PH), que participam na 

quimiotaxia, migração, degranulação e produção de EROs nos neutrófilos (Puri et al. 

2005; Hawkins et al. 2010).  Por exemplo, a cinase serina/treonína  Akt/PKB que contém 

o domínio PH é ativada ao ser fosforilada, podendo fosforilar proteínas nucleares e 

citoplasmáticas como mTORC, bem como inibir proteínas anti-apoptóticas e ativar a via 

do NFkb (Hemmings e Restuccia 2016).  

 O uso de um inibidor não seletivo de PI3K não reduz a produção das NETs 

induzida por PMA (Van Der Linden et al. 2017), porém a inibição específica da isoforma 

PI3Kγ leva à redução de NETs por PMA (DeSouza-Vieira et al. 2016). Sua presença está 

associada com a produção de NETs, pois PKCβ ativa  PI3K por meio da fosforilação 

(Walser et al. 2013). A PI3Kγ ativada modula positivamente a fosforilação de ERK, 

levando à produção de EROs intracelular nos grânulos por meio da NADPH oxidase, 

inibindo a apoptose e levando à descondensação da cromatina (Karlsson, Nixon, and 

McPhail 2000a; Azevedo et al. 2015; DeSouza-Vieira et al. 2016). Essa inibição da 

apoptose pode estar relacionada com a proteína cinase Atk/PKB, que é ativada ao se ligar 

ao PIP3 por meio do domínio PH (Hemmings e Restuccia 2016). Sabe-se que a produção 

das NETs dependente de NADPH oxidase ativa Akt (Douda et al. 2015; Tatsiy e 

McDonald 2018).  

 Tatsiy e McDonald (2018) mostrou que MEK e p38MAPK está envolvida na 

formação das NETs nos primeiros 15 minutos após estímulo dos neutrófilos, enquanto a 

via PI3K parece contribuir durante todo o processo da netose. Não se sabe ao certo como 

essas vias se comunicam para a formação das NETs, mas sabe-se que elas contribuem 

para a formação de EROs, os quais são responsáveis pela descondensação da cromatina.  
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1.4.4. Cromatina 

A cromatina é organizada com as histonas H3, H4, H2Be H2A, que formam um 

octâmero unido ao DNA, formando o nucleossoma cuja estrutura é unida à histona H1 

(Wang, Wang 2013). As enzimas Peptidilarginina deaminases (PADs) modificam as 

histonas, desaminando arginina (Arg) em citrulina (Cit), permitindo a descondensação  da 

cromatina (Wang et al. 2004; Konig, Andrade 2016)  

Os neutrófilos expressam alto nível de PAD4 (Nakashima, Hagiwara, e Yamada 

2002), a qual é responsável pela citrulinação das histona H3 e H4 (Arita et al. 2006). Isso 

leva a formação de fibras de 15-25 nm de cromatina, (Brinkmann et al. 2004;Wang et al. 

2009) com a ruptura do núcleo celular e conseguinte da membrana plasmática (Neubert 

et al. 2018). 

 Os neutrófilos de camundongos estimulados por PMA têm 48,5% de citrulinação 

de histonas quando comparados a células não estimuladas (P. Li et al. 2010), porém ainda 

é um ponto controverso, já que foi observado que neutrófilos humanos estimulados por 

PMA não geram citrulinação (Neeli e Radic 2013).  

 

1.4.5. Gasdemina D 

Recentemente dois estudos mostraram a importância de um outro mecanismo para 

a liberação das NETs, a proteína gasdermina D. Gasdermina D (GSDMD) é uma proteína 

que possui dois domínios, a porção N-terminal e C-terminal que são separadas por uma 

porção ligante. Ela é conhecida por promover um tipo de morte celular, chamada de 

piroptose. Nessa, a caspase inflamatória 1 é ativada através da via canônica, que ocorre 

via inflamassoma, ou pela caspase 11 na via não canônica que é independente do 

inflamassoma. Isso permite a clivagem da gasdermina, que leva à formação de poros na 

membrana celular (Shi et al. 2015; Kayagaki et al. 2015).  Após a clivagem, a porção 

GSDMD-C permanece no citosol, enquanto o produto de GSDMD-N se oligomeriza na 

membrana celular, formando poros (Liu et al. 2016).  

Um estudo, com neutrófilos estimulados por LPS e bactérias Gram-negativas, 

mostrou que a GSDMD promove a liberação das NETs pela via não canônica do NLPR3 

independente de piroptose (Chen et al. 2018). Enquanto em neutrófilos estimulados por 
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PMA,  a gasdermina foi clivada por meio da ativação das serino-proteases por EROs, o 

que levou à liberação das  NETs (Sollberger et al. 2018). 

 

 

Figura 5. Esquema mostrando a ativação do PMA até a geração das NETs. O PMA 

atravessa a membrana plasmática e ativa as isoformas PKC (α, βI, βII, δ) que se 

translocam para a membrana celular, ao mesmo tempo que já existem PKCβ presente na 

membrana. PKCδ fosforila MARCKS que ativa a via PI3K permitindo a fosforilação de 

PIP2 em PIP3. Por outro lado, PIP3 se liga ao domínio PH de proteínas, como AKT. O 

PTEN regula a formação de PI3K por meio da desfosforilação de PIP3 em PIP2. O PIP2 

é convertido em DAG e IP3 pela fosfolipase C (PLC), que libera Ca +.  A PKC também 

ativa a via MAPK. A PKC, PIP3 e MAPK (MEK1 / 2 e p38) são responsáveis por 

fosforilar os componentes citosólicos da NADPH oxidase (p47 phox, p67phox e 

p40phox) que se translocam para a membrana, montando o complexo NADPH-oxidase 

na membrana plasmática e grânulos específicos, permitindo  a formação de EROs . O 

peróxido de hidrogênio (H2O2) ativa e dissocia as proteases presentes nos grânulos 

azurófilos: mieloperoxidase (MPO), elastase neutrofílica (NE), azurocidina (AZU), 
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catepsina G (CG), lactoferrina (LTF), proteinase 3 (PR3) e lisozima (LYZ). A dissociação 

da NE com a degradação da F-actina, permite a translocação de NE para o núcleo, a qual  

degrada as histonas. Além disso, PIP3 ativa PKC ζ que por sua vez ativa PAD4 que causa 

a citrulinação de histonas. Criado com BioRender (fonte: figura do autor).  

 

1.5. Apocinina 

A apocinina ou acetovanilona (4-hydroxy-3-methoxyacetophenone) é uma 

acetofenona com massa molecular de 166,17 g/mol. Descrita pela primeira vez em 1883, 

isolada da planta Apocynum cannabinum (Cânhamo canadense). Em 1971, foi 

encontrada  nas raízes da planta nativa do sul da Ásia, Picrorhiza kurroa 

(Scrophulariaceae) (Stefanska e Pawliczak 2008). Em 1990, foram descritas sua ação 

sobre o complexo NADPH oxidase e suas propriedades anti-inflamatórias (Simons, ’t 

Hart, et al. 1990; Hart et al. 1990; Hougee et al. 2006).  

 Em  estudos  de isquemia/reperfusão, a apocinina reduz a expressão de receptores 

que medeiam a inflamação,  como TLR4 e oxido nítrico sintase induzível (iNOS) e a 

mieloperoxidase – marcador da infiltração de neutrófilos (Uysal et al. 2014; Luo et al. 

2015), pois reduz a migração dos neutrófilos ao reduzir a polimerização de actina (Müller 

et al. 1999).  

Em neutrófilos, células endoteliais e monócitos a apocinina inibe a montagem de 

NAPDH oxidase reduzindo a translocação de p47phox (Stolk et al. 1994; Barbieri, Cavalca, 

Eligini, Brambilla, et al. 2004; L. Zhang et al. 2016; Trevelin et al. 2016).  Para sua ação, 

ela precisa ser oxidada por H2O2 e MPO, formando um radical de apocinina, que oxida 

tióis do complexo NAPDH oxidase (Heumüller et al. 2008b; Almeida et al. 2012; Simons, 

Bert, et al. 1990). Além disso, apocinina pode inibir a ativação de NF-kB em monócitos, 

ao inibir a ligação de NF-kB ao DNA  (Barbieri, Cavalca, Eligini, Brambiella, et al. 2004) 

e em neutrófilos estimulados por TNF-α (A. L. Cross et al. 2020) 

Em modelos animais e em células não fagocíticas, a apocinina não inibe NADPH 

oxidase, mas inibe Rho-cinase (Schlüter et al. 2008), atua como um antioxidante e previne 

a ativação de proteína cinase ativada por mitógeno (p-38MAPK), proteína cinase 

específica de serina/treonína (ATk) e cinases  reguladas por sinal extracelular 

(ERK1/2)(Heumüller et al. 2008a). 

http://www.wikiwand.com/pt/Scrophulariaceae
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Apocinina é biodisponível, não sendo tóxica, além disso é rapidamente absorvida 

por adiministração oral (Wang et al. 2008; Chandasana et al. 2015). No presente estudo, 

ela é utilizada para inibir o burst respiratório.  

 

2. JUSTIFICATIVAS 

As NETs são citadas como “faca de dois gumes”, pois auxiliam na morte de 

patógenos, mas são associados a diversas doenças, como aterosclerose e trombose. Vários 

estudos demostram a relação da produção de EROs intracelular com a formação de NETs, 

porém ainda não é claro como eles interagem para que as NETs sejam produzidas. Já foi 

demostrado que NETs são produzidas dentro de 3-4 horas, mas a primeira fase (60 

minutos) de sua formação, a qual é engatilhada por EROs, é importante para regular as 

demais (Neubert et al. 2018), porém seus mecanismos são pouco estudados. Sabe-se que 

a PKCβ reduz 50% da produção de EROs (Dekker et al. 2000) e que ela ativa Raf/MEK 

ERK 1/2/p38 MAPK /Rac-2 (Hakkim et al. 2011; Lim et al. 2011), bem como PI3K por 

meio da fosforilação (Walser et al. 2013). Essas vias fosforilam, os diferentes 

componentes da NADPH oxidase, ativando o complexo e levando à formação das NETs 

(Dang et al. 2011; 2006; Karlsson, Nixon, e McPhail 2000a; Azevedo et al. 2015; Rochael 

et al. 2015)  

É importante entender as vias posteriores a formação de EROs que são necessárias 

para desencadear a formação de NETs, por exemplo, entender se EROs realmente levam 

à ativação de PAD4 e se ela é realmente necessária; como EROs modulam a 

polimerização de actina e quando esse processo é desencadeado. E quais as demais 

proteínas/vias são ativadas por EROs no início do processo que levam à formação das 

NETs.  

 

3. OBJETIVOS  

O objetivo deste trabalho é avaliar a influência do burst respiratório na fase precoce da 

produção de NETs e no perfil proteico e funcional de neutrófilos, bem como propor 

possíveis mecanismos moleculares associados a esses processos. 

 



37 
 

3.1. Objetivos específicos 

• Avaliar a cinética da produção de EROs em neutrófilos estimulados com PMA; 

• Avaliar o efeito da inibição de NADPH oxidase na cinética de produção de EROs 

por neutrófilos;  

• Avaliar se o inibidor da NADPH oxidase pode reverter a produção de EROs em 

neutrófilos estimulados com PMA; 

• Estudar os efeitos da ativação por PMA e da inibição por apocinina sobre a 

atividade fagocítica dos neutrófilos; 

• Verificar a relação da produção de EROs com a geração de NETs; 

• Analisar o perfil proteômico de neutrófilos, buscando correlações entre as vias de 

fagocitose, migração e produção das NETs com a produção de EROs e sua 

inibição; 

• Correlacionar a produção de NETs, o burst respiratório e as alterações fagocitárias 

e migratória ao perfil proteômico das condições estudadas. 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Coleta de amostra 

 Foram selecionados oito indivíduos com idade entre 18 e 35 anos, com ausência 

de histórico de doenças crônicas, ou de manifestações alérgicas, inflamatórias e infecto 

contagiosas nos últimos 3 meses, não fumantes, que não fizeram uso de álcool nas últimas 

48 horas que antecederam a coleta, que não fizeram uso de medicamentos. Todas as 

coletas foram realizadas no período da manhã. Todos os voluntários preencheram e 

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), aprovado previamente 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa (parecer 3.368.158). 

4.2. Separação dos polimormonucleares  

 O sangue coletado, por punção venosa periférica com seringa heparinizada (5 

UI/mL) foi processado conforme protocolo (de Souza Castro et al. 2006), com 

adaptações. Os polimorfonucleares foram separados, por gradiente de densidade de 

Percoll com concentrações de 60% e 70%. A seguir foram realizadas lavagens para a 

retirada do Percoll da amostra e hemólise para retirada das hemácias residuais. Então 

foram verificados o número de células e a viabilidade, utilizando azul de tripan e 

avaliando por microscopia óptica em câmara de Neubauer. A contagem permitiu que os 
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ensaios subsequentes fossem realizados com um número constante de células. A pureza 

foi verificada em lâmina (3,9x104células) com coloração em panótico. Foi realizada a 

contagem diferencial de 100 células (Aquino et al. 2016). 

 Apenas amostras apresentando viabilidade > 98%, pureza > 93% e contagem > 

1x107 células foram utilizadas nos ensaios subsequentes conforme figura 6. 

 

 

Figura 6. Delineamento experimental. Coleta sanguínea seguida da separação dos 

polimorfonucleares por gradiente de densidade. Após as células foram ativadas conforme 

grupo experimental durante 60 minutos, seguindo para análises subsequentes (EROs por 

EPR e teste de NBT, fagocitose por microscopia óptica, análise e quantificação de NETs 

por confocal e espectrofluorometria e proteômica por LC-MS/MS. Criado por BioRender. 

(fonte: figura do autor).  

4.3. Ativação celular 

Após a contagem, os polimorfonucleares foram diluídos de forma a se obter a 

concentração final de 6600 células/µl em todos experimentos. Então, as células foram 

estimuladas com PMA (100 nmol/L) e tratadas com apocinina (300 µmol/L) (Ferreira 

Cespedes et al. 2012). Foram preparados grupos experimentais com inibição antes ou 

depois da ativação com PMA, de forma a se avaliar sua capacidade de prevenir e de 
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reverter a ativação, respectivamente, durante 60 minutos, período da primeira fase de 

formação das NETs (Neubert et al. 2018).Foram utilizados os seguintes grupos 

experimentais: 

• Q – Controle de PMN quiescentes;  

• P – PMN  ativados com PMA 100nmol/L durante 60 minutos;  

• I – PMN  inibidos com apocinina 300µmol/L durante 60 minutos;  

• PI – PMN ativados com PMA 100nmol/L por 20 minutos seguido de inibição 

com apocinina 300µmol/L durante 40 minutos; 

• IP – PMN  inibidos com apocinina 300µmol/L por 20 minutos seguido de 

ativação com PMA 100nmol/L durante 40 minutos. 

 

4.4. Quantificação de EROs pelo teste de NBT 

No teste de nitroazul de tetrazólio (NBT) semi-quantitativo, o ânion superóxido 

(O2
. -) reduz o tetrazólio em formazan (Virella, Thompson, e Haskill‐Strowd 1990), o qual 

foi quantificado por contagem em lâmina. Para o preparo das amostras, foram separados 

3,9x104 polimorfonucleares para cada condição.  

Cada condição foi incubada com o primeiro agente (PMA ou apocinina) a 37ºC 

por 20 minutos. A seguir, foi adicionado o segundo agente e incubado por mais 20 

minutos (as condições com apenas 1 agente receberam adição de tampão). Após esses 40 

minutos, foram acrescentados 20µL de NBT 0,1% em um volume final de 56 µL, por 20 

minutos. Foram preparadas lâminas para cada condição (3,9x104células), que foram 

visualizadas em microscópio óptico em aumento de 100x sendo observadas de forma 

qualitativa a intensidade e distribuição dos cristais de formazan. 

4.5. Quantificação de EROs por Ressonância Paramagnética Eletrônica 

(EPR) 

EPR é uma técnica de espectroscopia muito sensível, que permite a detecção de 

radicais livres em sistemas biológicos, mesmo em baixas concentrações e com constate 

geração de radicais. Ela se baseia na absorção da radiação eletromagnética, no caso micro-

ondas, por amostras que possuem elétrons desemparelhados. A interação das micro-ondas 

com os elétrons desemparelhados em uma determinada frequência, a qual é determinada 

pelo tipo de espécie a ser detectada, gera uma energia que permite a transição do momento 
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paralelo ao campo magnético para uma posição antiparalela. Com a transição, o sistema 

absorve energia do campo magnético, sendo sua derivada (taxa de variação instantânea 

do campo magnético, em relação a absorção) detectada (Davies 2016). O uso de spin 

probes, como o 1-Hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine (CMH), 

permite detectar radicais intra e extracelulares (majoritariamente intracelulares)  

transitórios, prolongado seu tempo de vida pois o CMH reage com o superóxido, 

produzindo CM● nitróxido, o qual é detectado e apresenta maior estabilidade que o radical 

superóxido (Elajaili et al. 2019). 

Por limitações do equipamento, foi realizada a leitura de uma amostra por vez. 

Para deduzir a variação do tempo entre cada amostra, antes de cada leitura, foram 

adicionados 200µmol/L da sonda CMH aos neutrófilos (2x107) e realizada a leitura por 5 

minutos, para detectar a produção basal de radicais. A seguir, o ativador ou inibidor foi 

adicionado e foi realizada a leitura por 60 minutos no espectrômetro Bruker (Bruker EMX 

plus, Germany), feitas em um Q (fator de qualidade da cavidade estoque da energia de 

micro-ondas) de 1400. Para as condições duplas (PMA+inibidor e inibidor+PMA), 

quando o primeiro ativador foi colocado realizou-se a leitura durante 20 minutos, tempo 

comparável ao utilizado nos demais ensaios. Depois, adicionou-se o segundo modulador 

e realizou-se a leitura durante os 40 minutos finais (Dikalov et al. 2014 adaptado).  

 Para comparar a evolução temporal da produção de superóxido gerado entre as 

amostras, a cinética das curvas foi definida pelo modelo de Gompertz, o qual permite 

identificar a taxa de crescimento de funções sigmoides, como observado na ativação por 

PMA, conforme equação (Tjørve e Tjørve 2017): 

 

y = a𝑒−𝑒
(−k(x−xc))

 

Em que 

   Y, é a taxa de produção,  

 a, é a taxa máxima de crescimento, 

 e, é a constante de Euler, 

x, é o tempo  

xc, é o tempo de inflexão da curva,  

k, é a taxa de crescimento. 



41 
 

4.6. Quantificação do DNA extracelular por espectrofluorimetria 

Os polimorfonucleares (2x105 células/condição) estimulados por 1 hora com 

PMA e/ou inibidor foram incubados nos 20 minutos finais com Sytox Green (10 µmol/L). 

As leituras foram feitas em microplaca de fluorescência de 96 poços, em 

espectrofluorímetro com excitação em 485 nm e emissão em 538 nm (Gupta et al. 2005). 

4.7. Análise do DNA complexado com a elastase por confocal 

Os polimorfonucleares (2x105 células/condição) foram aderidos em lamínulas 

com polilisina 0,001% durante 30 minutos, seguidos por ativação de 1 hora com PMA 

e/ou inibidor. Após, as células foram fixadas com formaldeído 1% por 30 minutos, 

seguidos de duas lavagens com HBSS 1X. Para bloquear as interações não específicas 

com o anticorpo, foi utilizada a solução de bloqueio (BSA 0,1%) durante 30 minutos. As 

células fixadas foram incubadas com anticorpo anti-elastase 1:1000 (MA5-32548; 

Invitrogen) por 3 horas em temperatura ambiente, seguidos de uma lavagem com HBSS 

e incubadas com anticorpo secundário Alexa Fluor 405 1:1000 (A48258; Invitrogen) por 

1 hora em temperatura ambiente. Após, foi adicionado Sytox Green (10 µmol/L) durante 

5 minutos, seguido de duas lavagens com HBSS. As lamínulas foram colocadas em 

lâminas com 0,5 µL de glicerol 50%. As lâminas foram visualizadas no microscópio 

confocal Leica TCS SP5. O confocal foi adquirido usando o plano 100x lente com óleo 

de imersão com zoom 2,0x. O sinal de imunofluorescência do Alexa Fluor 405 e do Sytox 

Green foram excitados a 450 nm e 485nm, com multilaser argon, respectivamente (Rada 

2019 com modificações) 

4.8. Fagocitose 

Após os 40 minutos de estímulo com PMA ou tratadas com apocinina, as células 

(3,25 x103), foram incubadas com levedura (Saccharomyces cerevisiae) 1:5, por 20 

minutos a 37ºC para permitir a fagocitose. A seguir foram colocadas em lâminas, coradas 

com soluções do corante panótico. As contagens foram realizadas no aumento de 100x 

(Muniz-Junqueira et al. 2003 adaptado), observando-se o número de neutrófilos 

realizando fagocitose e o número de leveduras contidas nos neutrófilos. 
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4.9. Migração celular em tempo real por RTCA 

Para a avalição da capacidade de migração realizada em RTCA (do inglês, Real 

Time Cell Analyzer), primeiro foi necessária a realização da montagem da placa CIM 

(CIM-Plate 16, ACEA Bioscenses Inc.,San Diego, CA) na seguinte ordem: nos poços 

inferiores para a avaliação da migração, foram adicionados 160µL de fMLP 100nM ou, 

para o controle negativo, foram adicionados 160µL de HBSS Ca+ Mg+ . Após encaixar a 

câmara superior, foram adicionados 25 µL de HBSS Ca+ Mg+ em todos os poços 

superiores, seguido de incubação em temperatura ambiente por pelo menos 60 minutos, 

para a formação do gradiente quimiotático entre as câmaras. Após os PMN serem 

incubados com PMA e/ou inibidor, uma alíquota de 60 µL de células foi adicionada aos 

poços superiores da placa, as quais foram imediatamente colocadas no RTCA, para a 

medição do índice celular durante 2 horas a cada 60 segundos (Cano, Vargas, e Lavoie 

2016).  

4.10. Preparação para proteômica 

4.10.1. Lise celular 

Após a separação das células e incubação com os moduladores descritos acima, 

as alíquotas foram centrifugadas a 1600 rpm por 5 min a 4 ºC. O sobrenadante foi retirado 

e foram realizadas duas lavagens com HBSS seguidas por centrifugação. Em seguida, 

foram acrescentados ao pellet 200µL de Tampão de Lise (SDS 2%, DTT 0,1 mol/L, 

TEAB 20 mmol/L, inibidor de protease 2%) e incubados em thermomixer por 10 min a 

80ºC, 1000 rpm. Então, foram sonicados com cavitação em ponteira por 5 ciclos de 15 

segundos a 50% de potência, com intervalos de 15 segundos. As amostras foram 

congeladas em -80ºC e analisadas posteriormente (Wiśniewski et al. 2009b). 

4.10.2. Digestão das proteínas 

Para a digestão das proteínas, as amostras anteriormente congeladas em -80ºC 

foram descongeladas, centrifugadas a 16000 g por 15 min a 21º C. O sobrenadante foi 

aliquotado e adicionado DTT 0,1M. Após, foi realizada a quantificação das proteínas no 

fluorímetro Quibit (Invitrogen), conforme instruções do fabricante e normalizada a 

concentração de proteínas para 150 µg/µL. As proteínas foram colocadas sobre o sistema 

de filtro Vivacon 500 com cut-off de 30kDa.  Foram realizadas três lavagens com 200 µl 

de ureia 8M pH 8,0 e centrifugados a 10000 g por 15 min a 21ºC. Foram adicionados 150 

µL de DTT 0,1 mol/L e mantido em repouso no escuro por 30 minutos. Foram realizadas 
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mais duas lavagens com 200 µL de ureia 8M e centrifugados a 10000g por 15 min a 21ºC. 

As proteínas foram alquiladas com 150µl de iodocetamida 50mM com amberlite 0,5% e 

mantidas em repouso por 20 minutos seguido de uma lavagem com 100 µl de ureia 8M. 

Após o descarte foram adicionados 100 µL de TEAB 20 mM e centrifugados a 10000 g 

por 15 min a 21ºC. As amostras foram incubadas com tripsina 1 µg a 37ºC por 16 horas 

(Wiśniewski et al. 2009a) 

Após incubação com tripsina, as amostras foram centrifugadas a 14000 g por 10 

min a 21º C. Foram adicionados 50 µl de TEAB 20 mM seguido de nova centrifugação. 

A seguir adicionaram-se mais 45 µl de TEAB 20 mM seguido de centrifugação. 

Adicionou-se TFA 0,5 % aos peptídios que passaram pelo filtro e secou-se em SpeedVac.  

 

4.10.3. Dessanilização 

Os peptídios foram ressuspensos em 50 µL de ácido fórmico 0,1% e foram 

aplicados nas colunas, previamente preparadas em ponteiras com C8, C18 e resina Poros 

R2. As amostras foram centrifugadas a 900 g por 4 min a 21ºC. Foram seguidos por três 

lavagens com 200 µL de TFA 0,1 % e centrifugações. A seguir, foram realizados 2 ciclos 

de eluição com 80 µL de acetonitrila 20% + TFA0,1%; 2 ciclos com acetonitrila 50% + 

TFA0,1%; 2 ciclos com acetonitrila 90% + TFA0,1%, cada ciclo fora seguido de 

centrifugações a 600 g por 2 min a 21ºC. As amostras foram secas em SpeedVac, 

ressuspensas em 50 µL de ácido fórmico 0,1% e quantificadas em Quibit. Cada amostra 

teve a concentração de peptídios ajustada para 0, 5µg/ µL em ácido fórmico 0,1%. 

 

4.11.  Análise proteômica 

O extrato de peptídios em ácido fórmico foi analisado como descrito em (Viana 

et al. 2018), com adaptações. Foi aplicado em sistema cromatográfico de fase reversa 

(Dionex UPLC  3000), composto por coluna de aprisionamento de 3 cm x 100 µm 

contendo partículas de C18 5 µm e coluna analítica de 35 cm x75 µm contendo partículas 

de C18 3 µm. As colunas estavam conectadas por válvulas em sistema ventilado e 

receberam fluxo de solvente A composto por ácido fórmico 0,1% em água e solvente B 

composto por ácido fórmico 0,1% em acetonitrila. Foram realizadas injeções automáticas 

de 1ug de peptídios de cada replicata em cada condição.  As frações foram eluídas da 
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coluna analítica diretamente à câmara de ionização de um espectrômetro de massa ion-

trap/orbitrap Elite. Os componentes eluídos foram ionizados por eletropulverização, 

acelerados em campo eletromagnético e analisados em sistema orbital de frequências 

(orbitrap), com resolução de MS1 igual a 120000, para determinação das massas 

moleculares. Para o sequenciamento, os 20 componentes de maior intensidade, acima do 

limite de intensidade de 3000, foram selecionados e fragmentados por colisão com gás 

inerte (CID) e submetidos ao sistema de armadilha de íons (ion trap). A reanálise de íons 

já fragmentados foi inibida por exclusão dinâmica, favorecendo a identificação de 

peptídios menos abundantes. O conjunto de espectros obtidos foi armazenado em 

arquivos. RAW, os quais podem ser encontrados no repositório Massive / 

ProteinXchange, na pasta “LBQP_Hylane_neutrofPMA/Raw_spec_files”. 

 

4.11.1. Bioinformática  

Os dados gerados por LC-MSMS foram analisados no programa Progenesis, para 

quantificação das proteínas detectadas. Os espectros foram alinhados conforme corrida 

de referência que possuía o maior score, ou seja, com maior número de íons peptídeos, 

compensando a variação de alinhamento entre as corridas. A seguir, foram filtrados 

excluídos os de carga >7, normalizando os dados pela mediana da corrida de referência e 

o desvio absoluto mediano. Após filtrados pelo fold change ≥ 2, os peptídeos foram 

exportados para identificação no programa Peaks, utilizando o banco de dados UNIPROT 

filtrado para a espécie Homo sapiens, com tolerância de erro de massa de 10ppm, 

fragmentos de 0,5Da, considerando carbamidometilação e oxidação como modificações 

pós-traducionais fixas e variáveis, respectivamente. Foi utilizado um banco reverso 

(decoy), para determinação de FDR (False Discovery Rate), sendo utilizado o limite de 

FDR de 1% e com no mínimo dois peptídeos para confiabilidade de identificação de 

proteínas  (Schmidt, Forne, e Imhof 2014).  

Após identificação, as proteínas foram importadas novamente para o Progenesis, 

para finalizar a quantificação das proteínas identificadas. As proteínas foram 

consideradas significativamente reguladas quando ANOVA p≤0,05 e fold change ≥ 2. 
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4.11.2. Análise das vias  

As proteínas reguladas, foram agrupadas por vias moleculares no sistema Panther 

(http://www.pantherdb.org/) (Tang et al. 2016). As vias foram analisadas usando o teste 

de sobre-representação com anotação no banco Reactome versão 65 (Croft et al. 2014), 

usando o teste de Fisher corrigido por FDR. As interações entre as proteínas foram 

analisadas pelo programa STRING (https://string-db.org/) (Szklarczyk et al. 2017) 

usando o score de confiança médio (0.400) e a regulação positiva ou negativa foi expressa 

por meio da distribuição da taxa de abundância relativa entre as condições. As imagens 

foram geradas por meio do Cytoscape v3.8.2 (Shannon et al. 2003), o diagrama de corda, 

gerado por meio do software Circos (Krzywinski et al. 2009) e a o digrama de Venn pelo 

site Bioinformatics & Evolutionary Genomics. no seguinte link: 

https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/. 

 

4.12. Análise estatística 

As proteínas detectadas como reguladas pelo teste ANOVA foram submetidas ao 

teste post-hoc de Tukey para cada par de condições, sendo consideradas 

significativamente reguladas as que apresentaram p-valor ajustado ≤0,05. Como critério 

adicional de estringência foi adotado como filtro o fold change ≥ 2.  

Os testes das NETs, fagocitose e migração são apresentadas por média ± erro 

padrão.  Foi realizado o teste de variância ANOVA fator único, e o teste t de Student para 

verificar o nível de significância, sendo considerado significativo p≤0,05.  

 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Apocinina aplicada antes do PMA reduz a taxa de crescimento da 

produção de EROs 

A análise da cinética de produção de radical superóxido, ajustada pelo modelo de 

Gompertz (ANEXO A), mostrou que o aumento na produção de EROs é tempo 

dependente com um indício de estabilização, e essa produção foi induzida por PMA e 

prevenida por apocinina. Na Figura 7A, nas condições de PMA isolado ou adicionado 

http://www.pantherdb.org/
https://string-db.org/
https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
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antes do inibidor, observa-se o início da produção de EROs nos primeiros minutos, 

atingindo o pico da velocidade da produção por volta de 10 minutos. Essa cinética é 

característica da produção intracelular de EROs, a qual é menos intensa no  início e 

apresenta um pico mais tardio, comparada à produção extracelular, que antes de 5 minutos 

já apresenta o pico máximo de produção (Drábiková et al. 2013; Karlsson, Nixon, e 

McPhail 2000b). O que condiz com o método utilizado, uma vez que o CMH, detecta 

majoritatiamente EROs intracelulares, devido à sua lipofilicidade (Dikalov et al. 2011).  

Ressalta-se que, apesar do estímulo utilizado não ter a formação do fagossomo, PMA 

produz EROs intracelular  nos grânulos específicos (Karlsson, Nixon, e McPhail 2000a; 

Ambruso, Cusack, e Thurman 2004). 

Além disso, PMA permite um longo tempo de produção de EROs, perdurando de 20 

até 60 minutos (Chapman et al. 2019; Karlsson, Nixon, e McPhail 2000b; Drábiková et 

al. 2013; Nagarkoti et al. 2019), tendo sido a duração de pelo menos 60 minutos 

confirmada no presente trabalho, utilizada por ser a fase inicial para a formação das NETs 

(Neubert et al. 2018). Observamos que há uma tendência à duração maior que 60 minutos, 

uma vez que ao final do estudo a curva ainda se apresenta ascendente. Nota-se que a 

adição de PMA após 20 minutos de incubação com o inibidor, desencadeia um aumento 

tardio (de início aos 35 min) e de menor intensidade na produção de EROs. Comparado a 

ativadores como fMLP e TNF-α que se ligam a receptores de membrana para ativação, 

PMA possui picos mais intensos e que perduram por um tempo maior (Boussetta et al. 

2010; Björnsdottir et al. 2013). No presente estudo não foi realizada suplementação com 

oxigênio ao longo da incubação, porém como a ativação de neutrófilos em condições 

fisiológicas tem início na circulação e continuidade na matriz extracelular, o modelo 

experimental parece mimetizar tal condição, com decaimento progressivo da pO2. 
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Figura 7. A.Cinética da produção de Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) por EPR 

durante 60 minutos. Ajuste de curva pelo modelo de Gompertz com r≥ 0,99. B. Taxa de 

crescimento (k) de Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) conforme modelo de 

Gompertz. C. Imagens típicas da análise do teste de NBT em microscopia óptica, setas 

indicando cristais de formazan. PMN ativados por PMA (100 nmol/L) e apocinina (300 

µmol/L) por 1 hora.  * Difere estatisticamente do quiescente teste T (p<0,05). ** Difere 

estatisticamente do PMA pelo teste T (p<0,05).  

 

O uso de apocinina neste estudo levou a uma redução na taxa de crescimento de 

EROs. Quando foi incubada antes da ativação com PMA (Fig.7B), essa taxa é bem menor 

do que a observada nos grupos P e PI, e a quantidade e intensidade de cristais de formazan 

observadas foram bem menores (Fig. 7C).  A apocinina inibe a translocação de p47phox  

prejudicando a sua colocalização com gp91phox (Stolk et al. 1994; Trevelin et al. 2016) 

. Para essa atividade, a apocinina precisa da formação de EROs, permitindo sua  oxidação 

por H2O2 e MPO, formando um radical de apocinina, que oxida tióis do complexo 

NAPDH oxidase (Heumüller et al. 2008b; Almeida et al. 2012; Simons, Bert, et al. 1990). 

Os resultados deste estudo mostraram que os 20 minutos de ação da apocinina antes da 

adição de PMA foram suficientes para prevenir significativamente a produção de EROs, 

pois a produção detectada no grupo IP foi menor que P e PI (p=0,05). Sendo assim, é 
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possível deduzir que a produção basal de EROs durante 20 minutos foi suficiente para a 

formação do radical de apocinina. A apocinina inibe a translocação da p47phox, de forma 

reversível, ou parcial, visto pela tendência de aumento de EROs após 15 minutos de 

ativação por PMA, no grupo IP (Fig.7A), porém, a visualização dessa reversibilidade 

pode ter sido limitada pelo tempo de observação.  

 

5.2. A produção de EROs pode ser revertida? 

A adição inicial de PMA e, posteriormente, de inibidor levou a uma taxa de 

crescimento de EROs menor do que a exposição apenas ao PMA (p=0,05), porém maior 

do que o observado no grupo IP. Esperava-se que o grupo PI tivesse uma maior redução 

de EROs, pois, apocinina precisa de EROs para sua ação (Heumüller et al. 2008b; 

Almeida et al. 2012; Simons, Bert, et al. 1990). Porém, isso não foi observado (Fig. 7B), 

sugerindo que a produção basal de EROs de neutrófilos seja suficiente para a formação 

do radical de apocinina nas condições experimentais adotadas.   

Como é conhecido, PMA ativa PKC levando à montagem do complexo NADPH 

oxidase. Dekker et al. (2000) mostrou que neutrófilos, após estímulo com PMA, 

translocam PKCβ do citosol para a membrana plasmática em 0,5 -2 minutos, contribuindo 

com mais de 50% da produção de EROs. Esse pico de produção de EROs está associado 

com a translocação da p47phox para a membrana plasmática e para o fagolisossomo (Dusi 

et al. 1993; Stolk et al. 1994) e a sua fosforilação (DeLeo et al. 1999b; Fontayne et al. 

2002; Dekker et al. 2000) que já ocorre nos primeiros minutos de estímulo, com um pico 

de fosforilação em 20 minutos de ativação perdurando por até 30 minutos (Nagarkoti et 

al. 2018) catalisada por PKC e por outras cinases (DeCoursey e Ligeti 2005).  Desta 

forma, as informações na literatura até o momento sugerem que os primeiros 20 minutos 

na ativação por PMA seriam suficientes para a translocação e fosforilação da p47phox.  

Ainda assim, nossos resultados mostram que a taxa de crescimento de EROs observada 

no grupo PI é menor que a do grupo P (Fig. 7B). Possíveis hipóteses para explicar tal 

observação seriam a ação antioxidante da apocinina (Heumüller et al. 2008b), permitindo 

a remoção das EROS, reduzindo a intensidade da produção, ou a translocação de apenas 

parte do estoque citosólico de p47phox nos minutos iniciais (Dusi et al. 1993; Stolk et al. 

1994) 
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5.3.  A regulação inicial de EROs influencia na formação das NETs. 

A  primeira hora de ativação por PMA é importante para a formação das NETs 

(Neubert et al. 2018) e os presentes resultados indicam que os primeiros 20 minutos são 

suficientes para produzir a quantidade de EROs (Fig.7 ),  necessária para engatilhar a 

formação das NETs (Fig. 8). Os resultados mostraram que o uso do inibidor após ativação 

por PMA (PI) alterou a taxa de crescimento de EROs em relação ao PMA (P) (Fig.7 B), 

porém não levando a diferença na produção das NETs (Figura 8 j-l). Contudo, sabe-se 

que apocinina é oxidada por H2O2  e MPO, formando um radical  de apocinina que oxida 

tióis do complexo NADPH oxidase (Heumüller et al. 2008a; Almeida et al. 2012). Como 

PMA é capaz de induzir a produção de oxidantes em poucos minutos (Pilsczek et al. 

2010), era esperado que essa produção de EROs pudesse contribuir para a ação da 

apocinina, o que não foi observado. Os resultados mostraram uma atuação menor da 

apocinina, quando adicionada após o PMA (PI), do que quando adicionado antes do PMA 

(IP), engatilhando a formação das NETs (Fig. 8 e 9).  Nota-se uma mudança morfológica 

dos lóbulos nucleares, característica do afrouxamento do DNA, durante a formação das 

NETs além disso, há uma redução na presença de elastase, na periferia do citoplasma, nos 

grupos P e PI (Fig. 8 i,l).  Isso provavelmente se deve ao fato de EROs ativarem a elastase, 

translocando-a dos grânulos para o núcleo, onde contribui para a degradação das histonas 

(Papayannopoulos et al. 2010; Metzler et al. 2014b). 
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Figura 8. Imagem mostrando marcação do DNA celular com Sytox green (verde) e com 

o marcador específico de anti-elastase neutrofílica (azul) analisado por microscopia 

confocal.PMN ativados por PMA (100 nmol/L) e apocinina (300 µmol/L) por 1 hora. a-

c. Q: quiescente, d-f.I: Inibidor, g-i: P: PMA, j-l.PI: PMA+Inibidor,m-o. IP: 

Inibidor+PMA. Setas mostrando o afrouxamento dos lóbulos nucleares e NETs. Escala 
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da barra indica 25 µm. E 50 µm no grupo PI. Imagem representativa do experimento 

realizado em triplicata.  

 

A taxa de crescimento de EROs é menor no grupo IP que nos grupos P e PI, apesar 

da tendência de aumento na produção de EROs, observado 15 minutos após, ativação 

pelo PMA (Fig. 7). Quanto à morfologia celular (Fig. 8 m-o) e à quantificação das NETs 

(Fig.9), foi observada uma similaridade do grupo IP ao quiescente, seguindo padrão 

similar ao observado na produção de EROs. Portanto, este estudo propõe que a produção 

de EROs induzida por PMA nos primeiros 20 minutos, o qual já apresenta  a taxa máxima 

de  produção intracelular de EROs (Karlsson, Nixon, e McPhail 2000b; Douda et al. 

2015), é suficiente para engatilhar os mecanismos de formação das NETs.  

 

Figura 9. Quantificação da marcação do DNA extracelular PMN ativados por PMA (100 

nmol/L) e apocinina (300 µmol/L) por 1 hora.. Sinal de fluorescência emitida por Sytox 

green, analisada em placa de 96 poços, por espectrofotômetro. Q: quiescente, I: Inibidor, 

P: PMA, PI: PMA+Inibidor, IP: Inibidor+PMA. * Difere estatisticamente do quiescente, 

inibidor e do IP teste T (p<0,05). 

 

5.4. A regulação de EROs influencia na atividade fagocítica. 

As lâminas de neutrófilos incubados com leveduras mostraram que a inibição de 

NADPH oxidase reprimiu o aumento de fagocitose induzido por PMA. Observou-se uma 

atividade fagocítica 25% menor em neutrófilos do grupo IP (Fig.10A) comparado aos 
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grupos P e PI, os quais apresentavam fungos em estruturas reticulares, provavelmente 

NETs, as quais não foram vistas nas demais condições (Fig.10B).  Stolk et al. 1994, não 

demonstraram nenhuma interferência da apocinina na fagocitose de neutrófilos incubados 

com Staphylococcus aureus opsonizado , porém Almeida et al. 2012 demonstraram que 

neutrófilos pré-incubados com apocinina e depois incubado com Staphylococcus aureus 

opsonizado, apresentaram uma redução de 25% na fagocitose, tal resultado é coerente 

com o encontrado no presente estudo. Essa aparente divergência pode ser devida à 

diferença nos tempos de pré-incubação com apocinina. enquanto  Stolk et al. 1994 usaram 

apenas S. aureus opsonizado e 5 minutos de incubação, Almeida et al. 2012 usaram S. 

aureus opsonizado e 2 horas de incubação. Neste estudo utilizou-se PMA e S. cerevisiae, 

com incubação de 20 minutos.  

 

 

Figura 10. A- Teste de fagocitose de S. cerevisiae por polimornucleares incubados 

com PMA (100 nmol/L) e apocinina (300 µmol/L) por 1 hora.  A- Número médio de 

leveduras por neutrófilo. B- Imagens de microscopia óptica típicas do teste de 
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fagocitose representativa de 8 experimentos. * Difere estatisticamente do controle 

pelo teste T (p<0,05). 

 

5.5. A cinética de EROs regula o perfil de abundância das proteínas? 

Na identificação das possíveis vias reguladas por um indutor de NETs e um 

inibidor da NADPH oxidase, foram identificados na análise proteômica label-free, 824 

proteínas, dessas 268 foram reguladas (ANEXO B).  As proteínas revelaram perfis de 

agrupamento distinto entre os grupos quiescente (Q), inibidor (I) e inibidor + PMA(IP) 

versus PMA (P) e PMA+ inibidor (PI) (Fig.11).  

 

 

 

Figura 11. Perfil proteômica das 268 proteínas reguladas, dentre as 824 proteínas que 

foram identificas, mostrando dois perfis distintos de abundância, com proteínas reguladas 

positivamente nos grupos P, PI e IP comparado aos grupos Q e I. Enquanto se observou 

perfis de proteínas reguladas positivamente entre os grupos Q, I e IP comparado aos 

grupos P e PI. Q: quiescente, I: Inibidor, P: PMA, PI: PMA+Inibidor, IP: Inibidor+PMA. 
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Análises realizadas no programa Progenesis. As 268 proteínas mostraram diferença no 

teste ANOVA p≤0,05 e fold change ≥ 2. 

 

 

Das 268 proteínas, foram verificadas 96 proteínas que apresentaram no mínimo dois 

peptídeos identificados (ANEXO A), as quais seguiram para as análises subsequentes. 

5.6. Quais vias foram reguladas pela cinética de EROs? 

 O PMA é um forte ativador e regulou diversas vias dos neutrófilos, quando 

comparado ao quiescente, regulando 58 proteínas (Fig.12). Enquanto a comparação de 

quiescente versus inibidor apresentou menos proteínas reguladas que a comparação com 

PMA (Fig.12). Das 9 proteínas reguladas pelo inibidor 5 foram específicas (não foram 

reguladas em nenhuma outra comparação), sendo 4 reguladas positivamente e 1 regulada 

negativamente, enquanto o PMA possui 11 proteínas específicas, 3 reguladas 

positivamente e 7 reguladas negativamente (Fig.13 C, D). Ao associar o inibidor com o 

ativador, verificou-se que PMA compartilha mais proteínas reguladas com os grupos PI 
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e IP do que o inibidor com ambos. Enquanto PMA compartilha 66 proteínas com PI e IP, 

o inibidor possui 7 proteínas em comum. (Fig.13 C,D). 

 

 

Figura 12. Diagrama de corda, mostrando as proteínas reguladas em cada grupo 

experimental comparado ao quiescente. P:PMA, PI: PMA+Inibidor, IP: Inibidor+PMA, 

I: Inibidor. Imagem gerada pelo programa Circus. 

 

As proteínas foram classificadas por vias por meio do programa Panther, 

avaliando a sobreposição ao banco Reactome, bem como as interações entre as proteínas 
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foram analisadas pelo programa String. Dentre as vias enriquecidas no conjunto de 

proteínas reguladas, a ativação dos PMN mostrou associação com os processos de 

modificação pós-traducional, adesão e migração, degranulação, cascata de complemento, 

dentre outras (Fig.13A).  

 

Figura 13. A, B. Agrupamento por vias das proteínas reguladas positivamente e 

negativamente em cada grupo experimental comparado ao quiescente conforme 

classificação no programam Panther com sobreposição do banco Reactoma. PMA: rosa, 

Inibidor: azul, PMA+Inibidor; cinza, Inibidor+PMA: verde.C,D.  Diagrama de Venn 

mostrando a sobreposição das proteínas reguladas positivamente e negativamente em 

cada grupo experimental comparado ao quiescente. Diagrama gerado no site do 

Bioinformatics & Evolutionary Genomics.  

 

 Para a verificação do perfil de abundância entre grupos das proteínas, que foram 

classificadas por vias, foi utilizado o fold change entre as condições aos pares (ANEXO 
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C). Com o objetivo de entender as proteínas/vias que foram reguladas pela inibição de 

EROs, que possam ter relação com a formação de NETs, foram consideradas apenas as 

proteínas que foram reguladas pelo P em comparação a Q e avaliado seu comportamento 

em relação às condições I, PI e IP. Como os grupos PI e P não tiveram diferenças 

significativas entre si na formação de NETs, mas apresentaram diferença dos grupos Q, I 

e IP, foram consideradas as proteínas que tivessem o padrão de abundância P ~ PI e 

diferentes significativamente dos grupos Q, I ou IP. Desta forma, foram consideradas as 

proteínas significativamente reguladas entre os grupos, PI versus IP, P versus IP e PI 

versus I (Fig. 14), e as proteínas reguladas entre Q versus PI, P versus I (ANEXO C).   

 

 

Figura 14. Agrupamento das proteínas por vias em neutrófilos ativados por PI: PMA + 

Inibidor, IP: Inibidor + PMA, P: PMA, PI: PMA+Inibidor, I: Inibidor. Tamanho do nó se 

refere ao fold change em PI x I, assim como a cor que representa o fold change das 

proteínas reguladas positivamente (vermelho) e negativamente (azul) em PI x IP e as setas 

representam fold change das proteínas reguladas em P x IP. As circunferências em cinza 
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representam as vias associadas às proteínas e os círculos rosa e verde representam 

proteínas que participam da dinâmica de actina e migração celular. As vias foram 

analisadas pelo programa Panther com sobreposição do banco Reactome e as interações 

por meio da plataforma String. Imagem produzida no programa Cytoscape. Fonte: autor 

 

Dentre as proteínas, descontadas do controle versus P e PI e que foram diferentes 

entre os grupos PI e IP (Fig.14), as proteínas, Proteína 10 contendo o domínio 

desintegrina e metaloporteínase (ADAM10), alfa-1-microglobulina/bikunina precursor 

(AMBP) e LIM Zinc Finger domain containing 1 (LIMS1) apresentaram o perfil de 

abundância positivamente reguladas em P e PI e negativamente reguladas em Q, I e IP. 

Não foram observadas proteínas com regulação negativa entre os grupos P e PI e 

positivamente reguladas em Q, I e IP.  

Para verificar a influência na redução de EROs, foi considerado o perfil de 

abundância de proteínas apresentada por P>PI>IP. Nesse perfil, foi encontrada somente 

a proteína calmodulina (CALM2) que, juntamente com ADAM10, AMBP e LIMS1, 

participam da dinâmica da actina e migração celular (Verploegen, Van Leeuwen, et al. 

2002; Kadrmas e Beckerle 2004) .   

5.7. A regulação de EROs altera a migração celular? 

A proteína LIMS1pode participar da dinâmica da actina através da produção de EROs 

(Kadrmas e Beckerle 2004). Enquanto o silenciamento de ADAM10 prejudica a 

polimerização de actina (Pruessmeyer et al. 2014),  a inibição de  ADAM10 reduz ICAM-

1, alterando a migração celular (Morsing et al. 2021).Enquanto AMBP1 atua como 

antioxidante, prevenindo a oxidação lipídica (Cederlund et al. 2015). Sabe-se que a 

polimerização da actina contribui para a formação das NETs estimulada por PMA(X. 

Wang et al. 2018; Metzler et al. 2014a), participando da primeira fase (60 minutos) 

(Neubert et al. 2018). Além disso, a inibição na produção de EROs previne a montagem 

da F-actina, alterando a dinâmica do citoesqueleto durante a formação das NETs, e esse 

processo parece envolver o processo de glutationilação (Stojkov et al. 2017b), porque 

EROs produzido pela NADPH oxidase interagem com grupos tióis, interferindo na 

função de diversas proteínas (Sies e Jones 2020).   
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A proteômica também mostrou uma regulação da CALM2 em neutrófilos P > 

PI>IP>Q~I (Fig.15). Cálcio, que é um efetor de calmodulina, é importante para a 

formação das NETs (Van Der Linden et al. 2017), além disso, calmodulina participa na 

produção de EROs e migração de neutrófilos induzida por fMLP (Verploegen, van 

Leeuwen, et al. 2002). Este estudo demostrou que a inibição da produção de EROs levou 

à redução de LIMS1, ADAM10, AMBP e calmodulina induzido por PMA.  

 

 

Figura 15. Abundância relativa das proteínas envolvidas na migração celular, entre os 

grupos Q: Quiescente, I: Inibidor, P: PMA, PI: PMA+Inibidor, IP: Inibidor+PMA. A. 

proteína com perfil de abundância P>PI>IP>(Q~I) B.C.D.  Proteínas com perfil de 

abundância (P~PI)>(Q~I~IP). * Difere estatisticamente do quiescente e do inibidor teste 

T (p<0,05). ** Difere estatisticamente do IP pelo teste T (p<0,05).  A barra mostra a 

diferença estatística entre o grupo P versus PI e PI versus IP (p<0,05). 

 

E ao analisar a função migratória dos PMN, PMA estimula a migração celular de 

neutrófilos em direção ao quimiotático fMLP, e o inibidor parece não impedir o processo, 

pois não alterou a cinética de migração no grupo PI em comparação ao P(Fig.16). 

Condizendo com a regulação positiva das proteínas LIMS1, ADAM10, AMBP (Fig.15) 

nesses grupos, o que sugere que essas proteínas devem participar do processo inicial da 
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migração, engatilhado pela produção de EROs e favorecendo a formação das NETs. 

Porém, ao analisar o grupo IP, parece haver um efeito sinérgico, por I (Fig.16), que amplia 

muito a resposta ao quimiotático, essa ativação posterior da migração no grupo IP, não se 

relacionou com a produção de EROs ou a formação das NETs.   Apesar, desse resultado 

no grupo IP, essa resposta foi observada após a adição do PMA após 20 minutos de 

incubação com o I, desta forma, mesmo ocorrendo alterações posteriores a esses 20 

minutos no perfil migratório, isso não foi capaz de aumentar a formação das NETs ou o 

padrão das proteínas citadas acima, durante os 60 minutos observados. Sugerindo, que as 

proteínas observadas são reguladas nos minutos iniciais, e que a migração tardia (depois 

de 20 minutos), é regulada por outras proteínas.  
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Figura 16. A. Cinética da taxa de migração de neutrófilos em cada grupo experimental 

durante 3 horas de ativação. Q: Quiescente, I: Inibidor, P: PMA, PI: PMA+Inibidor, IP: 

Inibidor+PMA. B. Média da área sob a curva da cinética da migração celular.  * Difere 

estatisticamente dos grupos Q, I, P, PI pelo teste T (p<0,05). ** Difere estatisticamente 

dos grupos Q, I, IP pelo teste T (p<0,05).   

 

Ao analisar as proteínas reguladas exclusivamente no grupo IP que foram 

diferentes do grupo Q, I, P e PI. De maneira interessante, foram encontradas as proteínas 

apoliproteína (APOBR), p67phox (NCF2), vitronectina (VTN), tubulina (TUBB4), 
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calgranulina (S100A8) (ANEXO C). Chamando atenção a calgranulina, vitronectina e 

tubulina (Fig.17), as quais são intimamente ligadas à migração celular. A calgranulina 

pode ser fracamente secretada quando estimulada pelo PMA por meio da produção de 

EROs (Tardif et al. 2015). Além disso, a calgranulina participa da adesão e migração 

celular por meio da liberação de L-selectina e ativação da MAC-1, mas não altera a 

polimerização de actina (Ryckman et al. 2003). Enquanto, a vitronectina também atua na 

migração dos neutrófilos (Tsuruta et al. 2007; Zuchtriegel et al. 2021) e adesão por meio 

da ligação com a integrina (Hendey et al. 1996).  A tubulina é uma proteína que compõe 

os microtúbulos, os quais não interferem na formação das NETs (Neubert et al. 2018) e, 

apesar de não ser necessária para a migração dependente da polimerização e 

despolimerização da actina (Kaverina e Straube 2011) nos primeiros 30 minutos após 

ativação (Stroka, Hayenga, e Aranda-Espinoza 2013), ela é importante para a polarização  

(Eddy, Pierini, e Maxfield 2002; Yoo et al. 2012), permitindo a eficiência e 

direcionamento da migração celular juntamente com a actina (Kaverina e Straube 2011).  

De forma interessante, os resultados apresentados, mostraram que as proteínas 

relacionadas à polimerização da actina (CALM2, ADAM10, AMBP e LIMS1) foram 

negativamente reguladas no grupo IP, enquanto outras proteínas (VTN , TUBB4 , 

S100A8 ) foram exclusivamente reguladas nesse grupo (Fig.17 A, C). Porém, só a 

tubulina parece ter sua regulação contrária a reposta (Sobierajska et al. 2019; Yan et al. 

2015), ou seja, a sua regulação negativa associada à intensificação da migração, como 

observado no estudo. Esses dados juntamente com os demais resultados apresentados, 

sugere que EROs regula a migração celular, por meio da  polimerização da actina (Hattori, 

Subramanian, Sakai, e Luo 2010), e o aumento migratório no grupo IP comparado aos 

demais grupos, deve ter ocorrido pela maior atração dos neutrófilos ao quimioatraente, 

exercido pelos microtúbulos (Yoo et al. 2012) favorecido pelo método experimental, com 

o quimiotático (fMLP) na câmara debaixo do fluxo migratório. Porém, ao reduzir o burst 

respiratório, há a formação de múltiplos pseudópodes prejudicando o correto 

direcionamento dos neturófilos que em vivo, prejudica a migração para o sítio 

inflamatório (Hattori, Subramanian, Sakai, Jia, et al. 2010).  
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Figura 17. Abundância relativa das proteínas reguladas exclusivamente no grupo IP. Q: 

Quiescente, P:PMA, I:Inibidor, PI: PMA+Inibidor, IP: Inibidor +PMA. * Difere 

estatisticamente do Q, P, I e PI teste T (p<0,05). 

 

5.8. Cascata de complemento 

Ao avaliar as proteínas que foram engatilhadas pelo PMA, no grupo IP, ou seja, 

proteínas que tiveram o perfil de abundância P~IP (ANEXO C) que foram diferentes 

entre os demais grupos, curiosamente, encontrou -se a proteína Complemento C4A(C4A). 

Já foi demostrado que as células do sistema imune, como os neutrófilos produzem 

proteínas do sistema complemento (Lubbers et al. 2017). Embora só o complemento 3 

(C3), e os fatores de complemento B e P (CFB e CFP) tenham sido previamente 

detectados como liberados por neutrófilos (Yuen et al. 2016), este estudo comprova a 

presença de outras proteínas dessa via em PMN. Cadeia alfa da proteína de ligação C4b 

(C4BPA), Complemento C4A(C4A) e Complemento C3 (C3) estão reguladas 

positivamente em P, PI e IP comparados a Q (Fig.17), sendo que C4A foi maior em IP 

comparado a PI(Fig.13). 
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Figura 18. Abundância relativa das proteínas associadas ao sistema complemento que 

foram diferentes em comparação ao grupo quiescente. Q: Quiescente, P:PMA, I:Inibidor, 

PI: PMA+Inibidor, IP: Inibidor +PMA.  * Difere estatisticamente do quiescente teste T 

(p<0,05). ** Difere estatisticamente do PI (p<0,05) 

 

Embora, C4BPAe C3 não estejam relacionados com a formação das NETs, já que 

não houve diferença entre P e/ou PI com IP, houve sobreposição do perfil de abundância 

de C4A com o perfil produção de EROs e formação das NETs. A cascata de complemento 

já foi citada por poder participar na liberação das NETs, bem como, por ser ativada por 

NETs (de Bont, Boelens, e Pruijn 2019) 

Proteínas do sistema complemento são secretadas com NETs e, por outro lado, a 

opsonização de bactérias com complemento induz uma NETose muito mais potente 

(Yuen et al. 2016). As proteínas C4A, C4BPAe C3 participam da via clássica do sistema 

complemento, que pode ativar C9 levando à formação de poros na membrana, induzindo 

a lise celular (Morgan 2016). C4 tem sido citado por participar em várias doenças 

autoimunes, com uma diferença entre C4a e C4b (N. Li et al. 2017). Desta forma, sugere-

se que a proteína do sistema complemento C4A, detectada pela primeira vez em PMNs, 

pode participar na formação das NETs, o que pode favorecer a lise celular e/ou gerar 

retroalimentação positiva na formação das NETs, porém é necessário verificar se sua 
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atuação seria intracelular ou se neutrófilos realmente liberam essas proteínas e confirmar 

a atuação delas em NETs. 

 

6.  CONCLUSÃO 

PMA é um potente ativador da produção de EROS e NETs, enquanto a inibição de 

NADPH oxidase antes do estímulo previne produção de NETs, porém isso não ocorre 

com a inibição após estímulo. 

Portanto, com base nos resultados deste estudo, propõe-se que o pico inicial da 

produção de EROs, que ocorre até os 20 minutos após ativação, é suficiente para regular 

o perfil de abundância de proteínas e engatilhar a formação das NETs, aprimorando 

também o aprisionamento de microrganismos pelos PMN, como consequência da 

liberação das NETs. Além disso, a formação das NETs aparentemente, ocorre através da 

regulação da dinâmica do citoesqueleto com a participação da LIMS, ADAM10, AMBP 

e calmodulina, e essa regulação altera a migração celular no momento inicial (20 minutos 

iniciais). Outras proteínas, como a tubulina e vitronectina podem contribuir para a 

migração celular tardia (após 20 min.), sem associação com a formação das NETs.  Além 

disso, dois componentes do sistema complemento foram identificados pela primeira vez 

em PMNs e sugere-se que haja correlação com a produção de EROs e formação das 

NETs. Porém, são necessários mais estudos para confirmar a associação dessas vias com 

a formação de NETs na fase inicial.  

O estudo apresentou limitações em relação ao método de cinética de EROs, o qual 

detectou apenas superóxido, bem como a interrupção na curva de PI e IP para adição do 

segundo modulador (realizada também no ensaio de migração). Além disso, o tempo da 

cinética de EROs foi realizado durante 60 minutos, não sendo verificado qual o tempo 

máximo da produção.   

 

7. PERSPECTIVAS  

Para desenvolvimento de trabalhos futuros, o presente estudo propõe: 

- Ensaios que confirmem a liberação de proteínas do sistema complemento por neutrófilos 

e a relação de cada uma delas com a formação de NETs ou sua ação nas NETs liberadas. 
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- Ensaio de inibição das proteínas de polimerização da actina e sua interferência durante 

a fase inicial de produção de NETs, detalhando correlações entre alterações de 

citoesqueleto, produção de NETs e migração de neutrófilos. 

- Ensaio de cinética de produção de ROS com um tempo superior a 60 minutos, 

verificando o possível aumento de EROs na ativação após inibição, bem como as 

possíveis vias reversíveis.  

-Ensaio para detalhar as vias relacionadas à migração tardia, e a dependência da sua 

ativação em relação a inibição de EROS.  
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9. ANEXOS 

9.1. ANEXO A- Curva experimental que foi ajustada com a curva teórica, segundo modelo de Gompertz. A- Curva experimental; B-curva 

teórica conforme modelo de Gompertz.  
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9.2. ANEXO B- Total de proteínas reguladas  

 

Nº acesso NOME DO 
GENE 

PROTEÍNA PEPTÍDEOS  SCORE 
DE 
CONFIAN-
ÇA 

ANOVA 
(P) 

MÁXIMO 
FOLD 
CHANGE 

REGULADA+ REGULADA- 

P00747 PLG Plasminogen  3 199.81 1,37E-06 7,442711595 P I 

O15389 SIGLEC5 Sialic acid-binding Ig-like lectin 5  2 154.15 2,29E-06 8,49715761 I P 

P01859 IGHG2 Immunoglobulin heavy constant gamma 
2  

8 503.18 2,53E-06 4,538183143 PI I 

A0A0C4DGB6 ALB Serum albumin  34 2276.33 4,64E-06 3,564891688 P I 

P02776 PF4 Platelet factor 4  8 852.66 1,57E-05 9,921863968 I PI 

P01009 SERPINA1 Alpha-1-antitrypsin  5 465.55 3,42E-05 4,584340558 P I 

P26038 MSN Moesin  7 482.08 3,75E-05 20,94773484 PI I 

H3BM21 CD61 Integrin beta (Fragment)  4 228.09 5,02E-05 13,66585384 P I 

E9PHI6 DYNC1LI1 Cytoplasmic dynein 1 light intermediate 
chain 1  

2 188.51 8,14E-05 34,14463145 I P 

Q96HY3 CALM2 CALM2 protein  2 227.76 8,64E-05 5,723389725 P Q 

P19878 NCF2 Neutrophil cytosol factor 2  3 193.34 0,000135 32,72370292 IP I 

P01024 C3 Complement C3  17 1241.19 0,000144 3,272366345 IP I 

J3KS13 CLTC Clathrin heavy chain 1  2 99.08 0,000156 289,9186041 PI Q 

A0A140TA44 C4A Complement C4-A  6 382.3 0,000173 2,809461036 IP Q 

P14780 MMP9 Matrix metalloproteinase-9  16 1074.23 0,000299 4,494917936 I P 

P02775 PPBP Platelet basic protein  6 566.32 0,000355 7,259812659 I PI 

P04114 APOB Apolipoprotein B-100  4 198.12 0,000446 3,158109288 PI Q 

H0Y579 RAD23B UV excision repair protein RAD23 
homolog B (Fragment)  

3 246.15 0,000448 5,011544834 I IP 
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Q0VD83 APOBR Apolipoprotein B receptor  2 161.56 0,000489 76,15700808 P Q 

P22894 MMP8 Neutrophil collagenase  10 797.46 0,000509 4,204055813 I P 

A0A0G2JNE7 LILRB2 Leukocyte immunoglobulin-like receptor 
subfamily B member 2  

2 300.77 0,000632 2,731820718 I P 

P10124 SRGN Serglycin  2 122.85 0,000696 5,22057854 I P 

P06744 GPI Glucose-6-phosphate isomerase  3 133.68 0,000736 69,18239724 P IP 

G8JLA2 MYL6 Myosin light polypeptide 6  3 172.78 0,00094 4,915554504 P I 

P02787 TF Serotransferrin  4 278.34 0,001065 16,26761745 P I 

E7EQB2 LTF Lactotransferrin (Fragment)  64 3879.9 0,001131 3,218701323 I P 

B7ZKW8 RCSD1 CapZ-interacting protein  3 215.74 0,001185 29,36028022 I P 

O15145 ARPC3 Actin-related protein 2/3 complex 
subunit 3  

2 92.52 0,001316 20,71109057 IP I 

P54108 CRISP3 Cysteine-rich secretory protein 3  4 383.55 0,001457 3,742260319 I P 

A0A0A0MRZ8 IGKV3D-11 Immunoglobulin kappa variable 3D-11  2 162.92 0,001491 47,87356432 IP I 

A0A0A0MT10 BIN2 Bridging integrator 2 (Fragment)  3 198.39 0,001798 3,744918693 I IP 

P08311 CTSG Cathepsin G  2 120.39 0,001837 26029,54767 P I 

P26022 PTX3 Pentraxin-related protein PTX3  2 164.7 0,001872 3,965791227 I P 

D3DSM0 ITGB2 Integrin beta  2 163 0,001879 7,443332358 P I 

D6REY1 CHIT1 Chitotriosidase-1  4 265.37 0,001911 4,795699487 I P 

C9JU59 LSP1 Lymphocyte-specific protein 1 
(Fragment)  

2 120.79 0,001979 20,56646075 P Q 

P32320 CDA Cytidine deaminase  2 98.76 0,001992 2,732907193 Q IP 

P36222 CHI3L1 Chitinase-3-like protein 1  6 411.58 0,002067 4,277186879 I P 

E9PFZ2 CP Ceruloplasmin  5 349.32 0,002217 4,318127907 IP I 

P61160 ACTR2 Actin-related protein 2  3 178.62 0,002277 5,379675419 P Q 

P04275 VWF von Willebrand factor  6 361.49 0,003026 4,342327945 I IP 

P04004 VTN Vitronectin  2 107.91 0,003324 4,84931672 IP Q 

P08670 VIM Vimentin  8 495.9 0,003367 5,126462235 PI Q 

P00558 PGK1 Phosphoglycerate kinase 1  3 160.95 0,00373 4,652322923 PI Q 
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P52566 ARHGDIB Rho GDP-dissociation inhibitor 2  3 202.28 0,00396 3,499286821 P I 

P09486 SPARC SPARC  3 279.14 0,004022 10,55598061 I PI 

P04083 ANXA1 Annexin A1  7 477.59 0,004215 6,507880045 IP I 

P02765 AHSG Alpha-2-HS-glycoprotein  2 273.4 0,004258 5,217989972 P I 

P46940 IQGAP1 Ras GTPase-activating-like protein 
IQGAP1  

6 341.83 0,005906 6,93996474 PI Q 

Q9Y490 TLN1 Talin-1  19 1326.36 0,005992 12,4474577 PI Q 

P62805 H4-16 Histone H4  3 183.73 0,006182 24,22164161 P Q 

P06576 ATP5F1B ATP synthase subunit beta, 
mitochondrial  

3 162.57 0,006242 3,636998878 Q IP 

P08238 HSP90AB1 Heat shock protein HSP 90-beta  2 165.65 0,006392 34,00218614 PI Q 

O14672 ADAM10 Disintegrin and metalloproteinase 
domain-containing protein 10  

2 130.57 0,00667 6,428849882 P Q 

P50395 GDI2 Rab GDP dissociation inhibitor beta  2 130.3 0,00679 9,975712584 P PI 

P08603 CFH Complement factor H  5 298.37 0,00711 16,04621871 PI Q 

P30101 PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3  3 205.73 0,007307 5,017297479 P IP 

C9JS14 QPCT Glutaminyl-peptide cyclotransferase 
(Fragment)  

2 86.56 0,007541 4,996048321 I P 

O75594 PGLYRP1 Peptidoglycan recognition protein 1  5 383.03 0,007616 2,799925898 I P 

P02747 C1QC Complement C1q subcomponent 
subunit C  

2 132.98 0,007834 7,352567746 PI I 

A0A0G2JMB2 IGHA2 Immunoglobulin heavy constant alpha 2 
(Fragment)  

2 245.95 0,008163 3,796664527 P I 

P80188 LCN2 Neutrophil gelatinase-associated 
lipocalin  

13 1185.89 0,008252 6,154615379 PI P 

A0A0M3HER1 LIMS1 LIM and senescent cell antigen-like-
containing domain protein 1 (Fragment)  

2 122.12 0,008639 10,57999152 PI IP 

P40197 GP5 Platelet glycoprotein V  3 205.04 0,009073 8,351720651 I PI 

Q6WKZ4 RAB11FIP1 Rab11 family-interacting protein 1  2 124.32 0,009345 6,496450206 Q IP 

P07996 THBS1 Thrombospondin-1  18 1328.31 0,00945 6,274853437 I PI 
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H3BR68 ALDOA Fructose-bisphosphate aldolase A 
(Fragment)  

2 175.51 0,009537 7,671909525 P I 

Q9NZF1 PLAC8 Placenta-specific gene 8 protein  4 209.5 0,009934 3,859640847 P IP 

P05109 S100A8 Protein S100-A8  4 148.05 0,010255 2,593981741 P IP 

P04003 C4BPA C4b-binding protein alpha chain  2 196.55 0,011748 4,249521706 P I 

S4R471 AMBP Protein AMBP (Fragment)  2 168.13 0,012366 41,83551723 PI I 

H7BXD5 GCA Grancalcin  4 208.74 0,012486 12,52553473 P I 

A0A3B3IS95 MDH2  L-lactate dehydrogenase  3 219.59 0,012627 4,573047028 P I 

P20160 AZU1 Azurocidin  9 621.62 0,012898 5,382740274 I P 

I3L312 P4HB Protein disulfide-isomerase (Fragment)  3 159.08 0,013576 3,023082358 PI I 

C9J8U2 NAPRT Nicotinate phosphoribosyltransferase 
domain containing 1, isoform CRA_e  

3 204.39 0,015734 4,050243044 Q PI 

P01857 IGHG1 Immunoglobulin heavy constant gamma 
1  

4 208.32 0,016011 3,431419784 P I 

G3V4X5 PSMA3 Proteasome endopeptidase complex  2 100.97 0,016235 5,592095808 PI IP 

Q6ZNJ1 NBEAL2 Neurobeachin-like protein 2  2 185.42 0,021166 3,097657592 P IP 

A0A2R8Y7C0 HBA2 Hemoglobin subunit alpha (Fragment)  3 117.85 0,021234 63,09675277 P PI 

O75563 SKAP2 Src kinase-associated phosphoprotein 2  2 124.66 0,02138 3,745099954 I IP 

P18206 VCL Vinculin  4 212.97 0,024134 6200,834109 PI Q 

P07737 PFN1 Profilin-1  4 229.69 0,024138 3,788316379 IP PI 

M0R042 TUBB4A Tubulin beta chain (Fragment)  2 130.75 0,027915 2,17347259 Q IP 

P02790 HPX Hemopexin  2 147.52 0,028154 17,35809883 Q IP 

P00491 PNP Purine nucleoside phosphorylase  2 147.35 0,029143 2,724477314 Q P 

P78527 PRKDC DNA-dependent protein kinase catalytic 
subunit  

2 151.46 0,030981 3,228629494 PI P 

E9PN89 HSPA8 Heat shock cognate 71 kDa protein 
(Fragment)  

2 80.58 0,031255 439,790087 PI Q 

D6RBJ7 GC Vitamin D-binding protein  2 126.37 0,031315 230,1735972 IP I 

O00391 QSOX1 Sulfhydryl oxidase 1  2 85.73 0,034083 7,486184894 I P 

P13639 EEF2 Elongation factor 2  2 195.4 0,035673 10,40757245 IP I 



96 
 

P12814 ACTN1 Alpha-actinin-1  4 325.73 0,036936 25,38219158 PI I 

P25705 ATP5F1A ATP synthase subunit alpha, 
mitochondrial  

2 101.86 0,042922 3,253863803 P Q 

P04839 CYBB Cytochrome b-245 heavy chain  4 282.29 0,047259 17,73976813 PI P 

A0A087X1X5 CNN2 Calponin (Fragment)  4 305.71 0,047626 2,620236116 Q P 

P01023 A2M Alpha-2-macroglobulin  10 696.07 6,69E+07 3,597190873 P Q 

Proteínas com peptídeo único  

Nº acesso Nome do 
gene 

Proteína Peptídeos  Score de 
confiança 

Anova 
(p) 

Máximo fold 
change 

Regulada+ Regulada- 

H3BS49 RAB27A Ras-related protein Rab-27A (Fragment)  1 121.17 4,77E-06 6,49610699 P I 

P61978 HNRNPK Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein K  

1 26.78 2,82E-05 106,5428429 I P 

D6RG15 TWF2 Twinfilin-2  1 34.79 4,71E-05 356,4845732 P I 

Q9NQC3 RTN4 Reticulon-4  1 71.03 4,98E-05 12,49516919 P I 

H0Y2P0 CD44 CD44 antigen (Fragment)  1 98.87 8,9E-05 55,23938324 P I 

P11169 SLC2A3 Solute carrier family 2, facilitated 
glucose transporter member 3  

1 90.1 0,000302 44,43051112 P I 

Q96GS4 BORCS6 BL 1 99.69 0,000326 341,2402768 P Q 

Q01082 SPTBN1 Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1  1 43.18 0,000393 48,00200218 P I 

A0A087X1N8 SERPINB6 Serpin B6  1 33.29 0,000536 3,582016945 I P 

A0A0A0MRG2 APP Amyloid-beta A4 protein  1 42.81 0,000601 14,31805954 I P 

P04899 GNAI2 Guanine nucleotide-binding protein G(i) 
subunit alpha-2  

1 100.15 0,000739 20,49913929 PI I 

Q8IXZ2 ZC3H3 Zinc finger CCCH domain-containing 
protein 3  

1 22.74 0,001252 15,69021484 IP P 

P49411 TUFM Elongation factor Tu, mitochondrial  1 61.58 0,001342 26,45089223 IP I 

F6S2S5 LASP1 LIM and SH3 domain protein 1  1 97.56 0,002984 48,07393751 PI I 

A0A087WSY6 IGKV3D-15 Immunoglobulin kappa variable 3D-15  1 97.42 0,003427 6,714500871 P Q 

P27105 STOM Erythrocyte band 7 integral membrane 
protein  

1 42.61 0,003521 8,100893768 Q IP 
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H7C1A7 RENBP N-acylglucosamine 2-epimerase 
(Fragment)  

1 69.47 0,003559 5,179596349 P IP 

E9PNJ4 STIM1 Stromal interaction molecule 1  1 36.73 0,003751 12,15024826 I IP 

E7EVW7 HCLS1 Hematopoietic lineage cell-specific 
protein  

1 75.01 0,004079 9,978055135 PI Q 

C9J0D1 H2AZ2 Histone H2A  1 52.2 0,004131 112,7697502 PI I 

A0A3B3ITU4 C1R Complement C1r subcomponent 
(Fragment)  

1 73.14 0,004229 23,96899446 IP I 

E7EWC2 IQGAP2 Ras GTPase-activating-like protein 
IQGAP2 (Fragment)  

1 85.16 0,004775 Infinity P I 

C9JDZ3 MME Neprilysin (Fragment)  1 115.98 0,005329 7,865181954 IP P 

F8VNZ9 DGKA Diacylglycerol kinase alpha (Fragment)  1 83.53 0,005595 6,581297913 PI Q 

P35858 IGFALS Insulin-like growth factor-binding 
protein complex acid labile subunit  

1 60.85 0,00577 39,35519723 Q I 

D6RHJ3 CANX Calnexin (Fragment)  1 104.73 0,006012 6,775144055 P Q 

D6R9A6 HMGB2 High mobility group protein B2 
(Fragment)  

1 86.35 0,006102 14,69840746 IP PI 

O14980 XPO1 Exportin-1  1 28.25 0,006195 8,464433494 I IP 

Q9Y6V0 PCLO Protein piccolo  1 30.38 0,00631 10,03388763 P I 

F5H6N9 MEFV Pyrin  1 37.64 0,006456 7,830547091 I IP 

C9JCK5 PSMA2 Proteasome endopeptidase complex  1 68.32 0,007113 5,66860395 I IP 

P13807 GYS1 Glycogen [starch] synthase, muscle  1 78.29 0,007358 Infinity P I 

P01871 IGHM Immunoglobulin heavy constant mu  1 117.02 0,007399 6,200321777 IP I 

Q5VU61 TPM3 Tropomyosin alpha-3 chain  1 61.93 0,007791 44,92636935 P Q 

Q9UEY8 ADD3 Gamma-adducin  1 70.51 0,007937 81,25689731 I IP 

O75947 ATP5PD ATP synthase subunit d, mitochondrial  1 75.74 0,008516 2,771469038 P IP 

P19086 GNAZ Guanine nucleotide-binding protein G(z) 
subunit alpha  

1 85.38 0,00855 43,27384562 Q I 

B7Z4L4 RPN1 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--
protein glycosyltransferase subunit 1  

1 80.58 0,009477 52,81126963 P Q 

Q9NRX4 PHPT1 14 kDa phosphohistidine phosphatase  1 51.2 0,009483 4,706396826 Q PI 
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H0YI36 ARHGAP9 Rho GTPase-activating protein 9 
(Fragment)  

1 76.66 0,010773 8,63171442 P PI 

P11021 HSPA5 Endoplasmic reticulum chaperone BiP  1 47 0,010788 507,0119596 PI P 

K7EL96 PLIN3 Perilipin-3 (Fragment)  1 98.29 0,010822 11,17297996 IP Q 

P31930 UQCRC1 Cytochrome b-c1 complex subunit 1, 
mitochondrial  

1 107.17 0,010965 2,652805536 P IP 

Q562R1 ACTBL2 Beta-actin-like protein 2  1 53.18 0,011392 250,0433371 Q PI 

Q96CX2 KCTD12 BTB/P 1 49.13 0,011446 11,22636986 I IP 

A0A087WUI2 HNRNPA2B1 Heterogeneous nuclear 
ribonucleoproteins A2/B1  

1 84.91 0,011812 9,312356923 I IP 

P05556 ITGB1 Integrin beta-1  1 68.32 0,012017 10,16608752 P I 

C9J8H1 ATP6V1E1 V-type proton ATPase subunit E 1 
(Fragment)  

1 73.68 0,012355 2,694667109 I IP 

P16284 PECAM1 Platelet endothelial cell adhesion 
molecule  

1 65.09 0,012801 13,27356853 I IP 

H7C1S1 NCF1 Neutrophil cytosol factor 1 (Fragment)  1 93.46 0,013987 2,506691897 P I 

J3QTI8 OLR1 Oxidized low-density lipoprotein 
receptor 1 (Fragment)  

1 42.54 0,014512 7,818109415 I P 

Q14739 LBR Lamin-B receptor  1 34.7 0,015085 Infinity P IP 

E7ESD2 WASHC2A WASH complex subunit 2A  1 66.99 0,015846 37,81503928 P Q 

E7ETC2 PPP3CA Serine/threonine-protein phosphatase  1 81.18 0,016475 254,4580355 PI I 

Q13045 FLII Protein flightless-1 homolog  1 27.34 0,01661 Infinity P I 

F8WE04 HSPB1 Heat shock protein beta-1  1 80.17 0,017655 19,69474979 P I 

P13667 PDIA4 Protein disulfide-isomerase A4  1 118.51 0,017884 3,260861094 P IP 

Q9BR76 CORO1B Coronin-1B  1 89.61 0,017908 Infinity P Q 

O60749 SNX2 Sorting nexin-2  1 52.18 0,017914 49,71717081 PI IP 

O43815 STRN Striatin  1 117.47 0,018295 542,5502243 PI I 

C9J4S4 RAB7A Ras-related protein Rab-7a  1 26.66 0,019258 14,05138725 I PI 

H7C059 ATG7 Ubiquitin-like modifier-activating 
enzyme ATG7 (Fragment)  

1 68.54 0,019413 100,4234799 I IP 

A0A140T9T7 TAP1 Antigen peptide transporter 1  1 109.75 0,01965 3,049894611 PI IP 
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E7EQN5 ARHGAP4 Rho GTPase-activating protein 4  1 67.23 0,019785 6,294642874 I IP 

O00560 SDCBP Syntenin-1  1 30.26 0,019978 Infinity PI P 

O75558 STX11 Syntaxin-11  1 85.96 0,020371 129,0111052 P PI 

F8VZG5 AK2 Adenylate kinase 2, mitochondrial  1 50.09 0,020659 23,14628753 P IP 

H0YMA0 SNRPA1 U2 small nuclear ribonucleoprotein A' 
(Fragment)  

1 56.47 0,020703 2,762360367 PI IP 

A0A0C4DH38 IGHV5-51 Immunoglobulin heavy variable 5-51  1 73.24 0,020785 2,729250795 PI I 

A0A1X7SBS1 HNRNPU Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein U  

1 46.65 0,020948 3,942356741 Q IP 

Q8WXI7 MUC16 Mucin-16  1 43.81 0,021093 42,79422196 PI IP 

B5MCX3 SEPT2 Septin-2  1 74.09 0,021119 35,1043 P PI 

X6R6Z1 ILF2 Interleukin enhancer-binding factor 2 
(Fragment)  

1 71.49 0,021121 2,080603535 Q IP 

P04217 A1BG Alpha-1B-glycoprotein  1 80.54 0,021377 8,051076504 P IP 

Q16610 ECM1 Extracellular matrix protein 1  1 66.3 0,021574 Infinity Q I 

P11678 EPX Eosinophil peroxidase  1 68.51 0,021915 Infinity PI P 

Q7Z434 MAVS Mitochondrial antiviral-signaling protein  1 48.86 0,021962 6,020013618 I IP 

K7EQ17 NOL4 Nucleolar protein 4 (Fragment)  1 38.82 0,022076 913,1542942 I P 

H0YGG5 A2ML1 Alpha-2-macroglobulin-like protein 1 
(Fragment)  

1 22.67 0,022078 21,94803461 Q PI 

E9PPB3 SORL1 Sortilin-related receptor  1 62.78 0,023021 3,43770618 I P 

Q7Z794 KRT77 Keratin, type II cytoskeletal 1b  1 50.9 0,023565 23,74191857 P Q 

O43707 ACTN4 Alpha-actinin-4  1 67.52 0,023688 7,512459611 P IP 

A0A087WVM2 CD177 CD177 antigen  1 88.91 0,023873 219,7245407 PI I 

K7ERF0 ICAM3 Intercellular adhesion molecule 3 
(Fragment)  

1 103.58 0,024674 68,23589127 I P 

P50225 SULT1A1 Sulfotransferase 1A1  1 50.6 0,024981 2,92165713 Q P 

Q02413 DSG1 Desmoglein-1  1 67.67 0,027015 304,3537118 IP Q 

P51991 HNRNPA3 Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein A3  

1 63.23 0,027269 8,077705982 P PI 
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F5GXY2 LDHA L-lactate dehydrogenase A chain 
(Fragment)  

1 90.67 0,027784 4,22072967 Q PI 

M0QYG6 MCEMP1 Uncharacterized protein (Fragment)  1 107.62 0,028189 4,232207502 PI I 

P25098 GRK2 Beta-adrenergic receptor kinase 1  1 68.69 0,028283 10,16670637 IP Q 

P48735 IDH2 Isocitrate dehydrogenase [NADP], 
mitochondrial  

1 73.94 0,02844 10,08055067 IP I 

O43747 AP1G1 AP-1 complex subunit gamma-1  1 81.13 0,028832 2,989440904 I P 

P59665 DEFA1 Neutrophil defensin 1  1 68.7 0,02936 4,841169407 Q IP 

C9JJ34 RANBP1 Ran-specific GTPase-activating protein 
(Fragment)  

1 73.96 0,029498 8,021630108 Q P 

A0A087X253 AP2B1 AP complex subunit beta  1 41.62 0,029777 2,595624379 Q IP 

H0YLH9 IL16 Pro-interleukin-16 (Fragment)  1 108.27 0,02995 59,06683064 PI I 

P36871 PGM1 Phosphoglucomutase-1  1 29.45 0,03023 754,3145589 IP Q 

D6RD66 WDR1 WD repeat-containing protein 1 
(Fragment)  

1 101.31 0,030298 Infinity P Q 

P46013 MKI67 Proliferation marker protein Ki-67  1 25.74 0,030955 8,126736697 I Q 

O14983 ATP2A1 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum 
calcium ATPase 1  

1 52.49 0,031095 6,566480144 P PI 

B7ZL14 FNBP1 FNBP1 protein  1 90.71 0,031441 9,131498916 PI IP 

A0A3B3ISK1 COPA Coatomer subunit alpha  1 119.83 0,031769 6,26931411 I IP 

A0A087WZB5 PARVB Beta-parvin  1 54.36 0,032231 35,23534942 P IP 

E9PNV5 NAV2 Neuron navigator 2 (Fragment)  1 25.17 0,032343 5,703736112 I P 

F2Z393 TALDO1 Transaldolase  1 50.98 0,032577 Infinity IP P 

F8VSC4 METAP2 Methionine aminopeptidase 2 
(Fragment)  

1 31.34 0,033088 6,570307847 PI IP 

B4E1S2 ANXA4 Annexin  1 38.92 0,033191 14,42774329 IP PI 

H0YNE9 RAB8B Ras-related protein Rab-8B (Fragment)  1 34.27 0,033518 23,28798402 PI Q 

J3KTC3 HPR Haptoglobin-related protein  1 49.99 0,033919 187,4784851 IP I 

K7ER96 TXNL1 Thioredoxin-like protein 1 (Fragment)  1 66.76 0,034258 3,514243847 PI P 

P04179 SOD2 Superoxide dismutase [Mn], 
mitochondrial  

1 22.09 0,03433 160,820978 P Q 



101 
 

A0A0B4J1R6 TKT Transketolase  1 29.35 0,034513 3122,239184 P PI 

E9PGM1 EIF4G1 Eukaryotic translation initiation factor 4 
gamma 1  

1 40.96 0,034609 3,657529753 I PI 

A0A0A0MRJ8 ARHGAP30 Rho GTPase-activating protein 30  1 29.31 0,034672 2,490498345 Q I 

Q14165 MLEC Malectin  1 90.7 0,035257 3,273256117 PI IP 

P31942 HNRNPH3 Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein H3  

1 59.07 0,035388 7,823117036 I P 

Q5JR95 RPS8 40S ribosomal protein S8  1 79.38 0,035599 3,082646788 Q IP 

Q14315 FLNC Filamin-C  1 31.66 0,035684 26489,40129 IP I 

P07954 FH Fumarate hydratase, mitochondrial  1 83.4 0,035991 2,220492574 Q IP 

E9PEW8 HBD Hemoglobin subunit delta (Fragment)  1 35.03 0,036128 446,6344936 Q PI 

P13224 GP1BB Platelet glycoprotein Ib beta chain  1 52.18 0,03633 Infinity I IP 

K7ENW1 TNPO2 Transportin-2 (Fragment)  1 30.61 0,036451 6,363361778 I P 

D6RAU2 RACK1 Receptor of-activated protein C kinase 1  1 71.99 0,037094 8,895534395 I PI 

J3QKZ9 EIF4A1 Eukaryotic initiation factor 4A-I 
(Fragment)  

1 77.59 0,037434 3,916719517 PI IP 

H7C1D4 TSN Translin (Fragment)  1 76.88 0,037471 7,397307514 I P 

Q5SQT6 PPA1 Inorganic pyrophosphatase  1 78.21 0,037539 51,64239639 P PI 

P00390 GSR Glutathione reductase, mitochondrial  1 48.21 0,037744 3,061910891 IP Q 

Q9ULZ3 PYCARD Apoptosis-associated speck-like protein 
containing a CARD  

1 36.98 0,038356 5,929649606 Q IP 

P0DPH7 TUBA3C Tubulin alpha-3C chain  1 29.48 0,038671 20,71414683 Q PI 

A0A0U1RQX0 TXNRD2 Thioredoxin reductase 2, mitochondrial 
(Fragment)  

1 28.46 0,039398 8,352033483 PI I 

P02748 C9 Complement component C9  1 70.95 0,039423 2,255209071 IP Q 

O95678 KRT75 Keratin, type II cytoskeletal 75  1 33.92 0,039521 5,674854301 P Q 

O75636 FCN3 Ficolin-3  1 52.07 0,040026 17,17516011 Q I 

A0A0G2JR51 NCF4 Neutrophil cytosol factor 4 (Fragment)  1 33.48 0,040171 22,5826053 IP P 

P26641 EEF1G Elongation factor 1-gamma  1 134.83 0,040487 2,714163096 Q IP 
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P04439 HLA-A HLA class I histocompatibility antigen, A-
3 alpha chain  

1 86.88 0,040566 4,461847874 P Q 

P49913 CAMP Cathelicidin antimicrobial peptide  1 89.32 0,041009 9,517411093 I IP 

P02533 KRT14 Keratin, type I cytoskeletal 14  1 45.85 0,041163 Infinity PI Q 

B4E0K5 MAPK14 Mitogen-activated protein kinase  1 48.31 0,041175 102,8081768 IP I 

Q92616 GCN1 eIF-2-alpha kinase activator GCN1  1 43.8 0,041198 2,033028088 I PI 

G5EA31 SEC24C Protein transport protein Sec24C  1 93.45 0,041453 6,591369245 PI IP 

P61981 YWHAG 14-3-3 protein gamma  1 125.43 0,041607 184,742385 IP I 

Q70J99 UNC13D Protein unc-13 homolog D  1 93.85 0,041985 3,939929681 Q IP 

H0YAC1 KLKB1 Plasma kallikrein (Fragment)  1 46.21 0,042145 38,91567753 Q P 

C9JVG3 UGP2 UTP--glucose-1-phosphate 
uridylyltransferase (Fragment)  

1 84.86 0,042441 13,71480036 PI P 

O00151 PDLIM1 PDZ and LIM domain protein 1  1 87.94 0,042542 7,787156731 P PI 

E7ETM8 NEXN Nexilin (Fragment)  1 51.01 0,04286 3,472167096 P IP 

P01031 C5 Complement C5  1 80.44 0,043175 2,297256569 PI IP 

Q14766 LTBP1 Latent-transforming growth factor beta-
binding protein 1  

1 81.59 0,043596 2,034311172 I PI 

E9PIT3 F2 Prothrombin  1 101.6 0,043924 6,249227914 IP Q 

P35573 AGL Glycogen debranching enzyme  1 69.75 0,043992 7,252143833 I P 

P48595 SERPINB10 Serpin B10  1 130.29 0,045854 3,731441885 Q IP 

P01602 IGKV1-5 Immunoglobulin kappa variable 1-5  1 25.36 0,046066 5,858919063 PI Q 

Q9UH99 SUN2 SUN domain-containing protein 2  1 126.79 0,046151 2,683527552 Q IP 

Q86YZ3 HRNR Hornerin  1 121.33 0,046272 Infinity PI I 

S4R3H4 ACIN1 Apoptotic chromatin condensation 
inducer in the nucleus  

1 117.24 0,046346 5,114356874 I P 

F5GX73 MGST1 Microsomal glutathione S-transferase 1 
(Fragment)  

1 89.44 0,047377 2,472956252 PI P 

G3V5X6 HNRNPC Heterogeneous nuclear 
ribonucleoproteins C1/C2 (Fragment)  

1 113.41 0,047914 3,02120587 I IP 

P53396 ACLY ATP-citrate synthase  1 29.28 0,048038 380,2171822 Q PI 
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B6VEX4 ABI1 Abl interactor 1  1 59.93 0,048186 3,492587496 Q P 

A0A087WVQ9 EEF1A1 Elongation factor 1-alpha 1  1 30.27 0,048733 3,382164234 Q IP 

P30520 ADSS2 Adenylosuccinate synthetase isozyme 2  1 31.05 0,048833 6,112360491 PI P 

P27449 ATP6V0C V-type proton ATPase 16 kDa 
proteolipid subunit  

1 44.01 0,048871 6,425359688 PI I 

A8MU58 AIMP2 Aminoacyl tRNA synthase complex-
interacting multifunctional protein 2  

1 48.53 0,048902 4,805134822 IP P 

B4DQI4 ABHD14B Protein ABHD14B  1 71.39 0,04903 Infinity P I 

P23142 FBLN1 Fibulin-1  1 63.9 0,049063 347,3720883 I Q 

E9PDE4 CAST Calpastatin  1 56.12 0,049232 5,321295463 Q PI 

P35542 SAA4 Serum amyloid A-4 protein  1 109.68 0,049337 14,02144401 P PI 

Q9NUQ3 TXLNG Gamma-taxilin  1 24.08 0,049537 Infinity P I 

C9JRH2 RCC1 Regulator of chromosome condensation 
(Fragment)  

1 86.49 0,04962 5,570044229 I P 

O00743 PPP6C Serine/threonine-protein phosphatase 6 
catalytic subunit  

1 45 0,049847 4,637426523 PI P 

F8WAS2 ITIH1 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 
H1  

1 25.12 0,049997 Infinity IP I 

Nº acesso Nome do 
gene 

Proteína Peptídeos  Score de 
confiança 

Anova 
(p) 

Máximo fold 
change 

Regulada+ Regulada- 

P00747 PLG Plasminogen  3 199.81 1,37E-06 7,442711595 P I 

O15389 SIGLEC5 Sialic acid-binding Ig-like lectin 5  2 154.15 2,29E-06 8,49715761 I P 

P01859 IGHG2 Immunoglobulin heavy constant gamma 
2  

8 503.18 2,53E-06 4,538183143 PI I 

A0A0C4DGB6 ALB Serum albumin  34 2276.33 4,64E-06 3,564891688 P I 

P02776 PF4 Platelet factor 4  8 852.66 1,57E-05 9,921863968 I PI 

P01009 SERPINA1 Alpha-1-antitrypsin  5 465.55 3,42E-05 4,584340558 P I 

P26038 MSN Moesin  7 482.08 3,75E-05 20,94773484 PI I 

H3BM21 CD61 Integrin beta (Fragment)  4 228.09 5,02E-05 13,66585384 P I 

E9PHI6 DYNC1LI1 Cytoplasmic dynein 1 light intermediate 
chain 1  

2 188.51 8,14E-05 34,14463145 I P 
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Q96HY3 CALM2 CALM2 protein  2 227.76 8,64E-05 5,723389725 P Q 

P19878 NCF2 Neutrophil cytosol factor 2  3 193.34 0,000135 32,72370292 IP I 

P01024 C3 Complement C3  17 1241.19 0,000144 3,272366345 IP I 

J3KS13 CLTC Clathrin heavy chain 1  2 99.08 0,000156 289,9186041 PI Q 

A0A140TA44 C4A Complement C4-A  6 382.3 0,000173 2,809461036 IP Q 

P14780 MMP9 Matrix metalloproteinase-9  16 1074.23 0,000299 4,494917936 I P 

P02775 PPBP Platelet basic protein  6 566.32 0,000355 7,259812659 I PI 

P04114 APOB Apolipoprotein B-100  4 198.12 0,000446 3,158109288 PI Q 

H0Y579 RAD23B UV excision repair protein RAD23 
homolog B (Fragment)  

3 246.15 0,000448 5,011544834 I IP 

Q0VD83 APOBR Apolipoprotein B receptor  2 161.56 0,000489 76,15700808 P Q 

P22894 MMP8 Neutrophil collagenase  10 797.46 0,000509 4,204055813 I P 

A0A0G2JNE7 LILRB2 Leukocyte immunoglobulin-like receptor 
subfamily B member 2  

2 300.77 0,000632 2,731820718 I P 

P10124 SRGN Serglycin  2 122.85 0,000696 5,22057854 I P 

P06744 GPI Glucose-6-phosphate isomerase  3 133.68 0,000736 69,18239724 P IP 

G8JLA2 MYL6 Myosin light polypeptide 6  3 172.78 0,00094 4,915554504 P I 

P02787 TF Serotransferrin  4 278.34 0,001065 16,26761745 P I 

E7EQB2 LTF Lactotransferrin (Fragment)  64 3879.9 0,001131 3,218701323 I P 

B7ZKW8 RCSD1 CapZ-interacting protein  3 215.74 0,001185 29,36028022 I P 

O15145 ARPC3 Actin-related protein 2/3 complex 
subunit 3  

2 92.52 0,001316 20,71109057 IP I 

P54108 CRISP3 Cysteine-rich secretory protein 3  4 383.55 0,001457 3,742260319 I P 

A0A0A0MRZ8 IGKV3D-11 Immunoglobulin kappa variable 3D-11  2 162.92 0,001491 47,87356432 IP I 

A0A0A0MT10 BIN2 Bridging integrator 2 (Fragment)  3 198.39 0,001798 3,744918693 I IP 

P08311 CTSG Cathepsin G  2 120.39 0,001837 26029,54767 P I 

P26022 PTX3 Pentraxin-related protein PTX3  2 164.7 0,001872 3,965791227 I P 

D3DSM0 ITGB2 Integrin beta  2 163 0,001879 7,443332358 P I 

D6REY1 CHIT1 Chitotriosidase-1  4 265.37 0,001911 4,795699487 I P 



105 
 

C9JU59 LSP1 Lymphocyte-specific protein 1 
(Fragment)  

2 120.79 0,001979 20,56646075 P Q 

P32320 CDA Cytidine deaminase  2 98.76 0,001992 2,732907193 Q IP 

P36222 CHI3L1 Chitinase-3-like protein 1  6 411.58 0,002067 4,277186879 I P 

E9PFZ2 CP Ceruloplasmin  5 349.32 0,002217 4,318127907 IP I 

P61160 ACTR2 Actin-related protein 2  3 178.62 0,002277 5,379675419 P Q 

P04275 VWF von Willebrand factor  6 361.49 0,003026 4,342327945 I IP 

P04004 VTN Vitronectin  2 107.91 0,003324 4,84931672 IP Q 

P08670 VIM Vimentin  8 495.9 0,003367 5,126462235 PI Q 

P00558 PGK1 Phosphoglycerate kinase 1  3 160.95 0,00373 4,652322923 PI Q 

P52566 ARHGDIB Rho GDP-dissociation inhibitor 2  3 202.28 0,00396 3,499286821 P I 

P09486 SPARC SPARC  3 279.14 0,004022 10,55598061 I PI 

P04083 ANXA1 Annexin A1  7 477.59 0,004215 6,507880045 IP I 

P02765 AHSG Alpha-2-HS-glycoprotein  2 273.4 0,004258 5,217989972 P I 

P46940 IQGAP1 Ras GTPase-activating-like protein 
IQGAP1  

6 341.83 0,005906 6,93996474 PI Q 

Q9Y490 TLN1 Talin-1  19 1326.36 0,005992 12,4474577 PI Q 

P62805 H4-16 Histone H4  3 183.73 0,006182 24,22164161 P Q 

P06576 ATP5F1B ATP synthase subunit beta, 
mitochondrial  

3 162.57 0,006242 3,636998878 Q IP 

P08238 HSP90AB1 Heat shock protein HSP 90-beta  2 165.65 0,006392 34,00218614 PI Q 

O14672 ADAM10 Disintegrin and metalloproteinase 
domain-containing protein 10  

2 130.57 0,00667 6,428849882 P Q 

P50395 GDI2 Rab GDP dissociation inhibitor beta  2 130.3 0,00679 9,975712584 P PI 

P08603 CFH Complement factor H  5 298.37 0,00711 16,04621871 PI Q 

P30101 PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3  3 205.73 0,007307 5,017297479 P IP 

C9JS14 QPCT Glutaminyl-peptide cyclotransferase 
(Fragment)  

2 86.56 0,007541 4,996048321 I P 

O75594 PGLYRP1 Peptidoglycan recognition protein 1  5 383.03 0,007616 2,799925898 I P 
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P02747 C1QC Complement C1q subcomponent 
subunit C  

2 132.98 0,007834 7,352567746 PI I 

A0A0G2JMB2 IGHA2 Immunoglobulin heavy constant alpha 2 
(Fragment)  

2 245.95 0,008163 3,796664527 P I 

P80188 LCN2 Neutrophil gelatinase-associated 
lipocalin  

13 1185.89 0,008252 6,154615379 PI P 

A0A0M3HER1 LIMS1 LIM and senescent cell antigen-like-
containing domain protein 1 (Fragment)  

2 122.12 0,008639 10,57999152 PI IP 

P40197 GP5 Platelet glycoprotein V  3 205.04 0,009073 8,351720651 I PI 

Q6WKZ4 RAB11FIP1 Rab11 family-interacting protein 1  2 124.32 0,009345 6,496450206 Q IP 

P07996 THBS1 Thrombospondin-1  18 1328.31 0,00945 6,274853437 I PI 

H3BR68 ALDOA Fructose-bisphosphate aldolase A 
(Fragment)  

2 175.51 0,009537 7,671909525 P I 

Q9NZF1 PLAC8 Placenta-specific gene 8 protein  4 209.5 0,009934 3,859640847 P IP 

P05109 S100A8 Protein S100-A8  4 148.05 0,010255 2,593981741 P IP 

P04003 C4BPA C4b-binding protein alpha chain  2 196.55 0,011748 4,249521706 P I 

S4R471 AMBP Protein AMBP (Fragment)  2 168.13 0,012366 41,83551723 PI I 

H7BXD5 GCA Grancalcin  4 208.74 0,012486 12,52553473 P I 

A0A3B3IS95 MDH2  L-lactate dehydrogenase  3 219.59 0,012627 4,573047028 P I 

P20160 AZU1 Azurocidin  9 621.62 0,012898 5,382740274 I P 

I3L312 P4HB Protein disulfide-isomerase (Fragment)  3 159.08 0,013576 3,023082358 PI I 

C9J8U2 NAPRT Nicotinate phosphoribosyltransferase 
domain containing 1, isoform CRA_e  

3 204.39 0,015734 4,050243044 Q PI 

P01857 IGHG1 Immunoglobulin heavy constant gamma 
1  

4 208.32 0,016011 3,431419784 P I 

G3V4X5 PSMA3 Proteasome endopeptidase complex  2 100.97 0,016235 5,592095808 PI IP 

Q6ZNJ1 NBEAL2 Neurobeachin-like protein 2  2 185.42 0,021166 3,097657592 P IP 

A0A2R8Y7C0 HBA2 Hemoglobin subunit alpha (Fragment)  3 117.85 0,021234 63,09675277 P PI 

O75563 SKAP2 Src kinase-associated phosphoprotein 2  2 124.66 0,02138 3,745099954 I IP 

P18206 VCL Vinculin  4 212.97 0,024134 6200,834109 PI Q 

P07737 PFN1 Profilin-1  4 229.69 0,024138 3,788316379 IP PI 
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M0R042 TUBB4A Tubulin beta chain (Fragment)  2 130.75 0,027915 2,17347259 Q IP 

P02790 HPX Hemopexin  2 147.52 0,028154 17,35809883 Q IP 

P00491 PNP Purine nucleoside phosphorylase  2 147.35 0,029143 2,724477314 Q P 

P78527 PRKDC DNA-dependent protein kinase catalytic 
subunit  

2 151.46 0,030981 3,228629494 PI P 

E9PN89 HSPA8 Heat shock cognate 71 kDa protein 
(Fragment)  

2 80.58 0,031255 439,790087 PI Q 

D6RBJ7 GC Vitamin D-binding protein  2 126.37 0,031315 230,1735972 IP I 

O00391 QSOX1 Sulfhydryl oxidase 1  2 85.73 0,034083 7,486184894 I P 

P13639 EEF2 Elongation factor 2  2 195.4 0,035673 10,40757245 IP I 

P12814 ACTN1 Alpha-actinin-1  4 325.73 0,036936 25,38219158 PI I 

P25705 ATP5F1A ATP synthase subunit alpha, 
mitochondrial  

2 101.86 0,042922 3,253863803 P Q 

P04839 CYBB Cytochrome b-245 heavy chain  4 282.29 0,047259 17,73976813 PI P 

A0A087X1X5 CNN2 Calponin (Fragment)  4 305.71 0,047626 2,620236116 Q P 

P01023 A2M Alpha-2-macroglobulin  10 696.07 6,69E+07 3,597190873 P Q 

Proteínas com peptídeo único  

Nº acesso Nome do 
gene 

Proteína Peptídeos  Score de 
confiança 

Anova 
(p) 

Máximo fold 
change 

Regulada+ Regulada- 

H3BS49 RAB27A Ras-related protein Rab-27A (Fragment)  1 121.17 4,77E-06 6,49610699 P I 

P61978 HNRNPK Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein K  

1 26.78 2,82E-05 106,5428429 I P 

D6RG15 TWF2 Twinfilin-2  1 34.79 4,71E-05 356,4845732 P I 

Q9NQC3 RTN4 Reticulon-4  1 71.03 4,98E-05 12,49516919 P I 

H0Y2P0 CD44 CD44 antigen (Fragment)  1 98.87 8,9E-05 55,23938324 P I 

P11169 SLC2A3 Solute carrier family 2, facilitated 
glucose transporter member 3  

1 90.1 0,000302 44,43051112 P I 

Q96GS4 BORCS6 BL 1 99.69 0,000326 341,2402768 P Q 

Q01082 SPTBN1 Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1  1 43.18 0,000393 48,00200218 P I 

A0A087X1N8 SERPINB6 Serpin B6  1 33.29 0,000536 3,582016945 I P 
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A0A0A0MRG2 APP Amyloid-beta A4 protein  1 42.81 0,000601 14,31805954 I P 

P04899 GNAI2 Guanine nucleotide-binding protein G(i) 
subunit alpha-2  

1 100.15 0,000739 20,49913929 PI I 

Q8IXZ2 ZC3H3 Zinc finger CCCH domain-containing 
protein 3  

1 22.74 0,001252 15,69021484 IP P 

P49411 TUFM Elongation factor Tu, mitochondrial  1 61.58 0,001342 26,45089223 IP I 

F6S2S5 LASP1 LIM and SH3 domain protein 1  1 97.56 0,002984 48,07393751 PI I 

A0A087WSY6 IGKV3D-15 Immunoglobulin kappa variable 3D-15  1 97.42 0,003427 6,714500871 P Q 

P27105 STOM Erythrocyte band 7 integral membrane 
protein  

1 42.61 0,003521 8,100893768 Q IP 

H7C1A7 RENBP N-acylglucosamine 2-epimerase 
(Fragment)  

1 69.47 0,003559 5,179596349 P IP 

E9PNJ4 STIM1 Stromal interaction molecule 1  1 36.73 0,003751 12,15024826 I IP 

E7EVW7 HCLS1 Hematopoietic lineage cell-specific 
protein  

1 75.01 0,004079 9,978055135 PI Q 

C9J0D1 H2AZ2 Histone H2A  1 52.2 0,004131 112,7697502 PI I 

A0A3B3ITU4 C1R Complement C1r subcomponent 
(Fragment)  

1 73.14 0,004229 23,96899446 IP I 

E7EWC2 IQGAP2 Ras GTPase-activating-like protein 
IQGAP2 (Fragment)  

1 85.16 0,004775 Infinity P I 

C9JDZ3 MME Neprilysin (Fragment)  1 115.98 0,005329 7,865181954 IP P 

F8VNZ9 DGKA Diacylglycerol kinase alpha (Fragment)  1 83.53 0,005595 6,581297913 PI Q 

P35858 IGFALS Insulin-like growth factor-binding 
protein complex acid labile subunit  

1 60.85 0,00577 39,35519723 Q I 

D6RHJ3 CANX Calnexin (Fragment)  1 104.73 0,006012 6,775144055 P Q 

D6R9A6 HMGB2 High mobility group protein B2 
(Fragment)  

1 86.35 0,006102 14,69840746 IP PI 

O14980 XPO1 Exportin-1  1 28.25 0,006195 8,464433494 I IP 

Q9Y6V0 PCLO Protein piccolo  1 30.38 0,00631 10,03388763 P I 

F5H6N9 MEFV Pyrin  1 37.64 0,006456 7,830547091 I IP 

C9JCK5 PSMA2 Proteasome endopeptidase complex  1 68.32 0,007113 5,66860395 I IP 
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P13807 GYS1 Glycogen [starch] synthase, muscle  1 78.29 0,007358 Infinity P I 

P01871 IGHM Immunoglobulin heavy constant mu  1 117.02 0,007399 6,200321777 IP I 

Q5VU61 TPM3 Tropomyosin alpha-3 chain  1 61.93 0,007791 44,92636935 P Q 

Q9UEY8 ADD3 Gamma-adducin  1 70.51 0,007937 81,25689731 I IP 

O75947 ATP5PD ATP synthase subunit d, mitochondrial  1 75.74 0,008516 2,771469038 P IP 

P19086 GNAZ Guanine nucleotide-binding protein G(z) 
subunit alpha  

1 85.38 0,00855 43,27384562 Q I 

B7Z4L4 RPN1 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--
protein glycosyltransferase subunit 1  

1 80.58 0,009477 52,81126963 P Q 

Q9NRX4 PHPT1 14 kDa phosphohistidine phosphatase  1 51.2 0,009483 4,706396826 Q PI 

H0YI36 ARHGAP9 Rho GTPase-activating protein 9 
(Fragment)  

1 76.66 0,010773 8,63171442 P PI 

P11021 HSPA5 Endoplasmic reticulum chaperone BiP  1 47 0,010788 507,0119596 PI P 

K7EL96 PLIN3 Perilipin-3 (Fragment)  1 98.29 0,010822 11,17297996 IP Q 

P31930 UQCRC1 Cytochrome b-c1 complex subunit 1, 
mitochondrial  

1 107.17 0,010965 2,652805536 P IP 

Q562R1 ACTBL2 Beta-actin-like protein 2  1 53.18 0,011392 250,0433371 Q PI 

Q96CX2 KCTD12 BTB/P 1 49.13 0,011446 11,22636986 I IP 

A0A087WUI2 HNRNPA2B1 Heterogeneous nuclear 
ribonucleoproteins A2/B1  

1 84.91 0,011812 9,312356923 I IP 

P05556 ITGB1 Integrin beta-1  1 68.32 0,012017 10,16608752 P I 

C9J8H1 ATP6V1E1 V-type proton ATPase subunit E 1 
(Fragment)  

1 73.68 0,012355 2,694667109 I IP 

P16284 PECAM1 Platelet endothelial cell adhesion 
molecule  

1 65.09 0,012801 13,27356853 I IP 

H7C1S1 NCF1 Neutrophil cytosol factor 1 (Fragment)  1 93.46 0,013987 2,506691897 P I 

J3QTI8 OLR1 Oxidized low-density lipoprotein 
receptor 1 (Fragment)  

1 42.54 0,014512 7,818109415 I P 

Q14739 LBR Lamin-B receptor  1 34.7 0,015085 Infinity P IP 

E7ESD2 WASHC2A WASH complex subunit 2A  1 66.99 0,015846 37,81503928 P Q 

E7ETC2 PPP3CA Serine/threonine-protein phosphatase  1 81.18 0,016475 254,4580355 PI I 
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Q13045 FLII Protein flightless-1 homolog  1 27.34 0,01661 Infinity P I 

F8WE04 HSPB1 Heat shock protein beta-1  1 80.17 0,017655 19,69474979 P I 

P13667 PDIA4 Protein disulfide-isomerase A4  1 118.51 0,017884 3,260861094 P IP 

Q9BR76 CORO1B Coronin-1B  1 89.61 0,017908 Infinity P Q 

O60749 SNX2 Sorting nexin-2  1 52.18 0,017914 49,71717081 PI IP 

O43815 STRN Striatin  1 117.47 0,018295 542,5502243 PI I 

C9J4S4 RAB7A Ras-related protein Rab-7a  1 26.66 0,019258 14,05138725 I PI 

H7C059 ATG7 Ubiquitin-like modifier-activating 
enzyme ATG7 (Fragment)  

1 68.54 0,019413 100,4234799 I IP 

A0A140T9T7 TAP1 Antigen peptide transporter 1  1 109.75 0,01965 3,049894611 PI IP 

E7EQN5 ARHGAP4 Rho GTPase-activating protein 4  1 67.23 0,019785 6,294642874 I IP 

O00560 SDCBP Syntenin-1  1 30.26 0,019978 Infinity PI P 

O75558 STX11 Syntaxin-11  1 85.96 0,020371 129,0111052 P PI 

F8VZG5 AK2 Adenylate kinase 2, mitochondrial  1 50.09 0,020659 23,14628753 P IP 

H0YMA0 SNRPA1 U2 small nuclear ribonucleoprotein A' 
(Fragment)  

1 56.47 0,020703 2,762360367 PI IP 

A0A0C4DH38 IGHV5-51 Immunoglobulin heavy variable 5-51  1 73.24 0,020785 2,729250795 PI I 

A0A1X7SBS1 HNRNPU Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein U  

1 46.65 0,020948 3,942356741 Q IP 

Q8WXI7 MUC16 Mucin-16  1 43.81 0,021093 42,79422196 PI IP 

B5MCX3 SEPT2 Septin-2  1 74.09 0,021119 35,1043 P PI 

X6R6Z1 ILF2 Interleukin enhancer-binding factor 2 
(Fragment)  

1 71.49 0,021121 2,080603535 Q IP 

P04217 A1BG Alpha-1B-glycoprotein  1 80.54 0,021377 8,051076504 P IP 

Q16610 ECM1 Extracellular matrix protein 1  1 66.3 0,021574 Infinity Q I 

P11678 EPX Eosinophil peroxidase  1 68.51 0,021915 Infinity PI P 

Q7Z434 MAVS Mitochondrial antiviral-signaling protein  1 48.86 0,021962 6,020013618 I IP 

K7EQ17 NOL4 Nucleolar protein 4 (Fragment)  1 38.82 0,022076 913,1542942 I P 

H0YGG5 A2ML1 Alpha-2-macroglobulin-like protein 1 
(Fragment)  

1 22.67 0,022078 21,94803461 Q PI 
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E9PPB3 SORL1 Sortilin-related receptor  1 62.78 0,023021 3,43770618 I P 

Q7Z794 KRT77 Keratin, type II cytoskeletal 1b  1 50.9 0,023565 23,74191857 P Q 

O43707 ACTN4 Alpha-actinin-4  1 67.52 0,023688 7,512459611 P IP 

A0A087WVM2 CD177 CD177 antigen  1 88.91 0,023873 219,7245407 PI I 

K7ERF0 ICAM3 Intercellular adhesion molecule 3 
(Fragment)  

1 103.58 0,024674 68,23589127 I P 

P50225 SULT1A1 Sulfotransferase 1A1  1 50.6 0,024981 2,92165713 Q P 

Q02413 DSG1 Desmoglein-1  1 67.67 0,027015 304,3537118 IP Q 

P51991 HNRNPA3 Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein A3  

1 63.23 0,027269 8,077705982 P PI 

F5GXY2 LDHA L-lactate dehydrogenase A chain 
(Fragment)  

1 90.67 0,027784 4,22072967 Q PI 

M0QYG6 MCEMP1 Uncharacterized protein (Fragment)  1 107.62 0,028189 4,232207502 PI I 

P25098 GRK2 Beta-adrenergic receptor kinase 1  1 68.69 0,028283 10,16670637 IP Q 

P48735 IDH2 Isocitrate dehydrogenase [NADP], 
mitochondrial  

1 73.94 0,02844 10,08055067 IP I 

O43747 AP1G1 AP-1 complex subunit gamma-1  1 81.13 0,028832 2,989440904 I P 

P59665 DEFA1 Neutrophil defensin 1  1 68.7 0,02936 4,841169407 Q IP 

C9JJ34 RANBP1 Ran-specific GTPase-activating protein 
(Fragment)  

1 73.96 0,029498 8,021630108 Q P 

A0A087X253 AP2B1 AP complex subunit beta  1 41.62 0,029777 2,595624379 Q IP 

H0YLH9 IL16 Pro-interleukin-16 (Fragment)  1 108.27 0,02995 59,06683064 PI I 

P36871 PGM1 Phosphoglucomutase-1  1 29.45 0,03023 754,3145589 IP Q 

D6RD66 WDR1 WD repeat-containing protein 1 
(Fragment)  

1 101.31 0,030298 Infinity P Q 

P46013 MKI67 Proliferation marker protein Ki-67  1 25.74 0,030955 8,126736697 I Q 

O14983 ATP2A1 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum 
calcium ATPase 1  

1 52.49 0,031095 6,566480144 P PI 

B7ZL14 FNBP1 FNBP1 protein  1 90.71 0,031441 9,131498916 PI IP 

A0A3B3ISK1 COPA Coatomer subunit alpha  1 119.83 0,031769 6,26931411 I IP 

A0A087WZB5 PARVB Beta-parvin  1 54.36 0,032231 35,23534942 P IP 
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E9PNV5 NAV2 Neuron navigator 2 (Fragment)  1 25.17 0,032343 5,703736112 I P 

F2Z393 TALDO1 Transaldolase  1 50.98 0,032577 Infinity IP P 

F8VSC4 METAP2 Methionine aminopeptidase 2 
(Fragment)  

1 31.34 0,033088 6,570307847 PI IP 

B4E1S2 ANXA4 Annexin  1 38.92 0,033191 14,42774329 IP PI 

H0YNE9 RAB8B Ras-related protein Rab-8B (Fragment)  1 34.27 0,033518 23,28798402 PI Q 

J3KTC3 HPR Haptoglobin-related protein  1 49.99 0,033919 187,4784851 IP I 

K7ER96 TXNL1 Thioredoxin-like protein 1 (Fragment)  1 66.76 0,034258 3,514243847 PI P 

P04179 SOD2 Superoxide dismutase [Mn], 
mitochondrial  

1 22.09 0,03433 160,820978 P Q 

A0A0B4J1R6 TKT Transketolase  1 29.35 0,034513 3122,239184 P PI 

E9PGM1 EIF4G1 Eukaryotic translation initiation factor 4 
gamma 1  

1 40.96 0,034609 3,657529753 I PI 

A0A0A0MRJ8 ARHGAP30 Rho GTPase-activating protein 30  1 29.31 0,034672 2,490498345 Q I 

Q14165 MLEC Malectin  1 90.7 0,035257 3,273256117 PI IP 

P31942 HNRNPH3 Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein H3  

1 59.07 0,035388 7,823117036 I P 

Q5JR95 RPS8 40S ribosomal protein S8  1 79.38 0,035599 3,082646788 Q IP 

Q14315 FLNC Filamin-C  1 31.66 0,035684 26489,40129 IP I 

P07954 FH Fumarate hydratase, mitochondrial  1 83.4 0,035991 2,220492574 Q IP 

E9PEW8 HBD Hemoglobin subunit delta (Fragment)  1 35.03 0,036128 446,6344936 Q PI 

P13224 GP1BB Platelet glycoprotein Ib beta chain  1 52.18 0,03633 Infinity I IP 

K7ENW1 TNPO2 Transportin-2 (Fragment)  1 30.61 0,036451 6,363361778 I P 

D6RAU2 RACK1 Receptor of-activated protein C kinase 1  1 71.99 0,037094 8,895534395 I PI 

J3QKZ9 EIF4A1 Eukaryotic initiation factor 4A-I 
(Fragment)  

1 77.59 0,037434 3,916719517 PI IP 

H7C1D4 TSN Translin (Fragment)  1 76.88 0,037471 7,397307514 I P 

Q5SQT6 PPA1 Inorganic pyrophosphatase  1 78.21 0,037539 51,64239639 P PI 

P00390 GSR Glutathione reductase, mitochondrial  1 48.21 0,037744 3,061910891 IP Q 
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Q9ULZ3 PYCARD Apoptosis-associated speck-like protein 
containing a CARD  

1 36.98 0,038356 5,929649606 Q IP 

P0DPH7 TUBA3C Tubulin alpha-3C chain  1 29.48 0,038671 20,71414683 Q PI 

A0A0U1RQX0 TXNRD2 Thioredoxin reductase 2, mitochondrial 
(Fragment)  

1 28.46 0,039398 8,352033483 PI I 

P02748 C9 Complement component C9  1 70.95 0,039423 2,255209071 IP Q 

O95678 KRT75 Keratin, type II cytoskeletal 75  1 33.92 0,039521 5,674854301 P Q 

O75636 FCN3 Ficolin-3  1 52.07 0,040026 17,17516011 Q I 

A0A0G2JR51 NCF4 Neutrophil cytosol factor 4 (Fragment)  1 33.48 0,040171 22,5826053 IP P 

P26641 EEF1G Elongation factor 1-gamma  1 134.83 0,040487 2,714163096 Q IP 

P04439 HLA-A HLA class I histocompatibility antigen, A-
3 alpha chain  

1 86.88 0,040566 4,461847874 P Q 

P49913 CAMP Cathelicidin antimicrobial peptide  1 89.32 0,041009 9,517411093 I IP 

P02533 KRT14 Keratin, type I cytoskeletal 14  1 45.85 0,041163 Infinity PI Q 

B4E0K5 MAPK14 Mitogen-activated protein kinase  1 48.31 0,041175 102,8081768 IP I 

Q92616 GCN1 eIF-2-alpha kinase activator GCN1  1 43.8 0,041198 2,033028088 I PI 

G5EA31 SEC24C Protein transport protein Sec24C  1 93.45 0,041453 6,591369245 PI IP 

P61981 YWHAG 14-3-3 protein gamma  1 125.43 0,041607 184,742385 IP I 

Q70J99 UNC13D Protein unc-13 homolog D  1 93.85 0,041985 3,939929681 Q IP 

H0YAC1 KLKB1 Plasma kallikrein (Fragment)  1 46.21 0,042145 38,91567753 Q P 

C9JVG3 UGP2 UTP--glucose-1-phosphate 
uridylyltransferase (Fragment)  

1 84.86 0,042441 13,71480036 PI P 

O00151 PDLIM1 PDZ and LIM domain protein 1  1 87.94 0,042542 7,787156731 P PI 

E7ETM8 NEXN Nexilin (Fragment)  1 51.01 0,04286 3,472167096 P IP 

P01031 C5 Complement C5  1 80.44 0,043175 2,297256569 PI IP 

Q14766 LTBP1 Latent-transforming growth factor beta-
binding protein 1  

1 81.59 0,043596 2,034311172 I PI 

E9PIT3 F2 Prothrombin  1 101.6 0,043924 6,249227914 IP Q 

P35573 AGL Glycogen debranching enzyme  1 69.75 0,043992 7,252143833 I P 

P48595 SERPINB10 Serpin B10  1 130.29 0,045854 3,731441885 Q IP 
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P01602 IGKV1-5 Immunoglobulin kappa variable 1-5  1 25.36 0,046066 5,858919063 PI Q 

Q9UH99 SUN2 SUN domain-containing protein 2  1 126.79 0,046151 2,683527552 Q IP 

Q86YZ3 HRNR Hornerin  1 121.33 0,046272 Infinity PI I 

S4R3H4 ACIN1 Apoptotic chromatin condensation 
inducer in the nucleus  

1 117.24 0,046346 5,114356874 I P 

F5GX73 MGST1 Microsomal glutathione S-transferase 1 
(Fragment)  

1 89.44 0,047377 2,472956252 PI P 

G3V5X6 HNRNPC Heterogeneous nuclear 
ribonucleoproteins C1/C2 (Fragment)  

1 113.41 0,047914 3,02120587 I IP 

P53396 ACLY ATP-citrate synthase  1 29.28 0,048038 380,2171822 Q PI 

B6VEX4 ABI1 Abl interactor 1  1 59.93 0,048186 3,492587496 Q P 

A0A087WVQ9 EEF1A1 Elongation factor 1-alpha 1  1 30.27 0,048733 3,382164234 Q IP 

P30520 ADSS2 Adenylosuccinate synthetase isozyme 2  1 31.05 0,048833 6,112360491 PI P 

P27449 ATP6V0C V-type proton ATPase 16 kDa 
proteolipid subunit  

1 44.01 0,048871 6,425359688 PI I 

A8MU58 AIMP2 Aminoacyl tRNA synthase complex-
interacting multifunctional protein 2  

1 48.53 0,048902 4,805134822 IP P 

B4DQI4 ABHD14B Protein ABHD14B  1 71.39 0,04903 Infinity P I 

P23142 FBLN1 Fibulin-1  1 63.9 0,049063 347,3720883 I Q 

E9PDE4 CAST Calpastatin  1 56.12 0,049232 5,321295463 Q PI 

P35542 SAA4 Serum amyloid A-4 protein  1 109.68 0,049337 14,02144401 P PI 

Q9NUQ3 TXLNG Gamma-taxilin  1 24.08 0,049537 Infinity P I 

C9JRH2 RCC1 Regulator of chromosome condensation 
(Fragment)  

1 86.49 0,04962 5,570044229 I P 

O00743 PPP6C Serine/threonine-protein phosphatase 6 
catalytic subunit  

1 45 0,049847 4,637426523 PI P 

F8WAS2 ITIH1 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 
H1  

1 25.12 0,049997 Infinity IP I 
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9.3. ANEXO C- Proteínas reguladas, comparadas aos pares com seus respectivos fold change (FC)  
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