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RESUMO

Introducéo. A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica causada por fungos do género
Paracoccidioides. E uma doenca endémica na América Latina, sendo a primeira causa de morte entre
todas as micoses sistémicas no Brasil. Essa doenga afeta principalmente os trabalhadores rurais e
induz sequelas graves, incluindo a fibrose pulmonar (FP) e o enfisema pulmonar. De modo geral, a
fibrogénese é caracterizada pela hiperplasia de miofibroblastos e intensa deposi¢do de colageno no
paréngquima e em vasos sanguineos. Com o tempo, esse processo induz mudancgas na arquitetura do
6rgdo afetado induzindo o declinio da fun¢do. Em geral, o conhecimento dos mecanismos envolvidos
na fibrogénese é baseado em estudos, por exemplo, de fibroses hepéatica (FH) e pulmonares nédo
infecciosas, como a fibrose pulmonar idiopética (FPI). Na PCM, os mecanismos envolvidos na FP
ainda permanecem pouco esclarecidos. Objetivo. Identificar vias de sinalizacfes relevantes para a
FP na PCM experimental através da comparacdo do proteoma pulmonar de camundongos infectados
com P. brasiliensis e camundongos com FP induzida por bleomicina (BLM), bem como proteinas-
alvo relevantes que sejam comuns nos modelos de FP (PCM e BLM) e no modelo de FH induzida
por tetracloreto de carbono (CCls). Metodologia. O modelo de FP-PCM foi constituido por
camundongos da linhagem BALB/c, adultos, machos, inoculados com leveduras de P. brasiliensis
(isolado Pb326) pela via intra-traqueal e foram avaliados ap6s oito semanas. O modelo de FP-BLM
foi constituido por camundongos BALB/c, adultos, machos, nos quais foram administradas trés doses
de bleomicina pela via intraperitoneal e foram avaliados apds duas semanas da Gltima dose. O modelo
de FH foi constituido por camundongos da linhagem C57BI/6, adultos, machos, nos quais foram
administradas 12 doses de CCl., intraperitonealmente, duas vezes por semana durante seis semanas.
Os grupos controles foram constituidos por camundongos BALB/c e C57BI/6 submetidos as mesmas
condigdes de inoculos, utilizando-se solucdo salina estéril. Pulmdes e figado foram coletados de
acordo com cada modelo e foram submetidos a andlise histopatoldgica e recuperacdo de fungos
viaveis para 0 modelo FP-PCM. A andlise protedmica foi realizada utilizando nano-cromatografia
liquida acoplada ao espectrofotdmetro de massas de ionizacao por electrospray (nano-LC-ESI-MS /
MS). O software Protein Lynx Global Service (PLGS) foi usado para identificar a diferenca na
expressao das proteinas identificadas, onde p <0.05 e 1 - p> 0.95, foram usados para a determinagdo
de proteinas sub- ou super expressas respectivamente. Analises de bioinformatica foram realizadas
para a identificacdo das vias significantemente enriquecidas nas quais as proteinas com expressao
similar ou diferentes entre 0s grupos participavam. Para esta analise, o banco de dados de vias
Reactome foi utilizado através do Cluego v2.0.7 + Clupedia v1.0.8 plug-in no software Cytoscape.
Resultados e discussao. A andlise protedmica revelou 919 proteinas diferencialmente expressas entre
0s pulmdes do modelo FP-PCM e o pulmao saudavel do grupo controle. Foi observado, ainda, que a
infeccdo por P. brasiliensis induziu super expressdo em vias relacionadas com sinalizacbes pro-
fibroticas, incluindo: resposta neutrofilica, resposta celular ao estresse, resposta pro-fibrotica mediada
pela sinalizacdo do receptor TGF-B na transi¢do celular de epitelial para mesenquimatosa, fase de
atenuacdo e fenotipo secretor associado a senescéncia, degranulagdo plaquetaria e sinalizagdo PI3K.
Foram identificadas 355 proteinas em comum com os trés modelos de fibroses avaliados. A analise
do padrdo de expressdo dessas proteinas através de heatmap revelou que a fibrogénese observada na
PCM experimental apresentou maior similaridade entre as proteinas diferencialmente expressas pelo
modelo de FH induzida por CCls. As proteinas Rho GTPases, HSP-90 e vimentina estavam super
expressas nos tecidos fibroticos desses dois grupos. Conclusao. Nossos achados contribuem para
identificar mecanismos moleculares mais especificos envolvidos na fibrogénese da PCM, bem como
identificar alvos proteicos para possiveis drogas anti-fibréticas na PCM.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis, fibrose pulmonar, enfisema, protebmica, fibrose
hepatica, paracoccidioidomicose.



ABSTRACT

Introduction. Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis caused by fungi of the genus
Paracoccidioides. It is an endemic disease in Latin America, being the leading cause of death among
all systemic mycoses in Brazil. This disease mainly affects rural workers and induces severe sequelae,
including pulmonary fibrosis (PF) and pulmonary emphysema. In general, fibrogenesis is
characterized by myofibroblast hyperplasia and intense collagen deposition in the parenchyma and
blood vessels. Over time, this process induces changes in the architecture of the affected organ,
inducing a decline in function. In general, knowledge of the mechanisms involved in fibrogenesis is
based on studies, for example, of non-infectious hepatic and pulmonary fibrosis, such as idiopathic
pulmonary fibrosis (IPF). In PCM, the mechanisms involved in PF remain unclear. Objective.
Identify signaling pathways relevant to FP in experimental PCM by comparing the pulmonary
proteome of mice infected with P. brasiliensis and mice with bleomycin-induced FP (BLM), as well
as relevant target proteins that are common in FP models (PCM and BLM) and in the model of FH
induced by carbon tetrachloride (CCls). Material and Methods. The FP-PCM model consisted of
adult male BALB/c mice inoculated with P. brasiliensis yeasts (Pb326 isolate) by the intratracheal
route and evaluated after eight weeks. The FP-BLM model consisted of adult male BALB/c mice,
which were administered three doses of bleomycin intraperitoneally and were evaluated two weeks
after the last dose. The FH model consisted of adult male C57BI/6 mice in which 12 doses of CCl4
were administered intraperitoneally twice a week for six weeks. Control groups consisted of BALB/c
and C57BI/6 mice submitted to the same inoculum conditions, using sterile saline solution. Lungs
and liver were collected according to each model and submitted to histopathological analysis and
recovery of viable fungi for the FP-PCM model. Proteomic analysis was performed using liquid
nanochromatography coupled to an electrospray ionization mass spectrophotometer (nano-LC-ESI-
MS/MS). The Protein Lynx Global Service (PLGS) software was used to identify the difference in
the expression of the identified proteins, where p <0.05 and 1 - p> 0.95, were used for the
determination of under- or over expressed proteins respectively. Bioinformatics analyzes were
performed to identify the significantly enriched pathways in which proteins with similar or different
expression between groups participated. For this analysis, the Reactome pathway database was used
through the Cluego v2.0.7 + Clupedia v1.0.8 plug-in in the Cytoscape software. Results and
discussion. Proteomic analysis revealed 919 proteins differentially expressed between the lungs of
the FP-PCM model and the healthy lung of the control group. It was also observed that P. brasiliensis
infection induced overexpression in pathways related to pro-fibrotic signaling, including: neutrophilic
response, cellular response to stress, pro-fibrotic response mediated by TGF-p receptor signaling in
cell transition from epithelial to mesenchymal, attenuation phase and secretory phenotype associated
with senescence, platelet degranulation and PI3K signaling. A total of 355 proteins were identified in
common with the three fibrosis models evaluated. The analysis of the expression pattern of these
proteins through heatmap revealed that the fibrogenesis observed in the experimental PCM showed
greater similarity between the proteins differentially expressed by the model of FH induced by CCl4.
Rho GTPases, HSP-90 and vimentin proteins were overexpressed in the fibrotic tissues of these two
groups. Conclusion. Our findings contribute to identify more specific molecular mechanisms
involved in PCM fibrogenesis, as well as to identify protein targets for possible anti-fibrotic drugs in
PCM.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis, pulmonary fibrosis, emphysema, proteomics, hepatic
fibrosis, paracoccidioidomycosis.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1. Paracoccidioidomicose: agentes etiol6gicos, epidemiologia, aspectos clinicos e
controle da doenga.

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sisttmica causada por fungos
termodimarficos das espécies Paracoccidioides brasiliensis, P. americana, P. restrepiensis,
P. venezuelensis e P. lutzii (TEIXEIRA et al., 2009; TURISSINI et al., 2017). Essa doenca é
endémica da América Latina sendo o Brasil o pais com maior nimero de casos reportados,
seguido por Colémbia, Venezuela, Equador e Argentina. No Brasil, apesar de ndo ser uma
doenca de notificagdo compulsoéria na maioria dos estados, estima-se que 0 nimero de casos
de PCM varia de 3.360 a 5.600 por ano com regides variando entre endemicidade baixa,
moderada ou elevada. Em regides com situa¢do endémica estavel, a incidéncia anual da PCM
varia de 1 a 4 casos a cada 100.000 habitantes (MARTINEZ, 2017). Comparada a todas as
doencas cronicas causadas por fungos, a PCM exibe uma elevada taxa de mortalidade no
Brasil (PRADO et al., 2009). Além disso, a PCM é causa de uma morbidade impactante para
0 nosso pais por afetar uma parcela vulneravel da populacdo em seu estagio de vida mais
produtivo economicamente (MARTINEZ, 2017).

Um dos principais fatores de risco para se adquirir a infeccdo é a profissdo ou atividades
relacionadas ao manejo do solo contaminado com o fungo, como agricultores, trabalhadores
rurais, preparadores de solo, jardineiros e transportadores de produtos vegetais. A falta de
higiene, desnutri¢do, tabagismo e consumo de &lcool também séo fatores de risco paraa PCM
(DOS SANTOS et al., 2003; MARTINEZ; MOYA, 1992).

A infecgdo pelo fungo Paracoccidioides ocorre atraves da inalagdo de conidios e, ou

fragmentos de hifas (forma infectante) que atingem os pulmdes e se transformam em forma



leveduriforme (forma patogénica) (SAN-BLAS; NINO-VEGA, 2008). Uma vez dentro do
hospedeiro, pode ocorrer disseminacdo do fungo a partir do parénquima pulmonar para 0s
linfonodos regionais (complexo primario), podendo também se disseminar via corrente
sanguinea e, ou linfatica (SEVERO et al., 1979). Ap0s a infec¢do, a progressao da doencga e
a forma clinica que cada individuo pode desenvolver vai depender de fatores ambientais, do
background genético e da resposta imune desencadeada pelo hospedeiro (MENDES et al.,
2017). As principais formas clinicas s@o a forma aguda/subaguda (FA), forma cronica (FC)
e forma residual (FR).

A FA ¢é caracterizada por acometer principalmente criancas, adolescentes e adultos
jovens, apresenta historia clinica de curta duracdo (mediana de dois meses) e atinge 6rgaos
ricos de células do sistema fagocitico mononuclear como figado, baco, linfonodos e medula
Ossea. A FC acomete em geral adultos com 30 anos ou mais, apresenta historia clinica de
longa duracdo (acima de seis meses) e acomete principalmente pulmdes e mucosa das vias
aero digestivas. Pacientes que apresentam sequelas ap0s o tratamento sédo classificados como
FR (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). A FR serd detalhada mais adiante.

O diagnéstico da PCM depende principalmente da combinacao de achados radioldgicos,
clinicos e laboratoriais (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). O diagndstico padrdo-ouro é a
visualizacdo do fungo nas amostras bioldgicas, onde estruturas fingicas compativeis com
Paracoccidioides spp. sdo visualizadas sob microscopia Optica em amostras de escarro,
fragmentos de lesbes cutédneas ou materiais dos linfonodos (diagnostico micolégico). A
visualizacdo também pode ser feita por exames histopatologicos de fragmentos de tecido
recolhidos atraves de bidpsia (MENDES et al., 2017).

Os testes soroldgicos também podem ser utilizados para o diagnostico e os principais

ensaios laboratoriais sdo a reagdo de contraimunoeletroforese (FIORILLO; MARTINEZ,



1984) e a imunodifusdo dupla em gel de 4gar (DE CAMARGO et al., 1988; RESTREPO,
1966). Além da deteccdo de anticorpos anti-P. brasiliensis, esses testes sdo utilizados para
determinar a gravidade da doenca e como critério de cura (MENDES et al., 2017).

Para o tratamento da PCM sdo utilizados os derivados azolicos, incluindo itraconazol
(ITC) e fluconazol ou voriconazol; as sulfonamidas, como a associa¢do sulfametoxazol-
trimetoprim (ou cotrimoxazol- CMX); e os derivados poliénicos, como a anfotericina B
(AmpB). Em estudo realizado por Cavalcante et al. ( 2014), foi demonstrado que o ITC
apresenta melhor eficacia no tratamento da PCM em comparacdo com 0 CMX, considerando-
se 0 menor tempo para 0s pacientes com a FC alcancarem a cura clinica. A partir desses
achados, o ITC tem sido recomendado como droga de primeira escolha no tratamento da
PCM (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Apesar disso, nos casos de toxicidade por esse
azélico e naqueles com acometimento de sistema nervoso central, o ITC ndo deve ser
utilizado. A AmpB é reservada para casos mais graves e que exigem internacdo, em casos
em gue o paciente esta recebendo terapia parenteral e em que ha comprometimento intestinal
grave, seu uso deve ser monitorado devido ao potencial efeito nefrotdxico (SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017).

Sabe-se que a erradicacdo do Paracoccidioides spp. € um processo lento e, por isso, 0
tratamento antifingico tem duragdo de anos. Adicionalmente e, com exce¢do da AmpB, as
opcoes de terapias para a PCM sdo limitadas a antifingicos com caracteristicas fungistatica
(SHIKANAI-YASUDA, 2015). Portanto, a efetividade do tratamento depende da
recuperacdo da resposta imune adequada desenvolvida pelo hospedeiro. O controle da
infeccdo fungica é dependente da recuperacdo da resposta imune efetiva caracterizada pela
ativacdo da resposta do tipo Th-1 antigeno-especifica, (BENARD, 2008; BENARD;

DUARTE, 2000; MENDES et al., 2017).



1.2. A forma residual (FR) da PCM.

A PCM esté associada a um processo fibrosante que causa mudancgas anatbmicas nos
orgdos afetados. As sequelas da PCM séo geralmente observadas em multiplos 6rgaos, com
uma maior incidéncia nos pulmdes seguida por pele, laringe, traqueia, adrenais, mucosa do
trato aerodigestivo superior, sistema nervoso central e linfatico (SHIKANAI-YASUDA et
al., 2017).

Na laringe, observa-se fibrose nas cordas vocais, levando a inlmeras consequéncias entre
elas a disfonia e consequentemente, dificuldade de socializacdo pela alteracdo na voz e
aumento do risco de infeccdo pulmonar pela aspiracdo (WEBER et al., 2006). Quando ocorre
na traqueia, ha obstrucdo do ar levando a insuficiéncia respiratdria necessitando, as vezes, de
traqueostomia ou até correcao cirdrgica para estenose traqueal. Nas glandulas adrenais, cerca
de 14 a 44% dos pacientes desenvolvem a doenca de Addison, que requer terapia de reposicao
hormonal continua (COLOMBO; FAICAL; KATER, 1994; DEL NEGRO et al., 1980). As
sequelas do sistema linfatico abdominal podem levar a ictericia obstrutiva, como resultado
do envolvimento de linfonodos no hilo hepatico e sindrome de ma absorcéo de proteinas e
gorduras (LAUDANNA et al., 1975).

Noventa por cento dos pacientes com PCM apresentam comprometimento pulmonar
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2017) e 60% deles apresentam sequela pulmonar, que é
caracterizada pela fibrose e enfisema pulmonares (RESTREPO et al., 2008; TOBON et al.,
2003).

O comprometimento pulmonar pela PCM passou a ser reconhecido e valorizado gracas
ao estudo de Fialho (1946), que relatou os achados necroscopicos de 25 pacientes e relatou a

presenca de fibras reticulinicas e de colageno em muitos deles. Apés esse relato, Simao e



Moraes (1971) realizaram a avaliacdo broncogréafica de 12 pacientes com PCM e observaram
desvios e retracdes dos bronquios principais e segmentares, irregularidade de contornos das
paredes bronquicas e bronquiectasias — inclusive saculares. Os autores sugeriram que 0S
achados broncoscopicos seriam decorrentes de um comprometimento intersticial,
caracterizado por reacdo granulomatosa em torno dos parasitas e producdo de colageno
envolvendo os granulomas e, ou, substituindo-os. Essa resposta inflamatoria compromete os
septos alveolares, que se tornam espessados e, por fim, fibroticos.

A seguir, Afonso et al. (1979) avaliaram a funcdo pulmonar de 36 pacientes com
PCM, 22 dos quais eram fumantes e 14 ndo fumantes. Os autores observaram que a funcao
pulmonar era normal em sete (19,4%) pacientes, do tipo obstrutivo puro em 17 (47,2%),
restritivo puro em trés (8,3%) e misto em nove (25.0%). Essa distribui¢cdo ndo variava em
funcdo da duracdo da doenca, isto é, menor ou igual a um ano e maior que um ano,
demonstrando que as alteracdes pulmonares e os distdrbios ventilatérios podem ser bastante
precoces. Além disso, a distribui¢do dos padrdes obstrutivo puro e misto era a mesma entre
fumantes e ndo fumantes, demonstrando que as alteragdes observadas eram causadas pela
PCM, e poderiam estar associadas as induzidas pelo tabagismo.

Tuder et al. (1985) realizaram o estudo necroscépico de pulmdes de pacientes com
PCM e sugeriram que a resposta inflamatoria em linfonodos para-traqueais e para-brénquicos
levava a hipertensdo linfatica e extravasamento de linfa, células fungicas e linfdcitos para o
parénquima pulmonar circunjacente, dando origem a um processo inflamatorio de causa
infecciosa.

As alteracdes da funcao respiratoria estéo relacionadas a lesdes pulmonares (Pereira,
2002). Assim, o distarbio ventilatorio obstrutivo esta relacionado a qualquer processo que

interfira com o fluxo aéreo para dentro ou para fora dos pulmdes e pode estar nas grandes ou
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nas pequenas vias aéreas. O bloqueio das grandes vias aéreas € mais dificil pelo suporte
cartilaginoso que possuem e pelo fluxo turbulento. Por outro lado, as pequenas vias aéreas,
isto €, com menos de 2mm de didmetro, ndo tém suporte cartilaginoso, que € exercido pelo
tecido pulmonar circunjacente e possuem um fluxo laminar. E importante registrar que é
grande a area da secc¢do transversal das pequenas vias aéreas. Enfisema e bronquiectasias séo
causas de distarbio ventilatorio obstrutivo. O padréo restritivo é causado por qualquer
processo que interfira com a funcéao de fole dos pulmdes, que resulta em volumes pulmonares
restritivos, isto é, reducdo dos volumes pulmonares. As causas pulmonares mais comuns
desse tipo de disturbio sdo as doencas que causam fibrose ou infiltracdo dos tecidos.

A tomografia computadorizada de torax trouxe grande contribui¢do ao conhecimento do
comprometimento pulmonar na PCM, por possibilitar a visualizacdo de lesdes jamais
observadas na radiografia convencional. A evolucdo dos tomografos levou aos de alta
resolucdo, com resolutividade muito maior que a de seus antecessores. Marchiori et al. (2011)
correlacionaram os achados da TC de térax de alta resolucdo com as alteracGes do exame
histopatoldgico de fragmentos de pulmao, dos mesmos pacientes. Os autores concluiram que
havia uma boa correlagdo entre os achados tomograficos e histopatoldgicos. As lesdes em
vidro fosco (ground-glass attenuation) correspondem a inflamacéo ou fibrose dos septos
alveolares; areas de consolidacdo e grandes nddulos irregulares a exsudato inflamatério
agudo no espaco alveolar, com fungos em abundancia e tendéncia para evoluir para necrose
e cavidade; pequenos nédulos a granulomas; espessamento interlobular septal a infiltracéo
inflamatdria ou fibrose. Outras evidéncias de fibrose séo a distor¢do arquitetural e as lesées
em favo de mel (honeycombing).

Depois de se demonstrar a relagé@o entre os tipos de lesdo, os achados broncogréaficos

e tomograficos e os disturbios ventilatérios, deve-se retomar o estudo de Afonso et al. (1979),
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em que 26 pacientes apresentavam distarbio ventilatério obstrutivo — 17 com padrdo
obstrutivo puro e nove com padrdo misto, e 12 com padréo restritivo — trés com padréo
restritivo puro e nove com tipo misto. Portanto, além da atencdo que tem sido dada ao
comprometimento pulmonar que leva a um distdrbio ventilatério obstrutivo, também é
preciso avaliar melhor as alteracbes patoldgicas que induzem um distdrbio ventilatério
restritivo, que devem estar presentes em um terco dos casos.

A destruicdo do parénquima pulmonar pode levar, ainda, a alteracdo da relagédo
ventilacdo-perfusdo e a difusdo, com hipoxemia, observada em 92% dos casos estudados por
Afonso et al. (1979). A pressdo parcial de gas carb6nico arterial pode estar elevada nos casos
mais graves — em 14% desses pacientes. Essa hipercapnia é decorrente da hipoventilacao e
do aumento da producdo de CO.. Em alguns casos, a hipoxemia e a acidose levam
vasoconstriccdo e hipertensdo secundaria e, como consequéncia, ao cor-pulmonale cronico,
demonstrado em 31% dos pacientes avaliados por Afonso et al. (1979).

Estudo anterior, em que foram avaliados a pequena circulacéo e o coragdo direito por
cateterismo cardiaco, provas funcionais oximétricas e angiopneumografia, a hipertenséo
pulmonar foi demonstrada em quatro (18,2%) casos (Machado Filho et al., 1961). Yépez et
al. (1962) avaliaram cinco pacientes com PCM e cor-pulmonale cronico. A avaliagéo
funcional de dois casos revelou hipertensdo pulmonar e insuficiéncia cardiaca congestiva. O
estudo anatomo-patoldgico dos cinco casos revelou alteragdes semelhantes do paréngquima
pulmonar — granulomas, fibrose e enfisema. O coracao revelava hipertrofia e dilatacdo das
camaras direitas. Os vasos pulmonares apresentavam lesdes do tipo hiperplasico da tanica

intima, alteracOes da tunia elastica, hipertrofia da tinica média e trombose intra-vascular.
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O cor-pulmonale, que em geral ocorre como sequela do tratamento, pode se
manifestar como progressao da doenga, independentemente da administracdo do composto
antifungico (SEVERO et al., 1979; MAGALHAES, 1982).

Por fim, estudo recente, realizado na infeccdo experimental de ratos, sugere que o
mecanismo fisiopatologico da hipertensdo pulmonar estaria ligado a tanica adventicia dos
vasos pulmonares, centro critico da reconstituicio mediada pelo microambiente pro-

inflamatdrio e pré-fibrético (BATAH et al., 2020).

1.3. A Fisiopatologia da fibrogénese na PCM.

A formacéo do granuloma é a principal resposta inflamatdria desencadeada contra a
infeccdo por P. brasiliensis e a morte do fungo ocorre pela acdo do peroxido de hidrogénio
produzido pelos macréfagos (CARMO et al.,, 2006), que é potencializada através da
polarizacdo da resposta imune para o tipo T helper 1 (Thl) (CALVI et al., 2003). Linfdcitos
efetores Thl, por sua vez, sdo ativados e polarizados através da acdo de células
apresentadoras de antigenos (APCs) e producéo de interleucina (IL)-12. Linfdcitos efetores
Th1 especificos para P. brasiliensis sdo entéo recrutados para o local da infeccéo e secretam
interferon -y (IFN-y) que aumenta a ativacdo dos macrofagos (CALVI et al., 2003).

No halo periférico dos granulomas paracoccidificos, sdo encontradas ainda, as APCs
(MOSCARDI-BACCHI et al., 1989). A presenca dessas células e a forte associacdo com 0s
linfécitos Thl favorecem a interacdo entre essas celulas e a secrecdo de citocinas.
Consequentemente, a secrecao desses mediadores atraem, fixam e ativam macrofagos para o
foco inflamatdrio. Macrofagos ativados, por sua vez, aumentam sua atividade microbicida
contra o fungo, sendo reconhecidos no tecido como células epitelidides (MOSCARDI-

BACCHI et al., 1989).
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Sabe-se que em granulomas causados por microrganismos imunogénicos, como 0
Paracoccidioides, que desencadeiam a resposta imune mediada por células, a fibrogénese é
um processo marcante e é provavelmente relacionada a uma acdo direta de citocinas
produzidas por células do granuloma (BOROS, 1989). Em humanos, a lesdo histopatoldgica
desencadeada pela PCM pulmonar é caracterizada por uma reacéo pneumonica, formacao de
granuloma inicial, granulomas maduros, padrdo misto (granulomas iniciais e maduros na
mesma area pulmonar visualizada na lamina) e FP (TUDER et al., 1985). Dessa forma, ha
um consenso entre alguns autores que consideram a fibrose observada na PCM pulmonar
crénica como uma evolucado progressiva do granuloma em cicatrizagdo e em um menor grau,
provavelmente a uma inducéo direta causada pelo fungo (TUDER et al., 1985).

Essa ultima hipoOtese foi recentemente avaliada pelo estudo de ALMEIDA
DONANZAM et al. (2020), em que se demonstrou que exoantigenos de diversos isolados de
Paracoccidioides spp. induziram proliferacdo de fibroblastos humanos e murinos. Nesse
estudo, foi observado ainda que o cultivo dos exoantigenos com fibroblastos humanos
promoveu o0 aumento da produgéo de fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-B1) e
pro-colageno I. Considerando que fibroblastos e 0 TGF-B1 sdo pecas chaves no processo de
fibrogénese, esses dados indicam que componentes do Paracoccidioides spp. interferem na
fibrogénese por agir diretamente na biologia dos fibroblastos pulmonares (ALMEIDA
DONANZAM et al., 2020)

Além da imunomodulacdo observada em fibroblastos, a interacdo do
Paracoccidioides com outros tipos celulares no tecido pulmonar como células do sistema
imune e células epiteliais alveolares (AEC) tambeém parece induzir uma resposta pro-
fibrdtica. Em relacéo as células do sistema imune, foi demonstrado através de estudo in vitro

com monacitos do sangue periférico derivados de pacientes com PCM ativa, que antigenos
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de P. brasiliensis induziram o aumento da producéo de IL1-, fator de necrose tumoral (TNF-
a), TGF-B1 e fator de crescimento basico de fibroblastos (VENTURINI et al., 2014).
Considerando que os metabolitos fungicos apresentam papel importante na ativacao dessas
células e que os mondcitos sdo precursores de varios macrofagos teciduais e células
dendriticas e secretam varios mediadores imunologicos no ambiente pulmonar durante a
inflamacdo, os autores sugerem que € possivel que o recrutamento de mondcitos
especificamente estimulados para a lesdo paracoccidioica poderia contribuir para a
inflamacdo deletéria ao tecido e desencadear a ativacdo de fibrécitos e fibroblastos
(VENTURINI et al., 2014).

Em relacdo a interacdo do P. brasiliensis com as células AECs foi visto que o P.
brasiliensis pode se ligar a receptores nas AECs e induzir sua entrada (MENDES-GIANNINI
et al., 2004; PERES DA SILVA et al., 2011a). Mendes-Giannini e colaboradores (2004),
através de experimentos in vitro utilizando células epiteliais pulmonares (A549) e células
Vero, estudaram e descreveram todas as etapas da invasdo do P. brasiliensis na célula
epitelial até a apoptose das mesmas. Os pesquisadores constataram que a internaliza¢do do
P. brasiliensis pelas células epiteliais € um processo ativo e requer a participacdo de
microfilamentos e microtibulos. Os pesquisadores também observaram que durante 0s
periodos iniciais da infeccdo na célula epitelial ha recrutamento transitério de actina
circundando o local da interagcdo com o P. brasiliensis, e que apos a finalizacdo da invasao o
citoesqueleto de actina retorna ao estado original, sem nenhum dano a membrana da célula
epitelial. No entanto, a internalizacdo causa mudancas na organizacdo do citoesqueleto
celular que passa a exibir fibras de estresse mais curtas (MENDES-GIANNINI et al., 2004).

Neste mesmo estudo foi observado que, além da mudanca no citoesqueleto apds a

internalizacdo, o P. brasiliensis induz uma diminuicdo do conteddo das citoqueratinas das
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células epiteliais, proporcionalmente ao tempo de incubacdo, resultando em células
semelhantes a “fantasmas”. Interessantemente, este evento nao foi observado com os outros
componentes do citoesqueleto, como actina e tubulina. Apesar disso, ap6s poucas horas de
incubacéo os pesquisadores observaram formas leveduriformes de P. brasiliensis em células
apoptoticas, processo que mudou apos 24 horas em que se observou uma perda de equilibrio
entre a sobrevivéncia celular e os sinais de morte. Com esses resultados os pesquisadores
sugeriram que P. brasiliensis permanece vivo dentro da célula tempo suficiente para gerar
células em brotamento (MENDES-GIANNINI et al., 2004).

Além de se ligar a receptores das AECs, outros experimentos in vitro demonstraram
que o P. brasiliensis pode se ligar aos componentes da matriz extracelular (ECM) do
hospedeiro como colageno, fibras de elastina, glicosaminoglicanos, proteoglicanos,
fibronectinas, lamininas, sulfato de heparana, nidogénio/entactina, hialuronato, sulfato de
condrointina e subtipos de colageno I, 111, IV e V (MENDES-GIANNINI et al., 2006). Neste
processo de adesdo, a glicoproteina de 43kDa (gp43) do Paracoccidioides é a glicoproteina
mais conhecida e importante do Paracoccidioides spp., se ligando a laminina e a fibronectina
do espaco extracelular do hospedeiro (DE OLIVEIRA et al., 2015).Sabe se ainda que a gp43
é encontrado em soro de paciente com PCM e possui propriedades adesivas, inducdo de
apoptose celular e modulacdo da resposta inflamatoria local e sistémica (GARDIZANI et al.,
2019).

Os mecanismos de invasdo na célula hospedeira, a persisténcia dentro da célula, e
subsequente inducdo de apoptose dessa mesma célula, pode explicar o comportamento
eficiente do P. brasiliensis em promover a infe¢éo do tecido e, ou disseminacdo pela corrente
sanguinea. Por outro lado, o fato de o P. brasiliensis induzir apoptose das celulas epiteliais

(MENDES-GIANNINI et al., 2004) pode também explicar o fato de pacientes com PCM
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apresentarem fibrose e exibirem limitacdes respiratdrias graves (COSTA et al., 2013). Sabe-
se que sinalizacBes pro-fibrdticas podem ser desencadeadas pela perda das AECs. Neste
contexto, foi demonstrado por Fine e colaboradores (1997) que as células do epitélio alveolar
expressam CD95 (Fas/APO1), e que esse receptor ativa pro-caspases em caspases e
induzindo a apoptose. Hagimoto e colaboradores (1999) observaram que a ativacdo do Fas
in vivo poderia induzir apoptose das células epiteliais seguido por fibrose.

Diversos estudos in vitro investigando a relacdo fungo e células epiteliais pulmonares
A549 demonstram que o P. brasiliensis, durante o processo de invasdo, ativa receptores da
superficie celular nas células desencadeando sinais fisicos e bioquimicos similares aos
observados na ativacao da transicdo epitelial para mesenquimatosa (EMT). Entre eles, as vias
de sinalizacdo das pequenas proteinas G sinalizadoras (Rho GTPases)/Ras proteinas quinases
ativadoras por mitégenos (MAPK) (MONTEIRO DA SILVA et al., 2007; SINHA; YANG,
2008), quinase regulada por sinal extracelular(ERK)/MAPK (MAZA et al., 2008) e p38,
quinase terminal NH2 c-Jun , proteina tumoral 53 (P53), WNT e TGF- B (MAZA et al.,

2012), (Figura 1).
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Figura 1. Processo transicdo epitelial para mesenquimatosa (EMT). Para que 0 processo
de EMT ocorra, 0 TGF-B1 se liga ao complexo receptor serina/treonina (TGFBR) situado na
membrana plasmatica das células epiteliais e ativa, de forma coordenada, duas vias de
sinalizacdo intracelular separadas, a via de sinalizagdo candnica dependente de SMAD e a
via independente de SMAD. Na via TGFB-SMAD, os fatores de transcricdo SNAIL1, ZEB1
e TWIST1 sdo ativados. Esses fatores de transcricdo diminuem a expressdo da E-caderina
(CDH1) fazendo com que as EMT do epitélio desestabilizem as juncBes aderentes, induzam
a expressdo de proteinas como a vimentinas, que sao proteinas do filamento intermediario
mesenguimatoso, ativem as GTPases, que por sua vez, induz motilidade, e aumentem a
expressdo das matrizes metaloproteinases (MMPs) e colageno para induzir fibrogénese. Na
via ndo-candnica, as vias de sinalizacdo sdo as P13 quinase (P13K)-proteina quinase B (AKT),
ERK!/ proteinas quinases ativadoras por mitégenos (MAPK), p38 MAPK, WNT, NOTCH,
Hedgehog e NF-xB (LAMOUILLE; XU; DERYNCK, 2014).

Por exemplo, um estudo demonstrou que as integrinas a3 e a5 estdo envolvidas com a
inducdo da secrecgdo das citocinas IL-6 e IL-8 por células A549 e que o P. brasiliensis pode
ativar justamente esses receptores em células epiteliais A549 (BARROS et al., 2016).

Adicionalmente, foi demonstrado que ndo somente o P. brasiliensis, mas também P. lutzii e

P. americana durante a interagdo com AECSs, induzem a super-expressdo de microRNAS
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relacionados com a vias de sinalizacdo MAPK, P53, Wnt e TGF- B (SINGULANI et al.,
2020). Estes dados sugerem que o P. brasiliensis pode ligar-se em receptores usados por
fatores de crescimento induzindo mudancas semelhantes nas AECs, modulando assim a
inflamacéo do hospedeiro e induzindo a uma resposta pro-fibrotica.

Considerando os aspectos acima, a fibrogénese na PCM parece ser mais complexa do que
simplesmente uma sequela da les@o granulomatosa. Em adicdo ao papel das fibras colagenas
circundando os granulomas, a inducao da resposta inflamatoria causando danos teciduais e a
interacdo P. brasiliensis com as células teciduais pulmonares induzindo apoptose e até a
transicdo delas em células ativas com perfil excretor de reparo tecidual parecem fazer parte

do microambiente pré-fibrético durante a PCM ativa.
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1.4. Fibrose pulmonar em modelo experimental murino de paracoccidioidomicose.

Modelos experimentais da PCM pulmonar tém nos permitido compreender melhor o
curso desta micose sistémica, principalmente nos momentos iniciais da doenca e em outros
contextos em que os estudos em seres humanos ndo sdo possiveis de serem realizados. O
modelo experimental da PCM em Hamster Sirio (Mesocricetus auratus) foi um dos primeiros
modelos amplamente utilizado no estudo da PCM, pois seu perfil de susceptibilidade ao
fungo apresenta similaridades com a doenca humana (ARRUDA; COELHO;
MONTENEGRO, 1994; IABUKI; MONTENEGRO, 1979). Na década de 1980, observou-
se 0 emprego de camundongos machos da linhagem BALB/c empregando-se conidios
viaveis de Paracoccidioides spp. em inoculacao intra-traqueal (DEFAVERI; REZKALLAH-
IWASSO; DE FRANCO, 1982). Logo em seguida, os modelos murinos passaram a ser
amplamente utilizados a partir dos estudos de suscetibilidade e resisténcia de diferentes
linhagens de camundongos estabelecida por Calich e colaboradores (1985).

Um dos primeiros estudos experimentais em que se avaliou a FP foi o de Defaveri (1999)
usando modelo murino, ele demonstrou a presenca de granulomas paracoccidiéidicos peri-
bronquiolares, além da participacdo de citocinas na resposta inflamatoria, demonstrada pela
identificacdo destas substancias por imunohistoquimica. Em seguida, Cock et al (2000)
utilizou camundongos BALB/c infectados intratraquealmente com conideos de P.
brasiliensis e demonstrou que os camundongos apresentaram lesdes granulomatosas a partir
de duas semanas. Os pesquisadores constataram que a fibrogénese se inicia precocemente
(apds quatro semanas da infeccdo pulmonar) e se estabelece com oito semanas apds a
infeccdo.

Além de resposta granulomatosa tecidual bem consolidada e acompanhada pelo

processo fibrdtico no pulmado, foi observado elevadas concentragdes de IL-6, IL-1B, ligante
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de quimiocina (CCL)3, IL-10, TGF-B1, VEGF e IFN-y nesse 6rgdo (FINATO et al., 2020).
O papel da citocinas pro-inflamatoérias na fibrogénse € marcado pelo aumento do dano
tecidual. Adicionalmente, fatores de crescimento reguladores observados no granuloma
causado pelo fungo também podem possuir um papel importante na FP da PCM.
Considerando o papel pro-fibrotico do TGF-B1 e sua presenga na dindmica celular do
granuloma, sugere-se que este mediador tenha papel crucial na fibrogénese da PCM.

Outro mecanismo que pode estar envolvido na fibrogénese da PCM ¢é a resposta
imune mediada pelas células Th2. Um aspecto critico da resposta imune é o controle da
diferenciacdo de células T auxiliares em subconjuntos Thl ou Th2 que produzem
predominantemente citocinas IFN-y, IL-12, IL-8 e TNF- 8 ou IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13,
respectivamente. Sabe-se que as citocinas envolvidas com a resposta do tipo Thl ou do tipo
Th2 produzidas durante a inducéo da resposta imune inflamatdria provavelmente determina
o fendtipo responsavel pela resolucdo do processo patoldgico ou progressdo para fibrose
(PARDO; SELMAN, 2002). Evidéncias apoiam a noc¢do de que o fenétipo tipo 1 tem um
profundo efeito anti-fibrético, principalmente mediado por IFN-y (DUNCAN; BERMAN,
1985; OKADA; SUGIE; AISAKA, 1993; YOKOZEKI et al., 1999; ZIESCHE et al., 1999),
enquanto que as citocinas do perfil Th2 vém demonstrando um potencial pro-fibrético através
da ativacao de fibroblastos e producdo de ECM (HASHIMOTO et al., 2001; ORIENTE et
al., 2000; POSTLETHWAITE et al., 1992).

A hipotese de que o ambiente inflamatdrio anti-Thl pode estar envolvido nas
sinalizacdes pro-fibroticas durante a infecdo pulmonar por P. brasilienses foi demonstrada
por Arango e colaboradores (2017). Em uma tentativa de aplicar células mesenquimais
derivadas da medula éssea (BMMSCs) para o tratamento da FP em modelo experimental

murino de PCM, os autores observaram que camundongos infectados com P. brasiliensis e
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tratados com BMMSCs apresentaram um aumento da FP caracterizada por aumento de
fibrocitos, colagenos e expressdo de genes para TGF-B3 e metaloproteinases no pulmao, além
do aumento do numero de neutréfilos e macrofagos com o perfil de reparo (M2) neste orgao.
Posteriormente, foi visto que o P. brasiliensis interage diretamente com essas células
mesenquimais, induzindo a internalizacéo e a expressdo de mediadores inflamatorios como
IL-6, IL-17, TNF-a e TGF-p pelas BMMSCs (RODRIGUEZ-ECHEVERRI; PUERTA.-

ARIAS; GONZALEZ, 2021).

1.5. Modelo experimental de fibrose pulmonar (FP) induzida por bleomicina.

O modelo de FP induzido pela bleomicina (BLM) é o modelo experimental mais
utilizado para testar novas drogas e investigar os mecanismos fisiopatoldgicos da fibrose
pulmonar idiopatica (FPI) (PENG et al., 2013). A FPI é uma doenca progressiva
caracterizada pela deposicdo excessiva de ECM no epitélio pulmonar causando a distorcao
da arquitetura do parénquima deste 6rgdo. As principais caracteristicas patoldgicas da FPI
incluem: focos de fibroblastos ativados com perfil excretor de grande quantidade de ECM,
areas de cistos epiteliais associados a aparéncia em favo de mel e inflamacdo intersticial
linfoplasmocitéria leve, associada a areas de hiperplasia de células do tipo Il no pulméo
(KING; PARDO; SELMAN, 2011). A etiologia da FPI é desconhecida, mas acredita-se que
é decorrente de uma lesdo constante as AECs na qual desencadeia as repostas de reparo
tecidual. Esta resposta de reparo tecidual € conhecida por ser extremamente exagerada e é
influenciada por células inflamatdrias, sinalizacdo de citocinas e fatores genéticos que

culminam na fibrose tecidual (PARDO; SELMAN, 2002) (Figura 2).
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Figura 2. A fibrose pulmonar como consequéncia da desregulacdo do processo de
reparo tecidual. Em um processo de reparo tecidual equilibrado, observa-se que apds o dano
ao epitélio pulmonar ocasionado, por exemplo, por um agente infeccioso, inicia-se uma
resposta ao dano que envolve a inducdo do fenotipo secretor associado ao estado senescente
nas células alveolares to tipo Il. O fen6tipo secretor associado a senecéncia, onde células
epiteliais danificadas produzem citocinas, quimiocinas e padrdes moleculares associados ao
perigo (DAMPs) vao atrair leucdcitos, para o local da injuria e também ativar a cascata da
coagulacdo com o objetivo de reparar o dano tecidual. As células inflamatérias, com perfil
de reparo, assim como as plaquetas ativadas pelo processo de coagulacdo sdo fonte de TGF
-B. O TGF -B, por sua vez, induz a transformac&o de células epiteliais em fibroblastos através
de um processo conhecido como transi¢do epitelial para mesenquimatosa (EMT). Nos
fibroblastos, a sinalizacdo do TGF- B induz sinais de multiplicacdo, sobrevivéncia e sintese
de colageno, processo base para a deposicdo de matriz extracelular. Apds a resolucdo do
dano, os fibroblastos e células inflamatdrias sofrem apoptose, ha remodelacéo tecidual pela
acdo das metaloproteinases e suas inibidoras, e o tecido volta a sua funcdo normal. Na fibrose
pulmonar idiopatica observa-se desregulacdo em todas as vias apresentadas acima
(CAMELO et al., 2014).

As BLMs sdo uma familia de componentes produzidos pela bactéria Streptomyces
verticilli. Essa familia de compostos possui propriedade antitumoral potente, causando
pequena supressdo na medula 6ssea e toxicidade pulmonar como efeito colateral. Os
mecanismos da toxicidade celular causada pela BLM foram bem descritos baseado em
experimentos in vitro com &cido desoxirribonucleico (DNA). A molécula da BLM possui
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dois componentes estruturais principais, bitiazol e imidazol. Sabe-se que o bitiazol intercala
parcialmente com a hélice do DNA, separando as fitas bem como as estruturas de pirimidina.
Ja o imidazol, liga-se ao ferro e oxigénio formando um complexo ativado capaz de liberar
oxidantes que causam danos nas proximidades das cadeias polinucleotidicas do DNA. Além
disso, a BLM é capaz ainda de causar dano celular através da inducédo da peroxidacédo de
lipideos, o que pode ser bem prejudicial para o pulmé&o e, em parte, explica sua capacidade
de causar danos as células alveolares e subsequente inflamacdo pulmonar (HAY;
SHAHZEIDI; LAURENT, 1991).

Como citado acima, a BLM é bem conhecida por induzir dano pulmonar que resulta
em resposta inflamatdria aguda que, provavelmente, ndo reflete os processos que levam a
FPI nos pacientes. Porém, a fase inflamatéria é seguida por alteracdes fibrdticas, que
mimetiza certas caracteristicas patoldgicas consistentes com aquelas associadas a FP1 (PENG
et al., 2013). O inicio e a duracdo da FP induzida por BLM em camundongos é bem
documentada e € dependente da linhagem de camundongo utilizada, da dosagem de BLM e
ainda do método de inoculacdo (HARRISON; LAZO, 1987). Apesar da maioria dos modelos
animais para esta doenca aplicarem uma dose BLM pela via intra-traqueal, alguns estudos
induzem a resposta pro-fibrética pela via intraperitoneal ja que esta abordagem é mais
proxima da abordagem sistémica utilizada em quimioterapia (SWIDERSKI et al., 1998;
TABATA et al., 2007).

Um resultado comum, mas ndo invariante, da fase aguda do dano pulmonar causado
pela BLM é a FP com um acumulo excessivo de tecido fibrotico no intersticio pulmonar,
apresentando consequéncias draméticas na funcdo do tecido que depende de uma

ultraestrutura fina com distancias extremamente pequenas entre o sangue e o ar (LAURENT,
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1986). Esse tecido fibrotico € caracterizado pela deposicdo de ECM que € composto
predominante por proteinas e glicoproteinas, das quais a mais abundante € o colageno.

A localizacdo da deposicdo de colageno pode ser alterada dependendo da via de
administracdo da BLM. Se a administracdo da BLM for sistémica, a deposicdo de colageno
sera perivascular e subpleural (HARRISON; LAZO, 1987). Ja a administracdo intra-traqueal
causa depositos focais na regido peribronquica e subpleural (HARRISON; LAZO, 1987;
LAURENT et al., 1981). Por exemplo, Penge e colaboradores (2013), utilizaram o modelo
experimental de camundongos inoculados intratraquealmente com 2U1/Kg de BLM em dose
Unica ou repetidas e observaram que a resposta primaria ap0s uma semana da inoculacdo é
caracterizada pela inflamacao pulmonar contendo células inflamatorias, fluidos proteinaceos
no intersticio e no espaco alveolar e poucos fibroblastos. Apos duas semanas da inoculacao
observou-se uma fibrose alveolar e intersticial com obliteracdo dos espacos alveolar e
hiperplasia bronco-alveolar progressiva até desaparecimento completo ou parcial do alvéolo.
Com o passar do tempo, a fibrose se tornou progressivamente intersticial acompanhada de
espessamento dos septos alveolares bem definidos. Em momentos posteriores, a fibrose
apresentou-se, principalmente, perfil intersticial. O espaco alveolar foi preenchido por
material anfofilico finamente granular a homogéneo que foi posteriormente fagocitado por
macrofagos infiltrados e células gigantes multinucleadas. Os neutréfilos foram observados
ocasionalmente. O septo parcialmente colapsado revestido por pneumdcitos do tipo | foi
também observado com frequéncia nos momentos posteriores da inocula¢do. Os autores
observaram, ainda, que tanto o modelo de dose Unica quanto o modelo de doses repetitivas
de BLM apresentam caracteristicas histoldgicas similares com o passar das semanas (PENG

etal., 2013).
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Em contrapartida, outro estudo utilizando o mesmo modelo de FP, com inoculagao
intra-traqueal de 0,04 unidades de BLM, encontrou diferencas nas analises histopatologicas
dos camundongos inoculados com dose unica ou mdaltiplas (DEGRYSE et al., 2010). Os
autores observaram um pico de células apoptéticas e necroticas nos pulmdes apos uma
semana da inoculagdo; no entanto, na segunda semana ap0s inoculacdo houve diminuicéo da
morte celular o que foi interpretado pelos autores como periodo de reparacdo do epitélio
alveolar, sendo entdo mais sensivel a uma segunda inoculagédo. O estudo utilizou entdo oito
inoculacbes de BLM quinzenalmente. Apds esse periodo foi observado uma proeminéncia
da hiperplasia de AEC revestindo as areas de fibrose, caracteristica essa ausente no modelo
de dose Unica e, extremamente comum em bidpsia pulmonar de FPI humana (DEGRY SE et
al., 2010).

O método de inoculacdo intraperitoneal de BLM para a indu¢éo da FP também vem sendo
utilizado por se aproximar mais da abordagem sistémica. Foi visto que camundongos
inoculados intraperitonealmente com 4 U de BLM (quatro inoculagbes com 1U durante 7
dias), apds dois meses da ultima inoculagdo, exibiram desarranjo alveolar, espessamento
subpleural progressivo (avancado apds quatro meses do tratamento) e focos fibréticos
caracterizados pela deposicdo de colageno, observados pela coloragdo com azul de tricrémico
de Masson (SWIDERSKI et al., 1998).

Os modelos experimentais de FP experimentais tém exibido uma predominancia de
resposta do tipo Th2, reforcando a hipotese de que a reacdo do tipo Th2 esta relacionada a
fibrose (GHARAEE-KERMANI et al., 1998, 2001; WESTERMANN et al., 1999). No
modelo de BLM, a les&o fibrotica esta relacionada ao aumento da expressdo de I1L-4 e IL-5

por células mononucleares (GHARAEE-KERMANI et al., 1998, 2001), e ainda, o uso de
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anticorpo anti-IL-5 induziu reducdo significativa na eosinofilia pulmonar, expressdo de
citocinas e fibrose (GHARAEE-KERMANI et al., 1998).

Apesar do consenso de que a inflamacdo é um evento crucial que precede o
desenvolvimento da FP, recentemente, tem sido hipotetizado que essa via se aplica para a
maioria das FP gue sdo consequéncia da doenca inflamatoria intersticial, mas nao para FPI.
Alguns pesquisadores vém sugerindo que na FPI, a fibrose parece ser um processo patoldgico
independente da inflamacédo cronica. Adicionalmente a doencas humanas, alguns modelos
experimentais tem mostrado evidéncias de que é possivel ter uma fibrose independente de
inflamacéo cronica desenvolvido em consequéncia de micro injarias epiteliais com ativacao
das AEC e um reparo tecidual anormal (SELMAN et al., 2001). Neste contexto, varios
estudos de localizacdo celular por hibridizacdo in situ e imuno-histoquimica demonstraram
que na FPI as AEC sdo o principal local de sintese do fator de crescimento derivado de
plaquetas, TGF-B, TNF-a, todos eles essenciais para o desenvolvimento da FP
(ANTONIADES et al., 1990; KAPANCI et al., 1995; KHALIL et al., 1991, 1996; NASH et
al., 1993).

O mediador pro-fibrético mais potente e, até agora, mais estudado no processo da
fibrogénese é o TGF-p. Sabe-se que em modelo experimental de FP induzida por BLM, o
TGF-B1 se encontra com expressdo elevada nas células epiteliais e fibroblastos intersticiais
e ainda é produzido em elevada quantidade por macréfagos alveolares (KHALIL;
O’CONNOR, 2008). Evidencias diretas do papel do TGF-p na FP induzida por BLM foi
sugerido por estudos de Khalil e colaboradores (1989). O grupo demonstrou que o nivel
elevado de TGF-B1 é observado apds horas da administracdo de BLM e que o pico do nivel

deste mediador precede a maxima da sintese de colageno. O padrdo da coloracdo de imuno-
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histoquimica sugere producdo inicial de TGF-B1 pelos macréfagos e este mediador foi, mais
tarde, associado com areas de producdo de ECM (GROTENDORST, 1984).

Nas celulas epiteliais pulmonares, o TGFB1 atua como agente ativador do processo de
EMT (XU; LAMOUILLE; DERYNCK, 2009). Estudos experimentais demonstraram que a
EMT contribui para a populacao de fibroblastos pulmonares na FP induzida pela BLM (KIM
et al., 2006, 2009). Adicionalmente, foi observado que ap6s duas semanas da administracéo
da dose Unica de BLM, um terco dos fibroblastos pulmonares (marcador de fibroblastos
S100A4, também conhecido como proteina 1 especifica de fibroblastos-FSP1) eram de
linhagem epitelial (TANJORE et al., 2009). J& em modelo de doses repetitivas de BLM, foi
descoberto que quase metade de fibroblastos SI00A4" séo derivados da via EMT. Os autores
sugerem que a lesdo repetitiva do epitélio alveolar pode levar a uma maior propensdo a ser

submetido a EMT (DEGRYSE et al., 2010).
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1.6. Fibrose hepatica (FH) induzida por tetracloreto de carbono (CCla).

A fibrose hepatica (FH) € uma condicdo patoldgica caracterizada pela proliferacédo
anormal de fibroblastos e 0 acimulo de tecido conjuntivo conectivo fibroso resistente (tecido
cicatricial) no figado. Processos normais de reparo tecidual envolvem deposicéao de colageno,
porém a ativacdo cronica desse mecanismo no figado pode levar a processos patologicos
como a cirrose (AHMAD; AHMAD, 2012).

A fibrose e a cirrose induzidas por CCls € um dos modelos experimentais a base de
toxinas mais antigo e provavelmente o mais usado para o estudo da FH. Esse modelo é
vantajoso por ter sido bem caracterizado e em muitos aspectos espelha o padrdo de doenca
visto na fibrose humana e cirrose associada a danos toxicos (WALKIN et al., 2013).

O processo pelo qual o CCls leva a FH j& é bem conhecido. Este composto é
metabolizado no figado pelo citocromo P450 da super familia das monooxigenases (CYP)
ao radical triclorometil (CCls). Subsequentemente, este radical reage com &cidos nucleicos,
proteinas e lipideos prejudicando assim os principais processos celulares resultando em um
metabolismo de lipideos alterado (degeneracdo de gorduras e esteatose) e quantidade de
proteinas diminuidas. A formacdo de adutos entre CCls e 0 DNA desencadeia ainda mais
mutacdes 0 que colabora para a formacdo de carcinoma hepatocelular. A formacdo de
radicais de triclorometilperoxido (CClsO0%*), resultante da oxigenagdo do CCls, inicia ainda
a peroxidacéo lipidica e a destruicdo de acidos graxos poliinsaturados. Consequentemente, a
permeabilidade da membrana de todos os compartimentos celulares (mitocéndria, reticulo
endoplasméatico e membrana plasmatica) € diminuida ocorrendo um dano hepatico
generalizado levando a inflamacgéo, fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular (WEBER;

BOLL; STAMPFL, 2003).
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A toxicidade do CCls apresenta-se em trés ou quatro fases: as primeiras duas ou trés
semanas sdo caracterizadas principalmente por necrose indicada pelo aumento da atividade
de enzimas especificas do figado e diminuicdo nos valores de pseudocolinesterase. Durante
as duas ou trés semanas seguintes ocorre um grande acumulo de gordura hepatica e os niveis
séricos de triglicerideos e aspartato aminotransferase (AST) aumentam significativamente,
enquanto a funcdo hepatica é reduzida; durante a terceira fase, 0 aumento da AST continua,
niveis elevados de hidroxiprolina e triglicerideos sdo encontrados e a funcéo hepatica geral
diminui ainda mais; na fase final, os valores de pseudocolinesterase diminuem ainda mais, e
atrofia do figado € observada. Isso pode ser combinado com uma diminuicéo significativa da
albumina sérica e perda de peso que indica perda progressiva da funcdo hepatica durante a
fibrogénese prolongada.(PAQUET; KAMPHAUSEN, 1975).

O modelo CCls é o mais bem caracterizado em relagdo as alteragGes histologicas,
bioquimicas, celulares e moleculares associadas ao desenvolvimento de fibrose. O CClspode
ser administrado por via intraperitoneal ou por gavagem; induz necrose da zona I11 e apoptose
de hepatécitos com ativacdo de células estreladas hepaticas (HSC) associadas e fibrose
tecidual. Em um modelo de FH induzido pela inoculacdo intraperitoneal de CCls duas vezes
por semana durante seis semanas em camundongos C57BI/6 resultou em necrose periportal
com dano maximo apds 24 e 48 h da ultima inoculagdo, refletindo niveis séricos de alanina
aminotransferase extremamente elevados. O dano toxico foi acompanhado por um influxo
consideravel de leucdcitos no figado com predominancia de células mieloides mononucleares
(KARLMARK et al., 2009).

Em outro estudo usando camundongos BALB/c com inoculacfes intraperitoneais de
CCl4 duas vezes por semana, foi observado FH caracterizada por grande quantidade de fibras

de colageno circundando a veia central hepatica acompanhada de distor¢do na arquitetura do
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0rgdo, assim como niveis elevados de colageno do tipo | e actina oo do musculo liso (a-SMA)
(SAYED et al., 2021). A lesdo hepaética induzida por CCls apresenta duracao e periodos de
recuperacdo variaveis e dependente do periodo de administracdo do CCls, embora na fibrose
mais avancada a extensao da recuperacao possa ser limitada.

De modo geral, células do sistema imune inato e adaptativo ativadas estimulam as
HSCs a secretar proteinas de ECM resultando em alteracdes fibrdticas no figado que
prejudicam gravemente suas funcgdes fisiologicas (Figura 3). Porém, os mecanismos pelo
qual a resposta imune pro-fibrética no figado inflamado sdo negativamente reguladas
permanecem desconhecidos. As células de Kupffer provocam efeitos divergentes na FH,
promovendo a ativacdo das HSC em face da lesdo continua ou, inversamente, induzem a
apoptose das células estreladas durante a regressao. Esses papéis divergentes sugerem que
diferentes populacbes de macrofagos estdo envolvidas em cada estagio ou, mais
provavelmente, que a funcdo dos macréfagos muda durante a fibrogénese em resposta a

citocinas no microambiente.(RICARDO; VAN GOOR; EDDY, 2008).
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FIBROSE HEPATICA

Produg¢do de MEC pelas
células epiteliais tubulares;
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-Citocinas/fatores sollveis TGF'B’ ROS
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IL-1B, IL-6, TNF-B, HSP70 PI3K/AKT/mTOR
BAX

Figura 3. Mecanismos celulares e moleculares envolvidos na fibrose hepatica. A reacédo
de fase aguda no modelo murino de tetracloreto de carbono (CCls) € caracterizada por
estresse oxidativo, dano tecidual com necrose de hepatdcitos centro-lobulares, ativagdo das
células de Kupffer (CK) e a inducdo de resposta inflamatéria. Padrdes moleculares
associados ao perigo (DAMPs), como proteina 1 do grupo de alta mobilidade (HMGBL1) e
produtos de peroxidacdo lipidica advindos dos hepatdcitos mortos e mediadores pro-
inflamatérios como IL-1B, IL-6 e TNF-a produzidos pelas células de Kupffer atraem
neutréfilos para o tecido danificado. O influxo de neutrofilos geralmente agrava o dano
tecidual agudo através da secrecdo de mediadores citotdxicos como as espécies reativas de
oxigénio (ROS) e nitrogénio (iNOS) e também de citocinas pré-inflamatorias como IL-1 e
TNF-o. Esses mediadores a provocam uma mudancga fenotipica nas celulas estelares
hepéticas (HSCs) quiescentes, que se tornam ativadas. As células estelares hepaticas ativadas
é a principal fonte de miofibroblastos no tecido lesionado e sédo fonte de crescimento
principalemente TGF-B. Nas células epiteliais do figado, o TGF-f diversas vias que véo
induzir nessas células a transformacéo epitelial para mesenquimatosa (EMT). Entre elas, as
vias das proteinas: proteina tumoral 53 (P53), fosfoinositideo 3-quinases (PI3K), proteina
quinase B (AKT) e alvo mamifero da rapamicina (MTOR) e BCL2 Associado X, Regulador
de Apoptose (BAX) vao resultar em sinas de migracdo, sobrevivéncia, multiplicacdo e
producéo de matriz extra celular. (Adaptado de BADR et al., 2019).
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2. RACIONAL DA PESQUISA

A PCM € uma micose granulomatosa, causada por fungos termodimérficos do género
Paracoccidioides. Mesmo ap6s tratamento antifingico eficaz, a maioria dos pacientes
apresentam sequelas, que é caracterizada pela fibrose em alguns dos 6rgaos comprometidos,
principalmente nos pulmdes. Essas sequelas levam ao comprometimento funcional e
incapacitacdo do paciente. Evidéncias observadas em pacientes e em modelos experimentais
indicam que a fibrose observada como sequela pulmonar da PCM é um processo precoce e
vai além da fibrogénese relacionada com o processo granulomatoso.

Nossa hipotese de trabalho € que o P. brasiliensis, durante o processo infeccioso no
pulmdo, causa uma imunomodulacdo no microambiente pulmonar na qual, através da
interacdo com as células epiteliais, macrofagos e fibroblastos consegue polarizar a resposta
imune para o perfil pro-fibrético. Se essa hipotese for correta, a identificacdo de proteinas
chaves do processo pro-fibrotico, ja identificadas em outros modelos experimentais de
fibrose no contexto ndo infeccioso, poderiam revelar biomarcadores alvos para acdo de
drogas anti-fibroticas.

O maior desafio para o estudo da fibrogénese da PCM é que, diferentemente da
maioria das doencas fibréticas, o microambiente fibrogénico é também um microambiente
infeccioso, no qual qualquer regulacdo imunomodulatéria, com o objetivo de evitar a resposta
pro-fibrética pode ocasionar um ambiente propicio para a multiplicacdo e sobrevivéncia do
P. brasiliensis o0 que, obviamente, seria ainda mais prejudicial para o paciente. Considerando
essa questdo, nossa principal pergunta é: como identificar o processo de fibrogénese em um
ambiente infeccioso tdo complexo quanto o pulmdo infectado por P. brasiliensis? Como
identificar proteinas-chaves envolvidas com a resposta pro-fibrética, mas que a0 mesmo

tempo nao sdo fundamentais para a reposta imune contra o P. brasiliensis?
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Neste contexto, os modelos de FP e hepatica induzidos por BLM e CCly,
respectivamente, que sdo dois modelos de fibrose muito bem estudados na literatura, surgem
como uma ferramenta, que aliado a proteébmica e a bioinformatica podem nos ofertar o poder
discriminatorio para a identificacdo de proteinas chaves para o processo da fibrogénese na
PCM. Através do estudo do proteoma pulmonar e hepaticos de camundongos com fibrose e,
ou com PCM pode-se: 1) identificar proteinas e vias alteradas em pulmdes de camundongos
com PCM através da comparacdo com camundongos saudaveis e, 2) dentre essas vias e
proteinas alteradas, podemos entender quais delas estdo relacionadas especificamente com a
resposta pro-fibrotica através da comparacdo com os modelos de FP e FH.

Considerando ainda a necessidade da identificacdo de drogas eficazes para o
tratamento da sequela pulmonar da PCM e que os modelos de FP e FH utilizados nesse estudo
estdo avancados no que se trata de identificacdo de proteinas-chaves para o tratamento da
fibrose, a identificacdo de vias e proteinas em comuns em pulmdes fibréticos de
camundongos infectados com P. brasiliensis que estejam alteradas e que ja sejam alvos de
tratamento nos modelos de FP induzida por BLM e FH induzida por CCl4 para direcionar a

pesquisa de novas drogas para o tratamento ou a prevencao da fibrose da PCM.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Identificar proteinas-chave envolvidas na fibrogénese pulmonar na PCM pulmonar murina.

3.2. Especificos
e Determinar o perfil protedmico de pulmdes de camundongos infectados com P.
brasiliensis em estagio de consolidacdo da FP, através da comparacéo do proteoma

de pulmdes saudaveis de camundongos controles.

e Comparar o perfil protedbmico de pulmdes de camundongos infectados com P.
brasiliensis em estagio de consolidacdo da FP com tecidos fibréticos obtidos dos

modelos de fibrose pulmonar induzido por BLM e FH induzida por CCla
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Camundongos. Camundongos BALB/c machos, com 8 a 12 semanas de idade, foram
adquiridos do Instituto Lauro de Souza Lima, Bauru, SP, Brasil. Camundongos machos
C57BI/6, com 8 a 12 semanas de idade, foram criados em uma instalacdo especifica livre de
patdgenos na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Brasil.
Todos os camundongos foram mantidos no Biotério do Laboratério de Imunopatologia
Experimental, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Bauru, SP, Brasil. Alimentos e agua
estéril foram fornecidos ad libitum. Todos os protocolos utilizados estavam de acordo com
0s principios éticos para pesquisa animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal. O Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias da UNESP, Bauru,

SP, Brasil, aprovou este estudo (Processo n® 760/2016).

4.2 Modelo experimental de fibrose pulmonar causada pela infeccéo por P. brasiliensis.
P. brasiliensis (isolado 326, acesso GenBank: MH367529.1), isolado de aspirado de
linfonodo cervical de uma paciente com PCM-FA junto ao Departamento de Doencas
Tropicais da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP (Botucatu, SP). O isolado foi
incubado a 35 °C na fase leveduriforme, com subculturas quinzenais, em meio de cultura
agar glicose extrato de levedura peptona. A viabilidade do fungo foi monitorada por
coloracdo com lactofenol (azul de algoddo). Camundongos BALB/c foram inoculados com
10° leveduras de P. brasiliensis pela via intra-traqueal em solucéo salina tamponada estéril
(SBS) (grupo FP-PCM), enquanto os animais nédo infectados receberam apenas SBS, grupo
controle (CTRL). Para inoculagdo intra-traqueal, os camundongos foram anestesiados com

administracdo intraperitoneal de ketamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Apos 8 semanas
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(periodo em que a FP ja estd estabelecida, conforme demostrado em estudo anterior
utilizando este mesmo modelo — (FINATO et al., 2020), os camundongos foram anestesiados
com inalacdo de isoflurano, seguida de inalacdo de dioxido de carbono. Autopsias foram

realizadas para coletar os pulmaes.

4.3 Modelo experimental de fibrose pulmonar induzida por BLM. Camundongos
BALB/c foram injetados intraperitonealmente com sulfato de BLM (2 mg/camundongo/dia;
Sigma-Aldrich) nos dias, 8 e 15 (grupo FP-BLM). Os camundongos foram sacrificados
quatro semanas ap6s o primeiro tratamento com BLM (TABATA et al., 2007), com inalacdo
de isoflurano, seguida de inalacdo de dioxido de carbono. Autdpsias foram realizadas para

coletar os pulmdes.

4.4 Modelo experimental de fibrose hepética (FH) por tetracloreto de carbono (CCla).
Camundongos C57BI/6 receberam 0,6 mL/kg de peso corporal de CCls misturado com éleo
de milho, intraperitonealmente. Para indugéo de FH, CCl4 foi injetado duas vezes por semana
durante seis semanas (grupo FH). Os camundongos foram sacrificados 48 horas apds a Gltima
injecdo (KARLMARK et al., 2009), com inalagdo de isoflurano, seguida de inalagéo de
dioxido de carbono. Autdpsias foram realizadas para coletar o figado. Como controles, 0s
animais receberam o mesmo volume do tragador (6leo) por via intraperitoneal (grupo CTRL-

F).

4.5 Analise histopatologica. Fragmentos dos pulmdes e figados foram fixados em formol
tamponado a 10% e posteriormente, foram embebidos em parafina e cortados em seccGes de

4 um. Em seguida, as laminas com os cortes foram submetidas a coloragdo com hematoxilina
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e eosina. Para a avaliacdo da deposicéo de fibras de colageno I11, sec¢cdes foram submetidas
a técnica de reticulina de Gomori. As imagens foram capturadas em camera digital acoplada
ao microscopio optico (Axiostar HBO plus 50/AC Fluorescence Microscopy) e analisadas

no software Image J (versdo 1.51Kk).

4.6 Recuperacdo de fungos viaveis em modelo experimental de fibrose pulmonar
causada pela infeccao por P. brasiliensis. Amostras de pulmdes de camundongos do grupo
FP-PCM foram pesadas e maceradas em 1,0 ml de salina tamponada com fosfato estéril. A
partir desta solugdo um volume de 100 pl foi espalhado em duplicata sobre placas de cultura,
usando uma alca T de Drigalski, contendo meio caldo cérebro coracdo suplementado com
4% de soro de cavalo e 1% de gentamicina. As placas foram seladas e incubadas a 35°C
durante 1-2 semanas. O numero de unidades formadoras de col6nias (UFC) foi normalizado

por grama de tecido.

4.7 Analise Protedmica. As amostras foram preparadas para andlise protedmica conforme
descrito anteriormente (KHAN et al., 2019). Moinho criogénico usado para a
homogeneizacdo do tecido congelado. Para extrair as proteinas, o0 homogenato de figado e
pulmé&o foi incubado em tampé&o de lise contendo 7 M de ureia, 2 M de tiouréia, e 40 Mm
ditiotreitol (DTT) por 1 h a 4° C com agitacdo frequente. Em seguida, o homogenato foi
centrifugado a 15.000 rpm por 30 min a 4°C e o sobrenadante contendo proteinas soluveis
foi coletado. As proteinas foram quantificadas pela técnica de Bradford. Todas as amostras
foram padronizadas para uma concentracdo de 1pg/uL. Para 50 uLL de amostra, 10 pL de 50
mM de bicarbonato de amonio foram adicionados, antes das etapas a seguir. Primeiro, 25 pL

de RapiGest 0,2% foram adicionados e incubados a 80 °C por 15 min. Secundariamente, 2,5
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uL de DTT 100 mM foram adicionados e incubados a 60 °C por 30 min. Posteriormente, 2,5
uL de 300 mM de iodoacetamida foi adicionado e incubado por 30 min a temperatura
ambiente (com auséncia de luz) e entdo, 10 pL de tripsina foram adicionados e a digestdo
ocorreu por 14 h a 37 °C. Apds a digestdo, foram adicionados 10 pl de acido tricloroacético
a5 % e a amostra foi deixada em fase de incubacdo por 90 min a 37 °C. A amostra foi entdo
centrifugada (16.000 g por 30 min). Finalmente, o sobrenadante foi coletado e foram

adicionados 5 pL de alcool desidrogenase (1 pmol/uL) e 85 uL de acetonitrila a 3%.

4.8 LC-MS/MS e analise de bioinformatica. O sistema NanoACQUITY UPLC-Xevo QT
MS foi usado para separar peptideos usando o algoritmo de contagem de ions. A identificacdo
das proteinas foi feita através da consulta ao banco de dados UniProt (Universal Protein
Resource) em fevereiro de 2018, usando o catalogo para mus musculus. Para determinar as
diferencas de expressdo entre os grupos estudados, o software ProteinLynx Global Server
(PLGS) Expression E foi usado, onde o valor de p < 0,05 e p > 0,95 foram os paramentros
para determinar a sub- ou super expressao de proteinas, respectivamente. A analise de
bioinforméatica foi realizada através do mapeamento dos numeros de acesso (ID) das
proteinas frente ao banco de dados UniProt, onde somente as proteinas revisadas foram
selecionadas. Para a identificacdo das vias em que as proteinas selecionadas faziam parte, o
ID Uniprot de cada proteina foram submetidos separadamente ao banco de dados de vias
Reactome usando o software Cytoscape plug-in ClueGo v2.0.7 + CluePedia v1.0.8. Os
parametros de analise utilizados foram padrdo, que especificam um teste estatistico de
enriquecimento (teste hipergeometrico do lado direito) com um metodo de correcdo de

Bonferroni step-down, tipo de analise de 'grupo unico’, usando a lista de agrupamento de
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genes para mus musculus, codigos de evidéncia ‘all', especificidade de rede: médio (niveis

ontogenia génica 3 a 8) e um limite de pontuacéo kappa de 0,4.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizagao dos modelos experimentais

Ap0s oito semanas da infec¢do pulmonar por P. brasiliensis, camundongos do grupo
FP-PCM exibiram carga flingica média de 10° UFC por grama de tecido pulmonar. A analise
histopatoldgica dos pulmdes dos camundongos infectados, quando comparados aos pulmdes
saudaveis do grupo CTRL (Fig. 4A e 4B), revelou lesGes em todos os lobos correspondendo
a 65-80% da é&rea total do tecido (Fig. 4C). As lesbes foram caracterizadas pela presenca de
granulomas grandes e confluentes. Os granulomas apresentaram células fungica com padréao
leveduriforme, células epitelidides e células gigantes no centro, circundadas por linfécitos e
células mononucleares na periferia. Além disso, varios focos com infiltrado inflamatério de
celulas polimorfonucleares e poucas areas de necrose foram observadas (Fig. 4C). A
coloracdo pela técnica de reticulina de Gomori revelou a deposicdo de fibras reticulares

(colageno I11) na periferia dos granulomas, brénquios e artérias (fig. 4D) e septos alveolares.

A analise histopatoldgica dos pulmdes dos camundongos do grupo FP-BLM revelou
que os septos interalveolares se tornaram espessados contendo infiltrado de células

inflamatorias (Fig. 4E) e deposi¢des de colageno no intersticio (Fig. 4F).

A analise histopatoldgica dos figados dos camundongos do grupo FH revelou dano
no espaco periportal com necrose e infiltrado monocitico pronunciado (Fig. 4G). Através da
coloracdo pela técnica de reticulina de Gomori foi observado deposicéo significativa de

colageno nas regides interlobulares (Fig. 4H).
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Figura 4. Analise histopatoldgica dos tecidos fibréticos de camundongos dos modelos
experimentais de fibrose pulmonar induzida por P. brasiliensis, bleomicina e fibrose
hepatica induzida por CCls A e B: Imagem de pulmdes saudaveis de camundongos do grupo
controle; C e D: Pulmdo de camundongos BALB/c apds 8 semanas da inoculagdo intra-traqueal
de P. brasiliensis (grupo FP-PCM); E e F: Pulmdo de camundongos BALB/c injetados
intraperitonealmente com bleomicina (BLM) nos dias 1,8, e 15 e avaliados no dia 28 (grupo FP-
BLM); G e H: Figado de camundongos C57BI/6 apos seis semanas de injecdes de tetracloreto
de carbono (grupo FH). As alteracdes histopatolégicas foram demonstradas por coloragdo
Hematoxilina e eosina (A, C, E e G) e reticulina de Gomori (B, D, F e G). (objetiva de 20x%).
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5.2 Perfil global do proteoma pulmonar e hepéatico de camundongos dos grupos FP-
PCM, FP-BLM e FH.

Para compreender os mecanismos moleculares envolvidos na infeccdo por P.
brasiliensis, foi realizada analise proteébmica das proteinas extraidas dos pulmdes de
camundongos BALB/c comparando a expressdo das proteinas de camundongos infectados
com P. brasiliensis oito semanas apos a infec¢do (grupo FP-PCM) com o grupo controle
(grupo CTRL). O total de 666 proteinas foi identificado no grupo infectado, enquanto 728
proteinas foram identificadas no grupo controle. O numero total de proteinas Unicas e comuns
de cada grupo analisado esta apresentado na figura 5. As proteinas que foram Unicas, 3 vezes
mais ou 0,5 vezes menos expressas no grupo FP-PCM quando comparado com o grupo CTRL
estdo listadas na Tabela 1. O apéndice 2 contém a todas as proteinas diferencialmente

expressas no grupo FP-PCM.
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Tabela 1. Proteinas com expressdes significantemente alteradas em pulmdes fibréticos de
camundongos BALB/c apds oito semanas de infeccdo por P. brasiliensis (grupo FP-PCM)
em relacdo a pulmdes saudaveis (grupo controle- CTRL).

:ﬁfggzsr Protein name PLGS score t:?:?\;l:%'t:fl-
P06467 Hemoglobin subunit zeta 98 40.85
008807 Peroxiredoxin-4 623 14.3
Q64467 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase_ testis-specific 64 7.85
P35700 Peroxiredoxin-1 1592 7.77
P05063 Fructose-bisphosphate aldolase C 189 4.9
P17183 Gamma-enolase 270 4.85
P18242 Cathepsin D 343 4.81
P08905 Lysozyme C-2 75 4.76
P10107 Annexin Al 114 431
P52480 Pyruvate kinase PKM 625 431
P16858 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1835 3.9
P53657 Pyruvate kinase PKLR 38 3.9
P34884 Macrophage migration inhibitory factor 463 3.82
Q61233 Plastin-2 355 3.74
P17182 Alpha-enolase 1042 3.63
035711 Liprin-beta-2 441 3.53
P11531 Dystrophin 66 3.49
P21550 Beta-enolase 36 3.42
Q9DBJ1 Phosphoglycerate mutase 1 235 3.25
P51150 Ras-related protein Rab-7a 249 3.22
Q60930 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 124 3.06
P99029 Peroxiredoxin-5_ mitochondrial 171 3
Q80TF6 StAR-related lipid transfer protein 9 64 0.11
Q04857 Collagen alpha-1(VI) chain 120 0.23
E9Q3L2 Phosphatidylinositol 4-kinase alpha 86 0.25
Q9DCN?2 NADH-cytochrome b5 reductase 3 229 0.29
Q62151 Advanced glycosylation end product-specific receptor 5682 0.3
P08074 Carbonyl reductase [NADPH] 2 22259 0.31
035945 Aldehyde dehydrogenase_ cytosolic 1 1632 0.33
Q8BH64 EH domain-containing protein 2 846 0.33
P24549 Retinal dehydrogenase 1 1977 0.35
Q08481 Platelet endothelial cell adhesion molecule 91 0.35
P33267 Cytochrome P450 2F2 161 0.35
Q62148 Retinal dehydrogenase 2 146 0.36
Q9JHW9 Aldehyde dehydrogenase family 1 member A3 146 0.36
Q9Czs1 Aldehyde dehydrogenase X_ mitochondrial 146 0.38
054724 Caveolae-associated protein 1 537 0.39
P16546 Spectrin alpha chain_ non-erythrocytic 1 131 0.39
P20801 Troponin C_ skeletal muscle 110 0.41
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(Continuacao)

bRatio
a
NACCESS Protein name PLGS FP-
umber score peM:Ctrl
Q8VCT4 Carboxylesterase 1D 737 0.42
Q9DCT8 Cysteine-rich protein 2 3703 0.43
P54071 Isocitrate dehydrogenase [NADP]_ mitochondrial 89 0.44
Q91WU0 Carboxylesterase 1F 88 0.45
Q02257 Junction plakoglobin 124 0.45
P48678 Prelamin-A/C 712 0.45
P10493 Nidogen-1 95 0.45
Q08857 Platelet glycoprotein 4 321 0.45
Q6URWE Myosin-14 291 0.46
P17563 Selenium-binding protein 1 3743 0.47
Q9R1Q8 Transgelin-3 87 0.48
008553 Dihydropyrimidinase-related protein 2 1727 0.48
Q64727 Vinculin 773 0.48
E9Q555 E3 ubiquitin-protein ligase RNF213 81 0.49
Q02788 Collagen alpha-2(VI) chain 39 0.5
P09542 Myosin light chain 3 124 0.5
Q63836 Selenium-binding protein 2 3713 0.5
P26231 Catenin alpha-1 43 0.5
P23953 Carboxylesterase 1C 70 0.5
P10649 Glutathione S-transferase Mu 1 4035 0.5
P05977 Myosin light chain 1/3_ skeletal muscle isoform 61 0.5
Q9DCT1 1 5-anhydro-D-fructose reductase 41 PCF:IT/-I*
Q8BJY1 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 5 91 FP-PCM
P63323 40S ribosomal protein S12 216 FP-PCM
P63276 40S ribosomal protein S17 248 FP-PCM
P62082 40S ribosomal protein S7 297 FP-PCM
Q9JLJ2 4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase 74 FP-PCM
P99027 60S acidic ribosomal protein P2 264 FP-PCM
Q9DCDO 6-phosphogluconate dehydrogenase_ decarboxylating 83 FP-PCM
Q9CQ60 6-phosphogluconolactonase 558 FP-PCM
E9Q4Z2 Acetyl-CoA carboxylase 2 32 FP-PCM
QUESTS Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member 130 FP-PCM
P61161 Actin-related protein 2 359 FP-PCM
Q9IM76 Actin-related protein 2/3 complex subunit 3 454 FP-PCM
P59999 Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 428 FP-PCM
Q641P0 Actin-related protein 3B 63 FP-PCM
Q80Us4 Actin-related protein 5 105 FP-PCM
Q3UNX5 Acyl-coenzyme A synthetase ACSM3_ mitochondrial 71 FP-PCM
Q61315 Adenomatous polyposis coli protein 55 FP-PCM
P84078 ADP-ribosylation factor 1 776 FP-PCM
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(Continuacéo)

bRatio
a
NACCESS Protein name PLGS FP-
umber score peM:Ctrl
Q8BSL7 ADP-ribosylation factor 2 776 FP-PCM
P61205 ADP-ribosylation factor 3 776 FP-PCM
P61750 ADP-ribosylation factor 4 776 FP-PCM
P84084 ADP-ribosylation factor 5 776 FP-PCM
Q8J2Q2 AFG3-like protein 2 58 FP-PCM
Q9Jll6 Alcohol dehydrogenase [NADP(+)] 74 FP-PCM
P28474 Alcohol dehydrogenase class-3 477 FP-PCM
Q8vC2s8 Aldo-keto reductase family 1 member C13 87 FP-PCM
Q8K2H4 Arf-GAP with coﬂed—co_ll__ ANK repeat and PH domain- 76 EP-PCM
containing protein 1
Q61176 Arginase-1 114 FP-PCM
P16460 Argininosuccinate synthase 188 FP-PCM
A2AUT72 Armadillo repeat-containing protein 3 53 FP-PCM
088738 Baculoviral AP repeat-containing protein 6 18 FP-PCM
P01887 Beta-2-microglobulin 519 FP-PCM
008524 Beta-tectorin 109 FP-PCM
P48754 Breast cancer type 1 susceptibility protein homolog 123 FP-PCM
P97929 Breast cancer type 2 susceptibility protein homolog 32 FP-PCM
Q6AZB0 Brother of CDO 55 FP-PCM
Q922D8 C-1-tetrahydrofolate synthase cytoplasmic 70 FP-PCM
035350 Calpain-1 catalytic subunit 52 FP-PCM
089084 cAMP-specific 3'_5'-cyclic phosphodiesterase 4A 52 FP-PCM
Q8C196 Carbamoyl-phosphate synt_hase [ammonia]_ 107 FP-PCM
mitochondrial
070370 Cathepsin S 730 FP-PCM
QawuUuU7 Cathepsin Z 149 FP-PCM
Q9Z0H0 Cell division cycle 7-related protein kinase 172 FP-PCM
QoCzw?2 Centromere protein N 59 FP-PCM
Q6RT24 Centromere-associated protein E 42 FP-PCM
Q5DU05 Centrosomal protein of 164 kDa 20 FP-PCM
Q6A065 Centrosomal protein of 170 kDa 283 FP-PCM
QoCzX2 Centrosomal protein of 89 kDa 104 FP-PCM
Q8CG03 cGMP-specific 3'_5'-cyclic phosphodiesterase 33 FP-PCM
Q921Q5 Chloride intracellular channel protein 1 215 FP-PCM
P79568 Class Ib MHC antigen Qa-2 262 FP-PCM
Q9CQIl6 Coactosin-like protein 341 FP-PCM
Q8CIE6 Coatomer subunit alpha 31 FP-PCM
QJIF7 Coatomer subunit beta 66 FP-PCM
055029 Coatomer subunit beta’ 49 FP-PCM
Q8BVF4 Coiled-coil domain-containing protein 30 31 FP-PCM
Q60847 Collagen alpha-1(XII) chain 53 FP-PCM
Q923P0 Collagen alpha-1(XX) chain 56 FP-PCM
P01027 Complement C3 64 FP-PCM
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008997 Copper transport protein ATOX1 1386 FP-PCM
089053 Coronin-1A 1092 FP-PCM
Q91X84 CREB-regulated transcription coactivator 3 44 FP-PCM
Q91WA4 CXXC-type zinc finger protein 5 39 FP-PCM
Q99KY4 Cyclin-G-associated kinase 194 FP-PCM
P12787 Cytochrome c oxidase subunit 5A_ mitochondrial 321 FP-PCM
008967 Cytohesin-3 95 FP-PCM
QICPY7 Cytosol aminopeptidase 122 FP-PCM
Q8BX80 Cytosolic endo-beta-N-acetylglucosaminidase 70 FP-PCM
Q9D1A2 Cytosolic non-specific dipeptidase 264 FP-PCM
Q80XNO D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase_ mitochondrial 78 FP-PCM
Q8BZN6 Dedicator of cytokinesis protein 10 58 FP-PCM
Q60710 Deoxynucleoside triphosphate triphosphohydrolase SAMHD1 113 FP-PCM
Q6P5E8 Diacylglycerol kinase theta 83 FP-PCM
Q8CFD5 DNA excision repair protein ERCC-8 206 FP-PCM
P49717 DNA replication licensing factor MCM4 43 FP-PCM
QIDBG6 DoI|chyl-d|phosphool|gosacchar|Qe--prote|n glycosyltransferase 115 EP-PCM
subunit 2
Q8BYHO Dorsal root ganglia homeobox protein 90 FP-PCM
Q4VA61 Down syndrome cell adhesion molecule-like protein 1 homolog 66 FP-PCM
Q4U2R1 E3 ubiquitin-protein ligase HERC2 269 FP-PCM
Q8C669 E3 ubiquitin-protein ligase pellino homolog 1 95 FP-PCM
088196 E3 ubiquitin-protein ligase TTC3 177 FP-PCM
Q3UVKO Endoplasmic reticulum metallopeptidase 1 59 FP-PCM
Q9D1Q6 Endoplasmic reticulum resident protein 44 111 FP-PCM
P49290 Eosinophil peroxidase 57 FP-PCM
P42567 Epidermal growth factor receptor substrate 15 62 FP-PCM
Q920J0 Epididymal secretory protein E1 471 FP-PCM
Q90711 Exonuclease 1 228 FP-PCM
Q6P5F9 Exportin-1 40 FP-PCM
P47753 F-actin-capping protein subunit alpha-1 241 FP-PCM
Q05816 Fatty acid-binding protein_ epidermal 508 FP-PCM
P12710 Fatty acid-binding protein_ liver 634 FP-PCM
Q8KOE8 Fibrinogen beta chain 461 FP-PCM
Q8VCM7 Fibrinogen gamma chain 249 FP-PCM
ABPWD2 Forkhead-associated domain-containing protein 1 125 FP-PCM
P16110 Galectin-3 459 FP-PCM
Q8JZP9 GAS2-like protein 1 74 FP-PCM
Q9ESZ8 General transcription factor 11-1 50 FP-PCM
QUINI3 General transcription factor I1-I ;epeat domain-containing protein 65 EP-PCM
P06745 Glucose-6-phosphate isomerase 156 FP-PCM
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3Access Protein name PLGS bRatio Fp-
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Q8BMLY Glutaminyl-tRNA synthetase 79 FP-PCM
P11352 Glutathione peroxidase 1 962 FP-PCM
Q64521 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase_ mitochondrial 62 FP-PCM
Q8VvDUO G-protein-signaling modulator 2 105 FP-PCM
P62827 GTP-binding nuclear protein Ran 178 FP-PCM
P06339 H-2 class | histocompatibility antigen_ D-37 alpha chain 64 FP-PCM
P01899 H-2 class | histocompatibility antigen_ D-B alpha chain 262 FP-PCM
P01900 H-2 class | histocompatibility antigen_ D-D alpha chain 289 FP-PCM
P14426 H-2 class | histocompatibility antigen_ D-K alpha chain 262 FP-PCM
P14427 H-2 class | histocompatibility antigen_ D-P alpha chain 124 FP-PCM
P01901 H-2 class | histocompatibility antigen_ K-B alpha chain 262 FP-PCM
P01902 H-2 class | histocompatibility antigen_ K-D alpha chain 88 FP-PCM
P04223 H-2 class | histocompatibility antigen_ K-K alpha chain 262 FP-PCM
P03991 H-2 class | histocompaticbr:zliiitg antigen_ K-W28 alpha 262 FP-PCM
P01897 H-2 class | histocompatibility antigen_ L-D alpha chain 262 FP-PCM
P01898 H-2 class | histocompatibility antigen_ Q10 alpha chain 262 FP-PCM
P14429 H-2 class | histocompatibility antigen_ Q7 alpha chain 262 FP-PCM
P14430 H-2 class | histocompatibility antigen_ Q8 alpha chain 262 FP-PCM
14432 H-2 class | histocompati(t:)ri]g%/ antigen_ TLA(B) alpha 64 FP-PCM
P14483 H-2 class Il histocompatibility antigen_ A beta chain 247 FP-PCM
P04228 H-2 class I histocompatibility antigen_ A-D alpha chain 340 FP-PCM
P01921 H-2 class I histocompatibility antigen_ A-D beta chain 246 FP-PCM
P06343 H-2 class Il histocompatibility antigen_ A-K beta chain 51 FP-PCM
P06342 H-2 class Il histocompatibility antigen_ A-Q beta chain 212 FP-PCM
P06345 H-2 class Il histocompatibility antigen_ A-S beta chain 73 FP-PCM
P06344 H-2 class Il histocompatibility antigen_ A-U beta chain 73 FP-PCM
P18469 H-2 class Il histocompatibility antigen_ I-E beta chain 34 FP-PCM
Q61646 Haptoglobin 221 FP-PCM
Q61316 Heat shock 70 kDa protein 4 99 FP-PCM
Q99020 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B 58 FP-PCM
Q92130 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like 58 FP-PCM
Q3TRMS8 Hexokinase-3 219 FP-PCM
Q8C2B3 Histone deacetylase 7 43 FP-PCM
P79457 Histone demethylase UTY 1072 FP-PCM
P10629 Homeobox protein Hox-C6 134 FP-PCM
P01878 Ig alpha chain C region 496 FP-PCM
P01868 Ig gamma-1 chain C region secreted form 2411 FP-PCM
P01869 Ig gamma-1 chain C region_ membrane-bound form 2411 FP-PCM
P01864 Ig gamma-2A chain C region secreted form 469 FP-PCM
P01863 Ig gamma-2A chain C region_ A allele 669 FP-PCM
P01865 Ig gamma-2A chain C region_ membrane-bound form 669 FP-PCM
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Number score pPCM:Ctrl
P01867 Ig gamma-2B chain C region 789 FP-PCM
P06330 Ig heavy chain V region AC38 205.12 396 FP-PCM
P0O1757 Ig heavy chain V region J558 396 FP-PCM
P01756 Ig heavy chain V region MOPC 104E 396 FP-PCM
P01723 Ig lambda-1 chain V region 295 FP-PCM
P0O1727 Ig lambda-1 chain V region S43 295 FP-PCM
P01872 Ig mu chain C region 65 FP-PCM
Q92329 Inositol 1_4 5-trisphosphate receptor type 2 35 FP-PCM
B8JK39 Integrin alpha-9 53 FP-PCM
P11835 Integrin beta-2 75 FP-PCM
Q61098 Interleukin-18 receptor 1 81 FP-PCM
P24822 Intestinal-type alkaline phosphatase 85 FP-PCM
088844 Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic 55 FP-PCM
Q69258 Kazrin 100 FP-PCM
A2APT9 Kelch domain-containing protein 7A 42 FP-PCM
P28738 Kinesin heavy chain isoform 5C 32 FP-PCM
Q99PT9 Kinesin-like protein KIF19 81 FP-PCM
QI9QWT9 Kinesin-like protein KIFC1 47 FP-PCM
P08071 Lactotransferrin 230 FP-PCM
Q8R4U7 Leucine zipper protein 1 83 FP-PCM
Q9JHQ5 Leucine zipper transcription factor-like protein 1 132 FP-PCM
Q9D154 Leukocyte elastase inhibitor A 132 FP-PCM
Q61792 LIM and SH3 domain protein 1 257 FP-PCM
Q148V7 LisH domain and HEAT repeat-containing protein KIAA1468 106 FP-PCM
Q5SUF2 Luc7-like protein 3 215 FP-PCM
P17897 Lysozyme C-1 216 FP-PCM
P24452 Macrophage-capping protein 202 FP-PCM
Q8HWBO Major histocompatibility complex class I-related gene protein 38 FP-PCM
P6O755 MAM domain-containing glycosylghosphatidylinositol anchor protein 32 EP-PCM
Q3U435 Matrix metalloproteinase-25 39 FP-PCM
Q9D412 Meiosis inhibitor protein 1 137 FP-PCM
Q811U4 Mitofusin-1 116 FP-PCM
P28665 Murinoglobulin-1 120 FP-PCM
P28666 Murinoglobulin-2 30 FP-PCM
P11247 Myeloperoxidase 253 FP-PCM
Q66X03 NACHT_ LRR and PYD domains-containing protein 9A 38 FP-PCM
Q9JKF6 Nectin-1 130 FP-PCM
P11627 Neural cell adhesion molecule L1 111 FP-PCM
Q9Cs84 Neurexin-1 94 FP-PCM
009105 Neurogenic differentiation factor 4 63 FP-PCM
P11672 Neutrophil gelatinase-associated lipocalin 217 FP-PCM
Q8VDK1 Nitrilase homolog 1 193 FP-PCM
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Q3TL44 NLR family member X1 42 FP-PCM
Q6GQT9 Nodal modulator 1 45 FP-PCM
P09405 Nucleolin 51 FP-PCM
Q8R1N4 NudC domain-containing protein 3 180 FP-PCM
Q8BXR9 Oxysterol-binding protein-related protein 6 40 FP-PCM
Q8JzZM7 Parafibromin 127 FP-PCM
QO0ZLH2 Pejvakin 118 FP-PCM
P24369 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B 105 FP-PCM
Q9R269 Periplakin 27 FP-PCM
Q8CHE4 PH domain leucine-rich repeat-containing protein phosphatase 1 28 FP-PCM
P40935 Phenylethanolamine N-methyltransferase 131 FP-PCM
Q69ZK0 Phosphatidylinositol 3_4_5-trisphosphate—dependent Rac exchanger 56 FP-PCM
1 protein
P53811 Phosphatidylinositol transfer protein beta isoform 112 FP-PCM
070250 Phosphoglycerate mutase 2 88 FP-PCM
Q9CQJ2 PIH1 domain-containing protein 1 255 FP-PCM
GbHE829 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1 147 FP-PCM
Q9ROK7 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 2 147 FP-PCM
Q3V0K9 Plastin-1 85 FP-PCM
B2RPU2 Pleckstrin homology domain-containing family D member 1 52 FP-PCM
Q91wW45 Polyadenylate-binding protein-interacting protein 2B 179 FP-PCM
Q61838 Pregnancy zone protein 81 FP-PCM
D3Z4R1 Probable ATP-dependent DNA helicase HFM1 67 FP-PCM
A2AKX3 Probable helicase senataxin 101 FP-PCM
Q5DTV4 Probable ribonuclease ZC3H12C 67 FP-PCM
P49935 Pro-cathepsin H 194 FP-PCM
Q61207 Prosaposin 204 FP-PCM
P97371 Proteasome activator complex subunit 1 210 FP-PCM
Q9z2uU1 Proteasome subunit alpha type-5 155 FP-PCM
Q9R144 Protein arginine N-methyltransferase 2 45 FP-PCM
Q8BS90 Protein aurora borealis 70 FP-PCM
P08003 Protein disulfide-isomerase A4 137 FP-PCM
Q3UHQ6 Protein dopey-2 29 FP-PCM
Q9DB52 Protein FAM122A 64 FP-PCM
A4Q9F1 Protein monoglycylase TTLL8 30 FP-PCM
Q99MR9 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 3A 34 FP-PCM
P50543 Protein S100-A11 140 FP-PCM
P27005 Protein S100-A8 10385 FP-PCM
P31725 Protein S100-A9 4214 FP-PCM
Q9QXNO Protein Shroom3 87 FP-PCM
Q6ZPY2 Protein SMG5 43 FP-PCM
Q9CuU24 Protein THEMIS3 66 FP-PCM
Q99PJ1 Protocadherin-15 37 FP-PCM
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E9Q9D5 Rab-like protein 2A 85 FP-PCM
Q8CGE9 Regulator of G-protein signaling 12 97 FP-PCM
G3UYX5 Regulator of G-protein signaling 22 31 FP-PCM
Q61599 Rho GDP-dissociation inhibitor 2 1130 FP-PCM
Q8C5L7 RNA-binding protein 34 97 FP-PCM
E9PZQ0 Ryanodine receptor 1 48 FP-PCM
Q60988 SCL-interrupting locus protein homolog 71 FP-PCM
Q80X76 Serine protease inhibitor A3F 59 FP-PCM
P84104 Serine/arginine-rich splicing factor 3 629 FP-PCM
Q8BL97 Serine/arginine-rich splicing factor 7 46 FP-PCM
Q8CIN4 Serine/threonine-protein kinase PAK 2 55 FP-PCM
Q9z1z2 Serine-threonine kinase receptor-associated protein 44 FP-PCM
Q62087 Serum paraoxonase/lactonase 3 147 FP-PCM
Q9ROP3 S-formylglutathione hydrolase 809 FP-PCM
A2AAY5 SH3 and PX domain-containing protein 2B 49 FP-PCM
Q9JJuU8 SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein 299 FP-PCM
Q920G3 Sialic acid-binding Ig-like lectin 5 53 FP-PCM
P42225 Signal transducer and activator of transcription 1 216 FP-PCM
Q8COT5 Signal-induced proliferation-associated 1-like protein 1 17 FP-PCM
G3X9J0 Signal-induced proliferation-associated 1-like protein 3 205 FP-PCM
Q8ROL1 Signal-transducing adaptor protein 2 512 FP-PCM
A2ADF7 Solute carrier family 25 member 34 91 FP-PCM
Q3UTJ2 Sorbin and SH3 domain-containing protein 2 200 FP-PCM
Q6P8X1 Sorting nexin-6 79 FP-PCM
Q8VI1J6 Splicing factor_ proline- and glutamine-rich 75 FP-PCM
Q9D5L7 SPRY domain-containing SOCS box protein 1 174 FP-PCM
Q6PDS3 Sterile alpha and TIR motif-containing protein 1 37 FP-PCM
Q62407 Striated muscle-specific serine/threonine-protein kinase 133 FP-PCM
Q920F6 Structural maintenance of chromosomes protein 1B 44 FP-PCM
ozioy  SWISNFrEt ot LTS g epec
Q3UHKG6 Teneurin-4 21 FP-PCM
Q8C0s4 Tetratricopeptide repeat protein 21A 44 FP-PCM
A3KMP2 Tetratricopeptide repeat protein 38 189 FP-PCM
008811 TFIIH basal transcription factor complex helicase XPD subunit 51 FP-PCM
Q9CQuUO Thioredoxin domain-containing protein 12 86 FP-PCM
P10639 Thioredoxin 251 FP-PCM
Q99MB1 Toll-like receptor 3 52 FP-PCM
Q93092 Transaldolase 64 FP-PCM
Q8R2MO Transcription elongation factor A N-terminal and central 112 FP-PCM

domain-containing protein 2
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Q62311 Transcription initiation factor TFIID subunit 6 118 FP-PCM
QIWTR1 Transient receptor potential catltz)n channel subfamily VV member 47 FP-PCM
Q80W04 Transmembrane and coiled-coil domains protein 2 67 FP-PCM
Q99P91 Transmembrane glycoprotein NMB 172 FP-PCM
Q922P8 Transmembrane protein 132A 60 FP-PCM
Q6P2B1 Transportin-3 660 FP-PCM
Q9JLT2 Trehalase 53 FP-PCM
Q64514 Tripeptidyl-peptidase 2 80 FP-PCM
Q9JHI2 tRNA-specific adenosine deaminase 1 48 FP-PCM
Q80TQ2 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase CYLD 46 FP-PCM
Q5DU14 Unconventional myosin-XVI 45 FP-PCM
P40336 Vacuolar protein sorting-associated protein 26A 116 FP-PCM
P62814 V-type proton ATPase subunit B_ brain isoform 247 FP-PCM
Q8CGF6 WD repeat-containing protein 47 53 FP-PCM
Q9R0G7 Zinc finger E-box-binding homeobox 2 167 FP-PCM
Q02525 Zinc finger protein 39 37 FP-PCM
Q80Y81 Zinc phosphodiesterase ELAC protein 2 46 FP-PCM

2 |dentification is based on proteins ID from UniProt protein database. reviewed only
(http://www.uniprot.org).

b Proteins with expression significantly altered are organized according to the ratio.
* Indicates unique proteins in alphabetical order

Considerando que a diferenca do padrdo da expressdo das proteinas entre o0 grupo
infectado e o grupo saudavel pode revelar as vias bioldgicas que estdo alteradas durante a
infeccdo por P. brasiliensis, as proteinas Unicas, super- e sub expressas no grupo FP-PCM,
foram submetidas, separadamente, para analise in silico de identificacdo de vias.

O mesmo processo foi feito para 0s grupos de modelo de FP e hepética (FP-BLM e
FH) (Apéndice 2 e 3). A Tabela 2 mostra o nimero total de proteinas identificadas em cada
grupo de fibrose, 0 numero de proteinas com expressdes alteradas em relacdo aos seus

respectivos controles e ainda as vias enriquecidas por essas proteinas.
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Tabela 2 . Analise de enriquecimento de vias das proteinas com expressao significantemente alteradas em cada grupo experimental (pulmdes
e figados fibréticos) em comparagdo com seus respectivos controles (pulmdes e figado saudaveis).

Total Proteinas Proteinas Unicas no Vias enriquecidas pelas Vias enriquecidas . . .
Grupo . ; ; Vias enriquecidas
experimental proteinas sub- super  grupo com proteinas sub pelas proteinas super elas proteinas Gnicas
b identificadas expressas expressas  fibrose expressas expressas b b
Associacao de vesiculas Modificacéo de Exocitose de proteinas
de transporte de Golgi proteinas pos- do Iimen dos granulos
com microtdbulos traducionais secretores
- « Exocitose de proteinas
Hidrolise do ATP pela Degranulacao de . pro
o - do Iimen dos granulos
miosina neutrofilos . T
ricos em ficolina
. Exocitose de proteinas
A subunidade alfa da . I o prot
; e RAB geranilgeranilagdo  especificas do limen
proteina G € inativada A
dos granulos
104 191 281

Filamentos de queratina
ligam complexos de
adesdo célula-célula

Ligacdo de L1 com
esteira F-actina

PAK2 fosforila a cadeia
leve reguladora de
miosina (MRLC)

Fendtipo Secretor
Associado a Senescéncia
(SASP)

Glicoélise

Degranulagdo de
plaguetas

ARF ativa recruta
coatdmero para o Golgi

As vesiculas de COPI
retrégradas ligam-se a
cinesina e aos
microtibulos

Interacéo de Erp57 com
MHC classe |
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G Total Proteinas Proteinas Unicasno Vias enriquecidas pelas Vias enriquecidas . . .
rupo p ) . Vias enriquecidas
experimental . proteinas sub- super  grupo com proteinas sub pelas proteinas super pelas protefnas Gnicas
identificadas expressas expressas  fibrose expressas expressas
Extenséo de
ALDHs oxidam atRAL « pseudopodes por
Fase de atenuacao e i
para atRA miosina-X de maneira
dependente de PI3K
Fosforilacao de tirosina Metilagio de proteina Interacdo de integrina
de CRMPs por Fes alfaDbeta2 com fibrina
FP-PCM 666 104 191 281
Dimerizacao do RHO GTPases ativam Kazrin liga-se a
procoléageno tipo VI PAKS periplacina
Sinalizag&o do receptor
Ativacdo de LARG por de TGF-g em EMT S100A8:S100A9 liga
G alfa 12/13 (transicao epitelial para Zn2+
mesenquimal)
Glucagon-like Peptide-
Efetoras RHO GTPase  Detoxificacdo das ROS 1 (GLP1) regula a
secrecdo de insulina
FP-BLM 338 179 20 56

Resposta celular ao
estresse

Eliminacdo de heme do
plasma

Sinalizagéo da Rapl
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Total Proteinas Proteinas Unicasno  Viasenriquecidas Vias enriquecidas . . .
Grupo . . . Vias enriquecidas
. proteinas sub- super grupo com pelas proteinas sub  pelas proteinas . o
experimental . e : pelas proteinas Unicas
identificadas expressas expressas fibrose expressas super expressas
Clcllfl)sdsg%haztre;ona Cooperacéo de PDCL
P (PhLP1) e TRIC/CCT
receptores de
hormani no dobramento beta da
ormonios roteina G
esterdides (SHR) P
Ponto de
verificacdo de
FP-BLM 338 179 20 56 danos ao DNA
G2/IM
RHO GTPases
ativam PAKSs
Metilacao de
proteinas
Interacdes célula-
matriz extracelular
. Sinalizacdo por Degranulacéo de
Metabolismo Rho GTPases neutréfilos
FH 1066 362 87 389 i
Metgbo/llsfmo de Efetores RHO Cascata RAF/MAP
aminoacidos e .
GTPase quinases

derivativos
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Unicas no
grupo com

Proteinas Proteinas

experimental . o
identificadas expressas expressas

Vias
enriquecidas
pelas proteinas
sub expressas

Vias
enriquecidas
pelas proteinas
super expressas

Vias
enriquecidas
pelas proteinas
anicas

Metabolismo de
lipideos

Oxidacéo
biol6gica
O ciclo do acido
citrico (TCA)e o
transporte
respiratério de
elétrons

Metabolismo de
acidos graxos

Localizacdo de
proteinas

Importacédo de
proteina
peroxissomal

RHO GTPases
ativam IQGAPs

Contracgdo do
masculo liso

Sinalizacdo direta

mediada por
EPHB

Decaimento
Mediado Sem
Sentido (NMD)
independente do
Complexo de
Juncdo Exon
(EJC)




(Continuacao)

. . Unicas Vias Vias
Total Proteinas Proteinas . . . .
Grupo . no grupo  enriquecidas enriquecidas
: proteinas sub- super . .
experimental . o com pelas proteinas  pelas proteinas
identificadas expressas expressas

fibrose sub expressas super expressas

Vias
enriquecidas
pelas proteinas
anicas

Metabolismo do

piruvato e ciclo

do &cido citrico
(TCA)

Gliconeogenese

Beta-oxidacéo de
acidos graxos
mitocondriais

Desintoxicacédo
de Espécies
Reativas de

Oxigénio

Metabolismo do
glioxilato e

degradacéo da

glicina

Catabolismo de

aminoéacidos de

cadeia ramificada

FH 1066 362 87 389

* Todas as vias que foram estatisticamente significantes (kappa = 0,4) estdo listadas em ordem decrescente de acordo com o
namero de proteinas presente em cada uma delas. Analise de enriquecimento de vias foi realizada utilizando o software

Cytoscape, usando o banco de dados REACTOME.



Enquanto no grupo FP-PCM e FH a maioria das proteinas identificadas nesses tecidos
eram Unicas para estes modelos, ou seja, ausente nos seus reespectivos grupos controles, no
grupo FP-BLM a maioria das proteinas estavam, sub expressas em relacdo ao grupo controle.
No geral, no grupo FP-PCM, as vias enriquecidas pelas proteinas Unicas ou super expressas
estavam relacionadas com a resposta pro-inflamatdria (resposta neutrofilica e expressao de
complexo de histocompatibilidade maior -MHC de classe 1) e resposta pro-fibrética
(reorganizacdo do citoesqueleto, multiplicacao, migracao, e sobrevivéncia celular e sintese,)
mediada pela sinalizacdo do TGF-f e outros fatores de crescimento (tabela 1), Rho GTPases,
e a via fosfoinositideo 3-quinases (PI3K)/ proteina quinase B (AKT) e a via glicolitica. A via
PI3K/Akt, apesar de ndo ter sido indicada na tabela de enriquecimentos de vias, esta
representada pela presenca de proteinas chaves no grupo FP-PCM: receptor do fator de
crescimento epidérmico, fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) e fosfatidilinositol 3,4,5-
trifosfato e seus produtos (tabela 1). As vias enriquecidas pelas proteinas sub expressas
estavam relacionadas com o citoesqueleto, mais especificamente relacionadas com a
diminuicdo da expressdo de algumas proteinas caracteristicas das epiteliais pulmonares
durante a transicdo para o perfil mesenquimatoso (tabela 2).

O grupo FP-BLM exibiu um perfil de enriquecimento de vias diferentes daquelas
observadas no grupo FP-PCM, apresentando a super expressdo de proteinas envolvidas com
0 processo de fibrogénese, porém, relacionadas com a sinalizagdo do glucagon e Rabl que
vao resultar em ativacdo da via mitética Raf/MEK/ERK levando a proliferacdo e
sobrevivéncia celular. O grupo FH exibiu um perfil de enriquecimento das vias mais
similares daquelas observadas no grupo FP-PCM. As vias enriquecidas pelas proteinas Gnicas
ou super expressas no grupo FH estavam relacionadas com a resposta pro-inflamatoria

também mediada por neutréfilos, e resposta pro-fibrotica como a reorganizacdo do
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citoesqueleto mediada também pela via das Rho-GTPases. Adicionalmente e diferentemente
do grupo FP-PCM, outras vias que indicam o processo de fibrogénese na qual as proteinas
estavam super expressas no grupo FH foram: contracdo do masculo liso (proteinas
marcadoras da ativacdo de miofibroblastos), e cascata de sinalizacdo RAF-MAP quinases

que vao também resultar em ativacdo da via ERK.

5.3 Perfil do proteoma pulmonar de camundongos infectados com P. brasiliensis
comparado aos camundongos dos grupos FP-BLM e FH.

Para identificar quais 0s processos pro-fibroticos que podem ser similares entre o
gupo FP-PCM e os dois modelos de fibrose FP-BLM e FH, foi realizada separadamente a
comparacéo entre o proteoma pulmonar de camundongos do grupo FP-PCM com o proteoma
hepético do grupo FH e, com o proteoma pulmonar do grupo FP-BLM (Figura 5).

Das 343 proteinas em comuns entre os grupos FP-PCM e FH (Figura 5A), 78
apresentaram expressao similar (Tabela 3), 103 estavam super expressas no grupo FP-PCM
quando comparadas ao grupo FH e 162 proteinas estavam sub expressas no grupo FP-PCM
em relacdo ao grupo FH (Figura 5B). Em seguida, as proteinas com expressdo similar entre
0s grupos FP-PCM e FH foram submetidas a analise de identificacdo de vias bioldgicas.
Como apresentado na Figura 5C, as 78 proteinas pulmonares com expressao similar entre 0s
dois grupos enriqueceram quatro vias intracelulares relacionadas com a contragcdo do
musculo esquelético, processo glicolitico, regulacdo genética pela P53 e a ativacdo de PKN
pelas RHO GTPases.

Na comparagdo com o grupo FP-BLM, foi encontrado 258 proteinas pulmonares em
comum (figura 5D), na qual 47 apresentaram expressao similar (Tabela 2), 166 estavam super

expressas no grupo FP-PCM e 45 proteinas estavam sub expressas no grupo FP-PCM em
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relacdo ao grupo FP-BLM (Figura 5E). As vias identificadas a partir das proteinas com
expressao similar foram quebra do glicogénio, contracdo do musculo estriado e agrefagia
(figura 5F), que assim como na comparacao com o grupo FH, também estavam relacionadas

com o processo de geracdo de energia celular e movimento do citoesqueleto.
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Figura 5. Perfil do proteoma pulmonar de camundongos infectados com P. brasiliensis
comparado com modelo experimental de fibrose hepéatica (FH) fibrose pulmonar induzida
por bleomicina (FP-BLM). A e D: O diagrama de Venn ilustra o0 nimero de proteinas comuns
e Unicas identificadas entre os grupos grupo FP-PCM vs. FH, e FP-PCM vs. FP-BLM
respectivamente. B e E: NUmero de proteinas sub-, super-, e sem diferenca de expressao no grupo
FP-PCM em relacdo ao grupo FH e FP-BLM respectivamente. C e F: analise de enriquecimento
de vias usando proteinas que apresentaram expressao semelhantes entre o grupo FP-PCM e FH
e, FP-BLM respectivamente. Todas as vias que foram estatisticamente significantes estdo listadas
(kappa = 0,4). Analise de enriquecimento de vias foi realizada utilizando o software Cytoscape,
usando o banco de dados REACTOME.
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Tabela 3. Proteinas que apresentaram expressdo similar em pulmdes de camundongos
infectados com P. brasiliensis (grupo FP-PCM) e figado de camundongos com fibrose
hepatica (grupo FH)

aAccess bp value FP-
Number Protein name PLGS score PCM:FH
P62259 14-3-3 protein epsilon 598 0,98
P68510 14-3-3 protein eta 561 1,16
P61982 14-3-3 protein gamma 883 1,11
070456 14-3-3 protein sigma 561 1,19
P84078 ADP-ribosylation factor 1 666 1,01
Q8BSL7 ADP-ribosylation factor 2 666 1,04
P61205 ADP-ribosylation factor 3 666 0,90
P61750 ADP-ribosylation factor 4 586 0,90
P84084 ADP-ribosylation factor 5 810 0,96
E9Q394 A-kinase anchor protein 13 146 0,70
Q9JI91 Alpha-actinin-2 54 1,03
088990 Alpha-actinin-3 42 0,50
Q99K67 Alpha-aminoadipic semialdehyde synthase_ mitochondrial 272 0,66
P14824 Annexin A6 229 0,99
P48754 Breast cancer type 1 susceptibility protein homolog 182 1,22
B2RQC6 CAD protein 28 0,62
QI9D6P8 Calmodulin-like protein 3 101 1,35
Q08091 Calponin-1 64 0,53
Q91WuU0 Carboxylesterase 1F 174 0,81
Q5PR68 Centrosomal protein of 112 kDa 468 0,70
Q5DU05 Centrosomal protein of 164 kDa 71 0,76
Q80U49 Centrosomal protein of 170 kDa protein B 158 0,37
Q9CzX2 Centrosomal protein of 89 kDa 195 1,11
Q60952 Centrosome-associated protein CEP250 79 0,62
P02463 Collagen alpha-1(1V) chain 54 2,29
P01027 Complement C3 83 1,05
008997 Copper transport protein ATOX1 406 0,61
Q99KY4 Cyclin-G-associated kinase 348 0,97
A2AF4T Dedicator of cytokinesis protein 11 204 0,84
Q8BW94 Dynein heavy chain 3_ axonemal 159 0,82
Q4U2R1 E3 ubiquitin-protein ligase HERC2 94 0,83
Q8KOES8 Fibrinogen beta chain 218 1,60
P05063 Fructose-bisphosphate aldolase C 736 1,20
P17183 Gamma-enolase 1564 1,08
Q8BML9 Glutaminyl-tRNA synthetase 227 2,69
Q8Cl194 Glycogen phosphorylase_ brain form 711 0,99
Q9ETO1 Glycogen phosphorylase__ liver form 559 0,99
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(Continuacdo)

aAccess bp value FP-
Number Protein name PLGS score PCM:FH

Q9WUB3 Glycogen phosphorylase_ muscle form 2579 0,99
P62827 GTP-binding nuclear protein Ran 1342 0,89
Q61316 Heat shock 70 kDa protein 4 107 0,62
QI9CQON1 Heat shock protein 75 kDa_ mitochondrial 573 0,91
Q9z2X1 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F 340 0,34
P61979 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 486 1,04
Q8VEK3 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U 116 1,20
P70696 Histone H2B type 1-A 3109 1,02
Q64475 Histone H2B type 1-B 7371 0,99
Q6ZWY9 Histone H2B type 1-C/E/G 7371 0,99
P10853 Histone H2B type 1-F/J/L 7371 0,98
Q64478 Histone H2B type 1-H 7371 0,98
Q8CGP1 Histone H2B type 1-K 7371 0,98
Q8CGP2 Histone H2B type 1-P 7371 0,98
Q64524 Histone H2B type 2-E 4769 1,01
Q9D2U9 Histone H2B type 3-A 4769 1,00
Q8CGPO Histone H2B type 3-B 4769 1,01
Q9z2K1 Keratin_ type | cytoskeletal 16 277 0,79
Q61595 Kinectin 161 1,17
P33173 Kinesin-like protein KIF1A 554 0,83
Q61092 Laminin subunit gamma-2 101 0,95
Q61792 LIM and SH3 domain protein 1 1050 1,40
Q9EQKS5 Major vault protein 105 0,82
P20357 Microtubule-associated protein 2 184 0,90
Qoll04 Nebulette 109 1,13
Q60974 Nuclear receptor corepressor 1 127 1,57
B9EJ86 Oxysterol-binding protein-related protein 8 58 1,45
P70296 Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 307 0,99
070250 Phosphoglycerate mutase 2 82 1,21
Q61838 Pregnancy zone protein 93 1,07
Q8CJG1 Protein argonaute-1 88 1,46
Q8BQNS5 Protein FAM78B 283 0,47
Q6NXJO0 Protein WWC2 127 1,39
A2AAYS5 SH3 and PX domain-containing protein 2B 122 0,41
Q62230 Sialoadhesin 117 1,28
P16546 Spectrin alpha chain_ non-erythrocytic 1 101 1,09
Q80TF6 StAR-related lipid transfer protein 9 83 0,56
Q71LX4 Talin-2 126 1,03
P20801 Troponin C_ skeletal muscle 108 1,46
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(Continuacdo)

aAccess bp value FP-

Number Protein name PLGS score PCM:FH
Q02053 Ubiquitin-like modifier-activatingenzym el 78 0,9
Q8BXT70 Vacuolar protein sorting-associated protein 13C 146 1,17
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Tabela 4. Proteinas que apresentaram expressao similar em pulmdes de camundongos
infectados com P. brasiliensis (grupo FP-PCM) e camundongos com fibrose pulmonar
induzida por Bleomicina (grupo FP-BLM).

2Access PLGS prPp\(/:?\LL:j?:p-
Number Protein name score BLM
1-phosphatidylinositol 4_5-bisphosphate phosphodiesterase
A2AP18 eta-2 33 0.93
P63038 60 kDa heat shock protein_ mitochondrial 107 0.92
Q9JHW9 Aldehyde dehydrogenase family 1 member A3 43 0.05
088990 Alpha-actinin-3 257 0.95
P14824 Annexin A6 137 0.88
P00920 Carbonic anhydrase 2 250 0.38
P97315 Cysteine and glycine-rich protein 1 575 0.07
Deoxynucleoside triphosphate triphosphohydrolase
Q60710 SAMHD1 71 0.58
Q99LC5 Electron transfer flavoprotein subunit alpha_ mitochondrial 101 0.75
P13020 Gelsolin 120 0.79
P26443 Glutamate dehydrogenase 1_ mitochondrial 139 0.94
PA8774 Glutathione S-transferase Mu 5 37 0.08
P19157 Glutathione S-transferase P 1 140 0.89
Q8Cl194 Glycogen phosphorylase_ brain form 280 0.08
Q9ETO1 Glycogen phosphorylase_ liver form 144 0.84
QowuB3 Glycogen phosphorylase_ muscle form 1171 0.69
P61979 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 1163 0.92
P01872 Ig mu chain C region 99 0.54
088844 Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic 64 0.82
Q9D3R6 Katanin p60 ATPase-containing subunit A-like 2 116 0.83
P05784 Keratin_ type | cytoskeletal 18 38 0.14
Q9DCV7 Keratin_ type Il cytoskeletal 7 120 0.94
P02468 Laminin subunit gamma-1 30 0.07
Q61792 LIM and SH3 domain protein 1 293 0.87
Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase_
P51174 mitochondrial 59 0.66
P28666 Murinoglobulin-2 52 0.86
P05977 Myosin light chain 1/3_ skeletal muscle isoform 162 0.54
P09542 Myosin light chain 3 162 0.60
Q60605 Myosin light polypeptide 6 4355 0.57
Q8CEE®6 PAS domain-containing serine/threonine-protein kinase 62 0.94
055103 Periaxin 240 0.14
Q62009 Periostin 63 0.94
Q90QXS1 Plectin 68 0.59
Q99LX0 Protein DJ-1 701 0.93
P50396 Rab GDP dissociation inhibitor alpha 284 0.43
Q62148 Retinal dehydrogenase 2 43 0.10
Q99PT1 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 1256 0.26
Q99J08 SEC14-like protein 2 208 0.39
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(Continuacao)

“Access Protein name PLGS i value-

Number score  FP-PCM:

FP-BLM
Q3UMCO Spermatogenesis-associated protein 5 116 0.73
Q71LX4 Talin-2 29 0.63
Q9WVA4 Transgelin-2 1543 0.71
P20801 Troponin C_ skeletal muscle 238 0.62
A2AQ07 Tubulin beta-1 chain 60 0.9
Q9D6F9 Tubulin beta-4A chain 161 0.06
P68372 Tubulin beta-4B chain 136 0.28
Q922F4 Tubulin beta-6 chain 2491 0.51
Q62523 Zyxin 377 0.83

2 |dentification is based on proteins ID from UniProt protein database. Reviewed only (http://www.uniprot.org).

b Proteins without significantly alteration in expression are organized in alphabetical order
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5.4 Perfil protebmico comum entre pulmdes de camundongos dos grupos FP-PCM ou
FP-BLM e figado de camundongos do grupo FH com fibrose induzida por tetracloreto
de carbono.

Visando compreender quais as semelhancas e diferencas entre os trés modelos de
fibrose avaliados neste estudo em relacdo a alteracdo na expressdo das proteinas envolvidas
com as vias pro-fibréticas, nds primeiramente identificamos as proteinas em comum nos
pulmdes fibréticos de camundongos do grupo FP-PCM e FP-BLM com figado fibrotico de
camundongos do grupo FH, nds realizamos a identificacdo das vias em que essas proteinas
faziam parte e posteriormente realizamos a analise da expressdo dessas proteinas através do
heatmap.

Como observado na figura 6, 355 proteinas em comum foram identificadas entre estes
trés grupos (Figura 6A), nas quais, enriqueceram 14 diferentes vias (Figura 6B). Essas
proteinas foram distribuidas em suas respectivas vias enriquecidas e, através do heatmap, a
expressdo dessas proteinas em relacdo ao seu respectivo grupo controle foi determinada e
estdo apresentadas na Figura 7. Em geral, a analise do heatmap demonstrou que o padrao da
expressdo das proteinas em comum na maior parte das vias identificadas foi mais similar
entre o grupo FP-PCM e FH do que entre o grupo FP-PCM e FP-BLM. A identificacdo de
vias através da selecdo de proteinas em comum entre trés modelos de fibrose revelou
importantes vias para o processo de fibrogénese do grupo FP-PCM como a sinalizacéo de
EMT atraves do receptor TGF-beta, proteinas de choque térmico 90 (HSP-90) e atividades
da RHO GTPases, assim como a super expressdo de proteinas chaves no processo da

fibrogénese como vimentina, ubiquitinas e proteinas do choque-térmico
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B Common proteins of FP-PCM, FP-BLM and FH group
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Figura 6. Perfil do proteoma de pulméo de camundongos infectados com P. brasiliensis
(FP-PCM) comparado ao proteoma pulmonar de modelo experimental de fibrose
induzida por bleomicina (FP-BLM) e ao proteoma hepatico de modelo experimental de
fibrose hepatica (FH) induzida por tetracloreto de carbono (CCls). A. O diagrama de
Venn ilustra 0 nimero de proteinas comuns e Unicas identificadas entre o pulmao fibrotico
de camundongos inoculados com 3 doses de bleomicina e avaliados apés 14 dias da Gltima
dose (grupo FP-BLM), de camundongos BALB/c ap6s 8 semanas de infeccdo por P.
brasiliensis (grupo FP-PCM) e figado fibrético de camundongos C57BL/6 inoculados com
tetracloreto de carbono (CCls) durante quatro semanas (grupo FH). B. Andlise de
enriquecimento de vias das proteinas pulmonares e hepaticas que foram comuns entre 0s
grupos FP-PCM, FP-BLM e FH. Todos as vias que foram estatisticamente significantes estéo
listadas (kappa = 0,4). Anélise de enriquecimento de vias foi realizada utilizando o software
Cytoscape, usando o banco de dados REACTOME.
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Figura 7. Heatmap do padrao de expressdo das proteinas em cada grupo experimental (pulmdes e figados fibréticos) em comparacdo com
seus respectivos controles (pulmdes e figado saudaveis). Proteinas super expressas (p > 0,95) entéo representadas com a cor verde, proteinas sub
expressas (p < 0,05) estdo representadas com a cor vermelha e proteinas sem diferencas significativas entre os grupos sdo incolores. As proteinas
estdo distribuidas de acordo com suas respectivas vias bioldgicas (analise de enriquecimento de vias das proteinas pulmonares e hepaticas que
foram comuns entre os grupos FP-PCM, FP-BLM e FH. Todos as vias que foram estatisticamente significantes estédo listadas (kappa = 0,4). Analise
de enriquecimento de vias foi realizada utilizando o software Cytoscape, usando o banco de dados REACTOME). A identificacdo de cada proteina
esta representada pelo nome do gene (uniprot.org). Grupo FP-PCM: camundongos BALB/c ap6s 8 semanas de infec¢do por P. brasiliensis. Grupo
FP-BLM: camundongos inoculados com 3 doses de BLM e avaliados ap6s 14 dias da ultima dose (grupo FP-BLM). Grupo CCL4: camundongos
C57BL/6 inoculados com tetracloreto de carbono (CCls) durante quatro semanas (grupo FH).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, observamos que em comparacdo com pulmdes saudaveis,
pulmdes de camundongos BALB/c infectados com P. brasiliensis exibiram super expressdo
de proteinas envolvidas com os processos de degranulacdo de neutrofilos, sinalizacdo do
receptor de TGF-f em EMT, metilagdo de proteinas modificagdo de proteinas pos-
traducionais, fendtipo Secretor Associado a Senescéncia, e degranulacdo plaquetaria (Figura
8).

Através da andlise do padrdo de expressdo das proteinas alteradas (heatmap) nos trés
modelos de fibrose estudados aqui, podemos perceber que a fibrogénese observada na PCM
experimental apresentou maior similaridade com modelo de FH induzida por CCls. Através
da comparacdo do proteoma pulmonar e hepatico no modelo de FP da PCM e FH
respectivamente, podemos sugerir que a super expressdo de proteinas nas vias de resposta
celular ao estresse, degranulacdo de neutrofilos, proteinas efetoras Rho GTPases e proteinas
90 de choque térmico e proteinas de contracdo muscular, estdo relacionadas com a
fibrogénese da  PCM experimental (MURALIDHARAN; MANDREKAR, 2013;
SIBINSKA et al., 2017; WYNN, 2008).

Enquanto que no modelo de FH a super expressdo de proteinas relacionadas com a
resposta celular ao estresse € indicacdo da resposta ao dano tecidual causado pelo tratamento
crénico com o CCls (WEBER; BOLL; STAMPFL, 2003), na PCM, o agente causador de
estresse € a invasdo do P. brasiliensis nas células epiteliais pulmonares. Sabe-se que ap6s
sua adesdo e invasdo nas células pulmonares, o Paracoccidioides se transloca para o
citoplasma, se multiplica e induz apoptose celular (MENDES-GIANNINI et al., 2008). Esse

processo colabora para o dano tecidual observado na PCM pulmonar, que assim como
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observado na FH, resulta na ativacdo de sinalizacdes pro-fibroticas (FINE et al., 1997;
HAGIMOTO et al., 1999).

Em resposta ao dano tecidual causado pelo CCls ou pela infeccdo por P. brasiliensis,
pode-se observar que nos dois modelos de fibrose, ha uma extensa infiltracdo de neutrofilos
(MIYAJI; NISHIMURA, 1983; RAMAIAH; JAESCHKE, 2007; SPERANDIO et al., 2015).
Nossos resultados confirmam esse fato, ja que observamos super expressao de proteinas
relacionadas com a resposta neutrofilica nos modelos de FH e FP-PCM. Na FP, sabe-se que
os neutrofilos colaboram para o dano tecidual através da excrecdo de ROS e serinas proteases
levando a morte do hepatdcito. Nos pulmdes, foi observado que ap0s a exposicao a certo
antigeno, inicia-se um influxo de neutréfilos e a persisténcia dessas células no tecido inibe o
reparo tecidual equilibrado e resulta em fibrose crénica (DOVI; HE; DIPIETRO, 2003;
MENEGHIN; HOGABOAM, 2007; WETZLER et al., 2000). Ja se sabe que 0 aumento de
neutrofilos e seus produtos estdo associados com a FP tanto em animais quanto em humanos
(BW et al., 2007; CAILES et al., 1996; CHUA et al., 2007; HAYASHI et al., 1996; KELLY
etal., 2006; OBAYASHI et al., 1997). Adicionalmente, o aumento do infiltrado neutrofilico
tem sido associado ao aumento da mortalidade ndo apenas na FP mas também na FH
(MOOKERIEE et al., 2007; TRITTO et al., 2011). Isto porque os neutréfilos sdo também
uma fonte de fatores que crescimento que por sua vez ativam resposta de reparo tecidual com
fibrose (CHUA et al., 2007; KAWABATA et al., 2000; WEISS, 1989). Estas evidéncias
aliadas aos nossos resultados sugerem que os neutréfilos apresentam um papel importante na
fibrogénese da PCM.

Em relacdo as GTPases, essas proteinas podem estar relacionadas com o processo de
fibrogénese de varias formas, ja que estdo envolvidas em muitos processos bioldgicos

celulares importantes, incluindo controle de crescimento celular, citocinese, motilidade
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celular, adesdo célula-célula e célula-ECM, transformacdo e invasdo celular e
desenvolvimento (GOVEK; NEWEY; VAN AELST, 2005). O citoesqueleto de actina é um
dos principais alvos das Rho GTPases, que atuam como interruptores moleculares em muitas
vias de sinalizagdes. As Rho GTPases podem, portanto, regular a expressdao génica
controlando a dinamica da actina citoplasmatica ou nuclear. Neste processo, a ligacdo do
TGF-p ocasiona ativacdo das Rho GTPases, formacéo de fibra de estresse do tipo F-actina,
reducdo da abundancia de G-actina e, no ndcleo celular, a exposi¢do da localizacdo da
sequéncia de genes fator de transcri¢do-A relacionado a miocardina (MRTF), nas células em
transformacéo. Isto permite a acumulacao nuclear de MRTF que pode cooperar com fator de
transcricao do fator de resposta sérica (SRF) e induzir expressdo génica. Diversos marcadores
genéticos para MRTF/SRF sdo conhecidos como indutores de fibrose (CEN et al., 2003;
HANNA et al., 2009; LUCHSINGER et al.,, 2011; MACK et al., 2001; SELVARAJ;
PRYWES, 2004; TSOU et al., 2014) . Adicionalmente, a transcri¢do génica mediada por
SRF tem demonstrado ser essencial para a diferenciacdo de miofibroblastos (CHAI et al.,
2007; SANDBO et al., 2009; YANG et al., 2003).

Um dos efetores da RHO GTPase mais bem estudados sdo as proteinas quinases
ROCK1 e ROCK2, que fosforilam muitas proteinas envolvidas na estabilizacdo de
filamentos de actina e geracdo de forca contratil actina-miosina, como LIM quinases e
cadeias leves reguladoras de miosina (RIENTO et al., 2003). A familia de quinases ativadas
por p21, que inclui proteina quinase serina/treonina (PAK)1, PAK2 e PAK3, é outra familia
bem caracterizada de efetores RHO GTPase envolvidos na regulacdo do citoesqueleto
(DANIELS; BOKOCH, 1999). Em nosso estudo encontramos a super expressdo tanto da
LIM quinase quanto da proteina PAK 2 (tabela 2 e apéndice 2). Sabe-se que a sinalizagdo

induzida por p21 também esta relacionada com atividades celulares anti-proliferativas pela
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sua acdo na inibicéo da continuacéo ciclo celular (TRIVEDI et al., 2005; WANG et al., 2015)
fato que, inicialmente, pode parecer contraditorio no contexto do ambiente proliferativo pro-
fibrotico. Em contrapartida, devemos considerar que o ambiente pulmonar pro-fibrético é
dindmico e caracterizado por um perfil celular diverso e atividades celulares especificas para
cada perfil. Neste contexto, nossos resultados sugerem que enquanto muitas células estéo
ativando sinais de proliferacdo e transformacao em fibroblastos, outras ja estdo transformadas
e comprometidas com o perfil excretor (fig. 6). Considerando que para a excrecdo de
produtos as célula necessita de movimento no citoesqueleto para o transporte de produtos até
a membrana plasmatica, a via das Rho -GTPases em particular, atravées da sinalizacdo da p21
e das PAKSs parece estar mais relacionada com as células do ambiente pro-fibrético pulmonar
comprometidas com a producdo e excrecdo de MEC, citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento, em um perfil secretor associado a senescéncia (SCHAFER et al., 2017).

Outro importante grupo de proteinas que apresentaram expressdo aumentada tanto no
modelo de FP da PCM quanto no modelo de FH foram as HSP-90. No contexto da
fibrogénese, sabe-se que as HSP-90 séo proteinas envolvidas com atividades de chaperonas
para receptores do TGF-p (BELLAYE et al., 2014), e também estabilizam a actina e a
tubulina em resposta ao estresse. Em experimentos in vitro, foi visto que a inibicdo das HSP-
90 inibiu totalmente a ativacdo do processo de EMT em células epiteliais pulmonares
induzido pelo TGF-B e ainda, reduziu a proliferagao de miofibroblastos atraves da indugédo
de apoptose nessas células (BELLAYE et al., 2014). Sibinska e colaboradores (2017)
demonstraram que ha super expressao de HSP90 na FP experimental induzido por BLM. Foi
visto nos pulmdes desses camundongos que AEC hiperplasicas do tipo Il estavam préximas
a areas de fibrose densa e expressavam altos niveis de HSP90P em comparagao com pulmdes

de controle. Os autores também mostraram pela primeira vez que a inibicdo de HSP90 pode
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bloquear a ativacdo de fibroblastos e consequente melhora a FP induzida por FP-BLM em
camundongos.

Uma das vias mais bem caracterizadas no processo de fibrogénese € a via da contracao
muscular, onde encontramos proteinas marcadoras citoesqueléticas que estdo envolvidas com
regulacdo do citoesqueleto durante a ativacdo de fibroblastos para o perfil pro-fibrético
(CLARK, 1996). Apesar desta via se encontrar ativada nos dois modelos de fibrose (FH e FP
da PCM), nds observamos a super expressdao de proteinas especificas para cada modelo.
Diferentemente do grupo FH que apresentou super expressao a-SMA, nos dois modelos de
FP (PCM e BLM) nds observamos a super expressao das actinas, calmodulinas e vimentina.
Apesar da a-SMA ser um marcador universal de miofibroblastos ativados, sabe se que
fibroblastos classicos expressam a vimentina (PARDO; SELMAN, 2002). Em um estudo
com o objetivo de analisar e descrever diferentes marcadores citoesqueléticos, foi
identificado quatro diferentes fenétipos fibroblastos: O tipo V que expressam apenas
vimentina; o tipo VD que expressam vimentina e desmina; o tipo VA que expressam
vimentina e a-SMA; e o0 tipo VAD que expressam vimentina, desmina e a-SMA (CLARK,
1996).

Interessantemente, a vimentina, que € uma proteina de citoesqueleto abundante em
células de origem mesenquimal (LI et al., 2014), tem sido associada com um aumento da
migracdo de células mesenquimais ativadas (SUROLIA et al., 2019). Neste contexto, nossos
achados sugerem que enquanto as vias pro-fibréticas na FH esta principalmente associada
com a ativagdo de células HSC (GASULL et al., 2001), na PCM, as células mesenquimais
parecem desempenhar um papel chave na sinalizagdo pré-fibrotica pulmonar.
Adicionalmente a essas evidéncias, alguns estudos tém demonstrado que a EMT contribui

para a formagdo da populacdo de fibroblastos pulmonares durante a inducéo de fibrose em

73



modelo experimental (KIM et al., 2006, 2009). Foi demonstrado que ap6s duas semanas de
uma dose Unica de BLM, aproximadamente um terco de fibroblastos pulmonares do tipo
S100A4" eram de linhagem epitelial e ainda que a metade dos fibroblastos S100A4* tinham
se diferenciado através da via EMT (TANJORE et al., 2009). Considerando o papel da via
EMT no processo de FP induzido por BLM, e a super expressdo de proteinas envolvidas com
a via de sinalizacao do receptor de TGF-B induzindo a EMT no pulméo de camundongos
infectados com P. brasiliensis, nds sugerimos que este processo tem um papel chave na
fibrogénese da PCM.

Nossos resultados corroboram com os achados de Arango e colaboradores (2017), em
uma tentativa de aplicar a BMMSCs para o tratamento da FP em modelo experimental
murino de PCM. Os pesquisadores observaram que camundongos infectados com P.
brasiliensis e tratados com BMMSCs apresentaram um aumento da FP caracterizada por
aumento de fibrocitos, colagenos e expressao de genes para TGF-f3 e metaloproteinases no
pulmédo. Considerando esses dados e as vias identificadas em nesse estudo, nos sugerimos
que o papel da EMT na geracéo de fibrocitos na PCM seja melhor investigado.

Apesar do padrdo do proteoma da FP da PCM experimental ter sido mais similar ao
modelo de FH, nds notamos algumas semelhancas entre os dois modelos de FP estudados
aqui (grupos FP-PCM e -BLM), principalmente a expressdo de proteinas intracelulares
relacionadas ao citoesqueleto como a actinina, miosinas, troponina e citoqueratinas. A alfa-
actinina-3 (ACTN3), isoforma da cadeia leve 3 e 1/3 do musculo esquelético da miosina
(MYLL1 e MYL3) e troponina C-musculo esquelético (TN1) estdo envolvidas com a ligagdo
da actina durante a contragdo muscular (JOHNSTON; CHASE; PINTO, 2017; LODISH et
al., 2000; MILLS et al., 2001). A super expressdao da ACTN3 e da troponina C-musculo

esquelético ja foi observada na fibrose muscular esquelética (GARTON et al., 2018) e no
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miocardio (KAYA et al., 2008), respectivamente. A miosina, por sua vez, & conhecida por
ter um papel importante na fibrogénese, pois esta relacionada com a migracao e diferenciacao
de fibroblastos. Foi demonstrado que o comportamento dos fibroblastos é impulsionado de
uma maneira especifica ao contexto através da ativacdo da miosina Il, ou seja, ao encontrar
a matriz rigida do pulmao fibrotico, a miosina é difusamente ativada nas fibras de estresse
estendendo-se as adesoes focais, resultando em aumento da tensdo intracelular, imobilizando
o fibroblasto e promovendo a diferenciacdo em miofibroblastos (SOUTHERN et al., 2016).
Este mecanismo pode levar ao um acumulo progressivo de miofibroblastos no pulméo
fibrotico. Adicionalmente, sabe-se que a fosforilagdo da miosina de cadeia leve (MLC) esta
associada ao movimento contratil de (mio)fibroblastos (TOMASEK et al., 2002) . De acordo
com nossos achados, é possivel que as cadeias pesadas da miosina do musculo liso possam
definir melhor os fen6tipos dos miofibroblastos diferenciados (CHIAVEGATO et al., 1995).

As queratinas possuem um papel importante na protecao contra sinais pro-apoptéticos
nas células epiteliais do pulméo (JACOB et al., 2018). Além disso, a alteracdo da expressdo
dessas proteinas ja foi associada ndo somente com a apoptose, mas também com a
diferenciacéo, especializacao de funcionalidade e alteracGes patoldgicas de células epiteliais
(K et al., 1997) ja a diminuicdo dessas proteinas podem indicar o processo de EMT
(DONGRE; WEINBERG, 2019).

A analise do proteoma pulmonar de camundongos com FP causada pela PCM em
comparagdo com o proteoma de pulmdes e figado dos modelos de fibrose estudados aqui,
revelou mecanismos envolvidos com fibrogénese que sdo Unicos e comuns para cada grupo.
As aumento da expressao de proteinas envolvidas com as sinalizag¢6es inicias do processo de
fibrogénese como o dano tecidual e resposta inflamatéria (resposta celular ao estresse,

resposta neutrofilica, HSP-90 e RHO GTPases) foram comuns nos grupos FP-PCM e FH.
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Por outro lado, proteinas envolvidas com a transicdo e atividade de fibroblastos apresentaram
expressao comuns entre os grupos FP-PCM e FP-BLM. Uma diferenca importante entre os
grupos FP-PCM e os modelos de fibrose foi a super expressédo de proteinas relacionadas com
a via intracelular pro-fibrética MAPK/ERK no grupo FP-BLM e FH, enguanto que no grupo
FP-PCM observou-se a super expressdo de proteinas envolvida com vias intracelulares
relacionadas com o processo de EMT e via PI3K/AKT, interacdo de integrina com fibrina,
proteina 57 do reticulo endoplasmatico (Erp57), e MHC de classe I, alteracdo da cinesina
com microtubulos e geranilgeranilacdo RAB.

Com excecao da via Erp57 e MHC de classe I que estdo relacionadas com a resposta
inflamatdria, as vias PI3BK/AKT, interacdo de integrina com fibrina, alteracdo da cinesina
com microtubulos e geranilgeranilacdo RAB estdo envolvidas com o efeito da sinalizacéo
intracelular desencadeado pelo TGF- B. A ligacdo de fatores de crescimento em receptores
celulares de tirosina quinase, pode resultar na ativacdo da via PI3K/AKT. Essa via se inicia
na ativacdo da subunidade p110 da PI3K que, por sua vez, catalisa a conversdo de PIP2 em
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) e recruta e ativa Akt. Esse processo vai resultar na
ativacdo de mTOR através da regulacdo tanto da mTORCL1, que é altamente dependente do
RAS homdlogo enriquecido no cérebro (Rheb), quanto da mTORC2, é altamente dependente
da atividade de PI3K. Apos a ativacdo, mTORCL fosforila seus substratos como a proteina 1
de ligacdo do fator de iniciacdo de traducdo eucariotica 4E, proteina ribossémica S6 quinase
beta-1, proteina de ligacdo ao elemento regulador de esterdis e Unc-51 quinase ativadora de
autofagia 1 que por sua vez vao induzir processos de sintese como a deposicdo de ECM,
senescéncia, sintese de lipidios e iniciacdo da autofagia. JaamTORC2, fosforila AKT, SGK1
e proteina quinase C (PKC) induzindo o crescimento celular, transporte de ions e rearranjo

do citoesqueleto. (PLATE; GUILLOTIN; CHAMBERS, 2020).
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Vaérios estudos vém relacionando o papel da via PI3BK/mTOR na sinalizacdo TGF-
Blem fibroblatos induzindo proliferagdo, diferenciagdo e produgdo de colageno
(WOODCOCK et al., 2019). Neste estudo foi encontrado a super expressdo das proteinas
PIP1 e PIP2, RAS, guanosinas trifosfato (tabela 1 e apéndice 2) em pulmdes de camundongos
com FP decorrente da PCM e também das proteinas envolvidas com a via anabolica, induzida
pela ativacdo da PI3K-AKT- mTOR como a Acetil-CoA carboxilase e glicerol-3-fosfato
desidorgenase, envolvidas com a a sintese de lipideos, e proteinas da via glicolitica, para
producdo de energia como a hexoquinase, glicose-6-fosfato, e fosfoglicerato mutase.
Interessantemente, encontramos também neste grupo a super expressdo da enzima
fosfodiesterase 4A 3'_5'-ciclica especifica de CAMP que degrada AMPc. Considerando que
a AMPc ativa processos catabolicos através da ativacdo da proteina quinase A (PKA), que
por sua vez, ativa sintese de enzimas do catabolismo através de fosforilacdo, a expressdo do
seu inibidor € mais um indicador da ativacdo dos processos de anabdlicos (de sintese) e do
papel da via mTOR nos pulmdes fibréticos de camundongos com PCM.

Apesar das vias acima terem sido associadas com a infec¢do celular por P. brasiliensis
em experimentos in vitro anteriormente (ANDREOTTI et al., 2005; DA SILVA et al., 2013;
MAZA et al., 2008, 2012; MENDES-GIANNINI et al., 2004, 2006; MONTEIRO DA
SILVA et al., 2007; PERES DA SILVA et al., 2011), é importante notar que, pelo nosso
entendimento, € a primeira vez que a ativacdo dessas vias foram associadas ao modelo de
infeccdo in vivo, bem como no contexto de FP. Por outro lado, outro estudo in vitro
demonstrou recentemente que o contato do P. brasiliensis com AEC pode induzir a super
regulacdo de microRNAs relacionados com a vias de sinalizacdo TGF-f, MAPK, P53 e Wnt
(SINGULANI et al., 2020). Como comentado anteriormente, neste estudo ndo foi

identificado a super expressdo de proteinas envolvidas com a via MAPK. Uma hipdtese para
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explicar essa diferenca seria o longo periodo pos infec¢do avaliado aqui, comparado com as
primeiras horas de contato com o Paracoccidioides e as células epiteliais durante estudo in
vitro.

A partir dos dados protedmicos no presente estudo, algumas drogas anti-fibréticas
com acOes especificas nos seguintes processos/proteinas foram selecionadas: MCL20,
HSP90, RHO GTPases, vimentinas, degranulacdo de neutréfilos, EMT e PIBK/AKT/ e alvo
mamifero da rapamicina (MTOR). As drogas selecionadas, 0 mecanismo de acdo e 0 6rgao

alvo e os modelos usados para demonstrar a eficacia entdo apresentadas na Tabela 5.

78



Tabela 5. Estratégias selecionadas para o tratamento da fibrose pulmonar (FP) da paracoccidioidomicose (PCM) de acordo com proteinas

e vias chaves.

Droga Mecanismo de a¢éo Orgéo Modelo de fibrose Descricdo
Fasudil Inibidor da Rho Pulméo Modelo murino de FP O tratamento com Fasudil durante a fase pos-inflamatéria da
guinase induzida por BLM indugdo da FP protegeu camundongos do desenvolvimento da
fibrose através da indugdo da apoptose de miofibroblastos
(ZHOU et al., 2013).
Saracatinib Inibidor da Src Pulméo/figad Modelo murino de FP O tratamento com Saracatinib resultou em diminuicéo dos
guinase 0 induzida por BLM/ e FH seguintes pardmetros em pulmao de camundongos tratados com

(Continuacao)

induzida por CCl,4

BLM:

1. acumulo de colageno,
2. ativacdo da Src quinase,
3. expressdo de a-SMA,
4. expressdo de proteinas da ECM (HU et al., 2014).

No figado de camundongos com FH, o tratamento com
Saracatinib reduziu a severidade da fibrose através da
subregulacéo da Fyn (a membro das SFK,), e consequentemente
da sinalizacéo da via Fyn/FAK/N-WASP o que preveniu a
ativacdo das HSC (DU et al., 2020).
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Droga

Mecanismo de ac¢éo

Orgéo

Modelo de fibrose

Descricéo

Nintedanibe

17-DMAG (17-
dimetilaminoetilamino-17-
desmetoxigeldanamicina)

17-N-allylamino-17-
demethoxygeldanamycin (17-
AAG)

(Continuacéo)

Inibidor de receptores
de tirosina quinase

Inibidor da proteina
Hsp-90

Inibidor da atividade
de ATPase da
proteina Hsp-90

Pulmao

Pulmao/Pele

Pulmao

Modelo murino de FP
induzida por BLM

Modelo murino de fibrose
dermal induzida por BLM

Modelo murino de FP
induzida por TGF-p

O tratamento com nintedanib reduziu a quimiotaxia de
neutrofilos e consequentemente a gravidade da inflamacéo
pulmonar e fibrose total. Este efeito foi associado a reducéo na
expressdo de CXCR2 e VLA-4 em neutréfilos e na expressao de
VCAM-1 por células endoteliais.

O tratamento com 17-DMAG exerceu um potente efeito anti-
fibrotico na fibrose dermal através da diminuicdo dos seguintes
pardmetros neste tecido:

1. espessura na pele,
2. quantidade de fibroblastos,
3. quantidade de hidroxiprolina.

Adicionalmente, foi demonstrado que o tratamento com 17-
DMAG em doses anti-fibréticas ndo foi toxico para os
camundongos (M et al., 2014).

O tratamento com 17-AAG diminuiu a ativagdo de fibroblastos
em miofibroblastos através do bloqueio das sinalizagdes
induzidas por TGF-B (SONTAKE et al., 2017).
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Droga Mecanismo de ac¢éo Orgéo Modelo de fibrose Descricdo
AUY-922 Inibidor da proteina Pulméo Modelo experimental O tratamento com AUY-922 reduziu 0s seguintes parametros
Hsp-90 murino de FP induzida por relacionados com a fibrogénese:
HCI ou mostarda
nitrogenada 1. concentracdes de leucdcitos e proteinas no liquido do
lavado bronco alveolar,
2. inibiu a ativagdo de ERK e Hsp-90,
3. acumulo de proteinas da matriz extracelular,
4. tecido fibrotico total (MARINOVA et al., 2020)
(SOLOPQV et al., 2020).
1G6-D7 Anticorpo Pulméo Modelo murino de FP O tratamento com 1G6-D7 reduziu os seguintes parametros
monoclonal anti- Hsp- induzida por BLM relacionados com a fibrogénese:
90a

Withaferin A (WFA)

(Continuacao)

Ligante da vimentina

Fibroblastos
humanos

Cultura in-vitro de
fibroblastos

1. ativagéo de fibroblastos,
2. producdo de ECM,
3. sinalizacdo ERK (DONG et al., 2017).

O tratamento com WFA em fibroblastos in-vitro induziu a
rapida reorganizagdo dos ligamentos intermediarios da
vimentina. Essa reorganizagéo foi dose dependente e
acompanhada pela mudanca no formato da célula e na
diminuicdo da motilidade. Pequenas doses de WFA na induziu
morte celular, mas induziu senescéncia (GRIN et al., 2012).
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Droga Mecanismo de acéo Orgéo Modelo de fibrose Descricdo
Pirfenidona (PFD) Inibidor da via EMT Pulmao/rim Modelo murino de FP No modelo de FP, o tratamento com PFD, inibiu a expressao da
induzida por BLM e vimentina e da caderina e consequentemente blogueio das vias
fibroblastos de sinalizagcdo Wnt/GSK-3p/B-catenina e TGF-$1/Smad2/3 (LV
pulmonares/Fibrose renal etal., 2020).
em um modelo de rato com
obstrucdo ureteral unilateral  No modelo de UUO, o tratamento com a PFD reduziu o grau de
(UUO) lesdo tubulointersticial e fibrose renal, através da redugéo da
expressdo de TGF-B1, colageno tipo 111, a-SMA, S100A4 e
caderina (LI et al., 2017).
Metaciclina Inibidor da via EMT Pulméo Modelo murino de FP O tratamento com metaciclina resultou em reducdo dos
induzida por BLM seguintes parametros fibroticos:
1. marcadores EMT can6nicos (Snaill e Twistl),
2. coléageno I,
3. fibronectina.
Adicionalmente, a metaciclina ndo atenuou o acimulo de
células inflamatorias ou alterou os genes responsivos ao TGF-
B1 em macrofagos alveolares (X1 et al., 2014).
Paeoniflorina (PAE) Inibidor da via de Figado Modelo murino de FH O tratamento com PAE resultou em diminuicédo da leséo

sinalizacdo TGF-
B1/Smads

induzida por radiacdo

hepatica e da deposicao de colageno. (HU et al., 2018).
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(Continuacdo)

Droga Mecanismo de acéo Orgéo Modelo de fibrose Descricdo

Acebilustate Inibidor da hidrolase Pulméo Pacientes com fibrose cistica A contagem de neutréfilos no escarro foi reduzida em 65% em
de leucotrieno A4 leve a moderada relacdo aos valores basais em pacientes tratados com 100 mg de

acebilustate. N&o foram observadas alteragdes na fungéo
pulmonar e o Acebilustat foi seguro e bem tolerado.(ELBORN

etal., 2017).
Aminotiazol Ligante de DC-SIGN Pulmao Modelo murino de FP O tratamento com o aminotiazol resultou em reducéo do
mimetizador dos induzida por BLM acumulo de neutrofilos e aumento da IL-10 na fase aguda da
efeitos do amildide inflamagéo pulmonar de camundongos (COX; PILLING;
sérico P (SAP) GOMER, 2015).

FAP-targeted PI3Ki Inibicdo da Pulmao Cultura in-vitro de Suprimiu a expressdo de a-SMA, producao de hidroxiprolina e

atividade da PI3K

fibroblastos e modelo FP
induzida por BLM.

o0 depdsito de colageno(HETTIARACHCHI et al., 2020)..
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A falta de validacdo dos resultados protedmicos com outros métodos que
demonstrassem a relacdo da expressdo diferencial das principais proteinas identificadas aqui
com a FP da PCM ¢é uma das principais limitacdes deste estudo. Adicionalmente, nos
encontramos poucas proteinas em comum entre os dois modelos de FP estudados (FP-PCM
e -BLM), o que vai contra os dados observados na literatura e discutidos aqui. Duas hipoteses
podem justificar esse achado: a primeira é que em alguns autores vém sugerindo que a FP
induzida por BLM é independente da fase inflamatoria cronica (PEAO et al., 1994; SELMAN
et al., 2001), sendo o oposto do observado no modelo de FP da PCM. Outra diferenca
relevante € que enquanto o modelo de FP mimetizado pela BLM vem do padrao obstrutivo
observado na FPI, nosso modelo de FP da PCM apresenta padréo obstrutivo como observado
na maioria dos pacientes com PCM pulmonar crénica. Outra hipotese é que o modelo de FP
induzida por BLM representa 0 modelo experimental de FP mais comumente utilizado em
maultiplas espécies como ratos, porcos da india, hamsters, cachorros, primatas, camundongos,
e ainda, para este Gltimo nés encontramos uma diversidade de linhagens e idade, vias
(intraperitoneal, intra-traqueal e etc), dose e nimero de dias, quantidade de aplicacGes, além
das variaveis de protocolos, cromatografia e espectrébmetro de massas. Todos esses aspectos

resultam em variacdo de resultados na literatura (TASHIRO et al., 2017).
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Figura 8. Vias dos processos envolvidos com a fibrogénese causada pela infecgdo por P.
brasiliensis em modelo experimental murino. A analise das proteinas e vias encontrados
nesse estudo juntamente com a revisdo da literatura, sugerem que apos a invasdo do P.
brasiliens ao ambiente pulmonar observa-se apoptose e estresse das células epiteliais. Nesta
situacdo, as células epiteliais entram em um estado de estresse chamado fenotipo secretor
associado ao estado senescente como inducdo do fendtipo senescente. Neste fendtipo células
epiteliais danificadas produzem citocinas, quimiocinas (ligante da quimiocina C-X-C motif
- CXCLS5 e ligante de guimiocina 2 -CCL2) e padrdes moleculares associados ao perigo
(DAMPs) que irdo atrair células inflamatérias como neutr6filos e macréfagos (do tipo M2,
perfil de reparo tecidual) e plaquetas para o local da injaria. As células inflamatorias
contribuem para o processo cronico de dano e reparo pela secre¢do de TGF -B, IL -13 e
espécies reativas de oxigénio (ROS), que vao resultar repetidos danos nas células epiteliais e
induzir a super proliferagdo das mesmas, e ainda estimular o perfil de resposta de linfocitos
do tipo T- helper 2 (Th2). O excesso de TGF -B também vai ocasionar a super regulacao do
processo de transicdo epitelial para mesenquimatosa (EMT), sobrevivéncia, proliferacao e
ativacdo de fibroblastos, producdo de colageno e depoésito de ECM através da ativacéo de
diversas vias como a das pequenas proteinas G sinalizadoras (RHO-GTPases), proteina de
choque térmico - 90 (HSP-90) e via da proteina fosfoinositideo 3-quinases (P13K)/proteina
quinase B (AKT) (Adaptado de CAMELO et al., 2014).
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7. CONCLUSOES

Usando a técnica nano-cromatografia liquida acoplada ao espectrémetro de massas
de ionizacdo por eletrospray, aliada a ferramentas de bioinformatica, este estudo pode
mostrar que o processo de fibrogénese observada na paracoccidioidomicose experimental é
consequéncia do dano tecidual e da resposta inflamatoria desencadeada pela infeccao fangica
e degranulacéo de neutrofilos, que por sua vez, ativam a sinalizacdo pro-fibrética mediada
por TGF-B e outros mediadores pré-fibréticos que vao induzir o processo de transicdo das
células epiteliais para mesenquimatosas, ativacdo e migracao de fibroblastos mediado pelas
vias PIBK/AKT, Rho GTPases, proteinas de choque térmico 90, vimentina e proteinas
ligadoras de actinas e a consequente progressdo da fibrose. Adicionalmente, algumas
proteinas e processos-chave foram identificados como alvos para drogas e alguns candidatos
para o tratamento da fibrose pulmonar (FP) na paracoccidioidomicose foram aqui
apresentados. Nossos achados colaboraram para o aumento do conhecimento no contexto da
fibrogénese da paracoccidioidomicose experimental e forneceu uma base para guiar 0s

futuros estudos para o tratamento anti-fibrético em combinacéo com as terapias antiflngicas.
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Figura 1. O Heatmap
ilustra o padrdo de
expressao das proteinas em
cada grupo experimental
(pulmdes e figados
fibroticos) em comparacéo
com  seus  respectivos
controles  (pulmbes e
figado saudaveis).
Proteinas super expressas
(p > 095 entdo
representadas com a cor
verde, proteinas  sub
expressas (p < 0,05) estdo
representadas com a cor
vermelha e proteinas sem
diferencas  significativas
entre  0s grupos sdo
incolores. A identificacdo
de cada proteina esta
representada pelo nome do
gene (uniprot.org). Grupo
FP-PCM:  camundongos
BALB/c apds 8 semanas de
infeccéo por P.
brasiliensis. Grupo FP-
BLM: camundongos
inoculados com 3 doses de
bleomicina e avaliados
apos 14 dias da dltima dose
(grupo FP-BLM). Grupo
CCL4: camundongos
C57BL/6 inoculados com
tetracloreto de carbono
(CCL4) durante quatro
semanas (grupo CCL4

102



APENDICE I1

103



Tabela 1. Proteinas com expressdes significantemente alteradas em pulmdes

fibréticos de camundongos BALB/c apds 8 semanas de infec¢do por P. brasiliensis

(grupo FP-PCM) em relacéo a pulmdes saudaveis (grupo controle).

bRatio
FP-
a4Access PLGS PCM:C
Number Protein name score trl
P06467 Hemoglobin subunit zeta 98 40.85
008807 Peroxiredoxin-4 623 14.30
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase_ testis-
Q64467 specific 64 7.85
P35700 Peroxiredoxin-1 1592 7.77
P05063 Fructose-bisphosphate aldolase C 189 4.90
P17183 Gamma-enolase 270 4.85
P18242 Cathepsin D 343 4.81
P08905 Lysozyme C-2 75 4,76
P10107 Annexin Al 114 4.31
P52480 Pyruvate kinase PKM 625 4.31
P16858 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1835 3.90
P53657 Pyruvate kinase PKLR 38 3.90
P34884 Macrophage migration inhibitory factor 463 3.82
Q61233 Plastin-2 355 3.74
P17182 Alpha-enolase 1042 3.63
035711 Liprin-beta-2 441 3.53
P11531 Dystrophin 66 3.49
P21550 Beta-enolase 36 3.42
Q9DBJ1 Phosphoglycerate mutase 1 235 3.25
P51150 Ras-related protein Rab-7a 249 3.22
Q60930 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 124 3.06
P99029 Peroxiredoxin-5_ mitochondrial 171 3.00
P09411 Phosphoglycerate kinase 1 41 2.94
Q9CPWO Contactin-associated protein-like 2 45 2.92
Q04447 Creatine kinase B-type 188 2.92
Q91VvI7 Ribonuclease inhibitor 230 2.92
P97429 Annexin A4 190 2.83
Q922R8 Protein disulfide-isomerase A6 496 2.64
P62962 Profilin-1 1887 2.61
Q99JY9 Actin-related protein 3 520 251
Q9JKF1 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1 122 251
Q6ZQ12 Ninein-like protein 95 2.46
Q92111 Serotransferrin 659 2.44
P17751 Triosephosphate isomerase 876 2.32
P06151 L-lactate dehydrogenase A chain 858 2.27
QaJI91 Alpha-actinin-2 77 2.25
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Q9CQNL1
P24527
P70296
P05064
P20029
P62984
P00920

QOVGM9
P02088
Q91X72
POCG49

POCG50
P62983
P62631

Q91ZR1

Q91V41
P62823

Q8BHC1
P35276
P07724
P61294
Q92359

Q8BHDO
P07758

Q504M8

Q9JIKM7

Q9CZT8
P56371
P63011
P40124

Q8CG50
035963
P35283
P35279
P16045

Q91VWS3
Q00896
P61027
P22599
Q3UIZ8
Q00897
P10126

P18760

Heat shock protein 75 kDa_ mitochondrial
Leukotriene A-4 hydrolase
Phosphatidylethanolamine-binding protein 1
Fructose-bisphosphate aldolase A
78 kDa glucose-regulated protein
Ubiquitin-60S ribosomal protein L40
Carbonic anhydrase 2
Regulator of telomere elongation helicase 1
Hemoglobin subunit beta-1
Hemopexin
Polyubiquitin-B
Polyubiquitin-C
Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a
Elongation factor 1-alpha 2
Ras-related protein Rab-4B
Ras-related protein Rab-14
Ras-related protein Rab-3C
Ras-related protein Rab-39B
Ras-related protein Rab-3D
Serum albumin
Ras-related protein Rab-6B
Ras-related protein Rab-30
Ras-related protein Rab-39A
Alpha-1-antitrypsin 1-1
Ras-related protein Rab-26
Ras-related protein Rab-37
Ras-related protein Rab-3B
Ras-related protein Rab-4A
Ras-related protein Rab-3A
Adenylyl cyclase-associated protein 1
Ras-related protein Rab-43
Ras-related protein Rab-33B
Ras-related protein Rab-12
Ras-related protein Rab-6A
Galectin-1

SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein 3

Alpha-1-antitrypsin 1-3
Ras-related protein Rab-10
Alpha-1-antitrypsin 1-2
Myosin light chain kinase 3
Alpha-1-antitrypsin 1-4
Elongation factor 1-alpha 1
Cofilin-1

395
61
226
876
719
1218
357
87
17140
187
1218
1218
1218
435
1147
1147
1147
1147
1147
11370
1043
1147
1043
141
1147
1147
1147
1147
1147
372
1147
1071
1147
1043
154
447
141
2353
141
162
141
1243
726

2.25
2.23
2.20
2.14
2.12
2.12
2.10
2.10
2.10
2.10
2.10
2.10
2.10
2.08
2.05
2.05
2.05
2.03
2.03
2.03
2.01
2.01
2.01
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.97
1.95
1.95
1.93
1.93
1.92
1.92
1.92
1.90
1.88
1.86
1.84
1.84
1.84
1.82
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P55258 Ras-related protein Rab-8A 2353 1.82

P61028 Ras-related protein Rab-8B 2353 1.82
Q8BX70 Vacuolar protein sorting-associated protein 13C 179 1.82
Q8K386 Ras-related protein Rab-15 2362 1.80
P40142 Transketolase 90 1.80
Q8BG05 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 254 1.79
P62821 Ras-related protein Rab-1A 2792 1.79
Q9D1G1 Ras-related protein Rab-1B 2353 1.79
Q6PHN9 Ras-related protein Rab-35 2504 1.79
Q61171 Peroxiredoxin-2 724 1.75
P62908 40S ribosomal protein S3 259 1.73
P58252 Elongation factor 2 45 1.72
P50516 V-type proton ATPase catalytic subunit A 184 1.70
P09103 Protein disulfide-isomerase 97 1.70
P45591 Cofilin-2 164 1.68
P31786 Acyl-CoA-binding protein 649 1.67
088342 WD repeat-containing protein 1 140 1.67
008810 116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein component 222 1.65
P10630 Eukaryotic initiation factor 4A-11 980 1.65
Q03734 Serine protease inhibitor A3M 1052 1.65
P14206 40S ribosomal protein AS 463 1.63
P07901 Heat shock protein HSP 90-alpha 347 1.63
Q9DDO03 Ras-related protein Rab-13 1206 1.63
P60843 Eukaryotic initiation factor 4A-1 980 1.60
035639 Annexin A3 130 1.58
P21981 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2 108 1.57
PA7754 F-actin-capping protein subunit alpha-2 200 1.55
P27773 Protein disulfide-isomerase A3 439 1.55
P0O7759 Serine protease inhibitor A3K 1582 1.54
PODP27 Calmodulin-2 2257 1.52
P00342 L-lactate dehydrogenase C chain 377 1.52
Q8VvDD5 Myosin-9 342 1.52
P19246 Neurofilament heavy polypeptide 398 1.52
P47955 60S acidic ribosomal protein P1 915 1.51
PODP26 Calmodulin-1 2257 1.51
PODP28 Calmodulin-3 2257 1.51
P08553 Neurofilament medium polypeptide 413 1.51
P46660 Alpha-internexin 404 1.49
P60764 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 3 1448 1.49
Q8CGPO Histone H2B type 3-B 4624  1.46
P08551 Neurofilament light polypeptide 398 1.46
Q91VvC3 Eukaryotic initiation factor 4A-111 768 1.45
P11499 Heat shock protein HSP 90-beta 552 1.45
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COHKE2
COHKE
Q6GSS7
Q8BFU2
Q8R1IM2
P15532
Q512A0
Q01853
P00329
088990
COHKE1
COHKE3
COHKE4
Q8CGP5
COHKES
Q8CGP6
COHKES®
Q8CGP7
COHKE?
COHKES
Q64523
P02104
Q64524
Q9D2U9
P02089
P29621
Q91WP6
Q8VEKS3
P63001
Q01768
Q05144
P63017
P48036
Q64475
P10853
Q64478
Q8CGP2
Q8CGP1
P10854
Q64525
P60766
P31001
P16125

Histone H2A type 1-C
Histone H2A type 1-P
Histone H2A type 2-A
Histone H2A type 3
Histone H2A.J
Nucleoside diphosphate kinase A
Serine protease inhibitor A3G
Transitional endoplasmic reticulum ATPase
Alcohol dehydrogenase 1
Alpha-actinin-3
Histone H2A type 1-B
Histone H2A type 1-D
Histone H2A type 1-E
Histone H2A type 1-F
Histone H2A type 1-G
Histone H2A type 1-H
Histone H2A type 1-1
Histone H2A type 1-K
Histone H2A type 1-N
Histone H2A type 1-O
Histone H2A type 2-C
Hemoglobin subunit epsilon-Y2
Histone H2B type 2-E
Histone H2B type 3-A
Hemoglobin subunit beta-2
Serine protease inhibitor A3C
Serine protease inhibitor A3N
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
Nucleoside diphosphate kinase B
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2
Heat shock cognate 71 kDa protein
Annexin A5
Histone H2B type 1-B
Histone H2B type 1-F/J/L
Histone H2B type 1-H
Histone H2B type 1-P
Histone H2B type 1-K
Histone H2B type 1-M
Histone H2B type 2-B
Cell division control protein 42 homolog
Desmin
L-lactate dehydrogenase B chain

2820
2820
2762
2820
2820
1300
1052
139
93
77
2820
2820
2820
2820
2820
2820
2820
2820
2820
2820
2762
1306
4624
4624
2071
1052
1052
110
1661
1213
1661
1937
3090
4894
4894
4894
4894
4894
4894
4894
1476
767
377

1.45
1.45
1.45
1.45
1.45
1.45
1.45
1.45
1.43
1.43
1.43
1.43
1.43
1.43
1.43
1.43
1.43
1.43
1.43
1.43
1.43
1.42
1.42
1.42
1.40
1.40
1.40
1.39
1.38
1.38
1.36
1.35
1.34
1.32
1.32
1.32
1.32
131
1.31
131
1.30
1.28
1.26
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P16627 Heat shock 70 kDa protein 1-like 732 1.26
P17156 Heat shock-related 70 kDa protein 2 1140 1.26
Q3THWS5 Histone H2A.V 1977 1.26
POCOS6 Histone H2A.Z 1977 1.26
P27661 Histone H2AX 2034  1.26
P00405 Cytochrome c oxidase subunit 2 239 1.23
P17879 Heat shock 70 kDa protein 1B 741 1.23
P01942 Hemoglobin subunit alpha 10092 1.23
P63101 14-3-3 protein zeta/delta 1580 1.22
Q61696 Heat shock 70 kDa protein 1A 741 1.22
Q64522 Histone H2A type 2-B 1977 1.22
Q8BWT1 3-ketoacyl-CoA thiolase_ mitochondrial 181 1.19
Q8BFZ3 Beta-actin-like protein 2 8664 1.17
Q68FD5 Clathrin heavy chain 1 86 1.17
P19096 Fatty acid synthase 33 1.17
P08249 Malate dehydrogenase_ mitochondrial 1708 1.17
P20152 Vimentin 8334  1.17
Q62465 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog 251 1.16
Q6ZWY9 Histone H2B type 1-C/E/G 4894  1.16
Q61598 Rab GDP dissociation inhibitor beta 196 1.15
A2AQ07 Tubulin beta-1 chain 266 1.14
P70696 Histone H2B type 1-A 966 1.14
Q9ETO1 Glycogen phosphorylase_ liver form 294 1.12
Q7TPR4 Alpha-actinin-1 456 1.11
Q03265 ATP synthase subunit alpha_ mitochondrial 584 1.07
Q8Cl194 Glycogen phosphorylase brain form 808 1.06
Q80TF6 StAR-related lipid transfer protein 9 64 0.11
Q04857 Collagen alpha-1(VI) chain 120 0.23
E9Q3L2 Phosphatidylinositol 4-kinase alpha 86 0.25
Q9DCN2 NADH-cytochrome b5 reductase 3 229 0.29
Q62151 Advanced glycosylation end product-specific receptor 5682 0.30
P08074 Carbonyl reductase [NADPH] 2 22259 0.31
035945 Aldehyde dehydrogenase_ cytosolic 1 1632 0.33
Q8BH64 EH domain-containing protein 2 846 0.33
P24549 Retinal dehydrogenase 1 1977 0.35
Q08481 Platelet endothelial cell adhesion molecule 91 0.35
P33267 Cytochrome P450 2F2 161 0.35
Q62148 Retinal dehydrogenase 2 146 0.36
Q9JHW9 Aldehyde dehydrogenase family 1 member A3 146 0.36
QoCzs1 Aldehyde dehydrogenase X_ mitochondrial 146 0.38
054724 Caveolae-associated protein 1 537 0.39
P16546 Spectrin alpha chain_ non-erythrocytic 1 131 0.39
P20801 Troponin C_ skeletal muscle 110 0.41
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Q8VCT4
Q9DCT8
P54071
Q91WUO
Q02257
P48678
P10493
Q08857
QBURWS
P17563
Q9R1Q8
008553
Q64727
E9Q555
Q02788
P09542
Q63836
P26231
P23953
P10649
P05977
Q62188
Q62261
055103
P47738
P97315
Q60597
Q9R069
P18872
008709
P40936
Q8Cl43
Q8CGK?
P27600

P63094
Q08091
P19001
P27601
P07356
P97427
B2RSH2
Q3V3I2

Carboxylesterase 1D
Cysteine-rich protein 2
Isocitrate dehydrogenase [NADP]_ mitochondrial
Carboxylesterase 1F
Junction plakoglobin
Prelamin-A/C
Nidogen-1
Platelet glycoprotein 4
Myosin-14
Selenium-binding protein 1
Transgelin-3
Dihydropyrimidinase-related protein 2
Vinculin
E3 ubiquitin-protein ligase RNF213
Collagen alpha-2(V1) chain
Myosin light chain 3
Selenium-binding protein 2
Catenin alpha-1
Carboxylesterase 1C
Glutathione S-transferase Mu 1
Myosin light chain 1/3_ skeletal muscle isoform
Dihydropyrimidinase-related protein 3
Spectrin beta chain_ non-erythrocytic 1
Periaxin
Aldehyde dehydrogenase_ mitochondrial
Cysteine and glycine-rich protein 1
2-oxoglutarate dehydrogenase_ mitochondrial
Basal cell adhesion molecule
Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha
Peroxiredoxin-6
Indolethylamine N-methyltransferase
Myosin light chain 6B
Guanine nucleotide-binding protein G(olf) subunit alpha
Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-12
Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha
isoforms short

Calponin-1
Keratin_ type | cytoskeletal 19
Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13
Annexin A2
Dihydropyrimidinase-related protein 1
Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-1
Guanine nucleotide-binding protein G(t) subunit alpha-3

737
3703
89
88
124
712
95
321
291
3743
87
1727
773
81
39
124
3713
43
70
4035
61
136
116
114
3188
182
143
401
1164
8840
1253
1355
1164
1234

1164
72
247
1246
1988
187
1185
1177

0.42
0.43
0.44
0.45
0.45
0.45
0.45
0.45
0.46
0.47
0.48
0.48
0.48
0.49
0.50
0.50
0.50
0.50
0.50
0.50
0.50
0.53
0.53
0.54
0.54
0.54
0.54
0.55
0.56
0.56
0.57
0.57
0.58
0.58

0.59
0.59
0.60
0.61
0.61
0.61
0.62
0.63
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P20612
P50149
P26041
Q9DC51
P02468
Q9D6F9
P29758

P51174
Q62523
P08228
Q99K51
P05784
Q60605
P26043
088569
P68372
Q9QXS1
Q61879
008638
P41230
P26040
P61979
P14824
P29699
P11679
P26039
P56480
P62259
Q62009
Q3UX10
QIDCV7
Q7TMM9
P15626
QICWF2
QO22F4
P68368
P99024
P62737
P60710
P63268
P68369
P68033

Guanine nucleotide-binding protein G(t) subunit alpha-1
Guanine nucleotide-binding protein G(t) subunit alpha-2

Moesin

Guanine nucleotide-binding protein G(k) subunit alpha

Laminin subunit gamma-1
Tubulin beta-4A chain
Ornithine aminotransferase_ mitochondrial
Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase_
mitochondrial
Zyxin
Superoxide dismutase [Cu-Zn]
Plastin-3
Keratin_ type | cytoskeletal 18
Myosin light polypeptide 6
Radixin
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1
Tubulin beta-4B chain
Plectin
Myosin-10
Myosin-11
Lysine-specific demethylase 5C
Ezrin
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
Annexin A6
Alpha-2-HS-glycoprotein
Keratin_ type 1l cytoskeletal 8
Talin-1
ATP synthase subunit beta_ mitochondrial
14-3-3 protein epsilon
Periostin
Tubulin alpha chain-like 3
Keratin_ type Il cytoskeletal 7
Tubulin beta-2A chain
Glutathione S-transferase Mu 2
Tubulin beta-2B chain
Tubulin beta-6 chain
Tubulin alpha-4A chain
Tubulin beta-5 chain
Actin_ aortic smooth muscle
Actin_ cytoplasmic 1
Actin_ gamma-enteric smooth muscle
Tubulin alpha-1A chain
Actin_ alpha cardiac muscle 1

1177
1177
1339
1177
191
3460
581

101
823
1962
50
55
4439
570
396
5303
62
84
113
224
378
886
74
136
299
492
935
458
320
170
546
5182
420
5182
2557
1627
5424
67335
92132
67335
3564
67374

0.63
0.63
0.63
0.64
0.66
0.66
0.66

0.67
0.67
0.68
0.68
0.69
0.70
0.70
0.72
0.74
0.75
0.77
0.77
0.77
0.79
0.79
0.79
0.82
0.83
0.84
0.84
0.88
0.88
0.88
0.89
0.90
0.90
0.90
0.90
0.91
0.91
0.93
0.93
0.93
0.93
0.94
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P68134 Actin_ alpha skeletal muscle 66192 0.94
P05214 Tubulin alpha-3 chain 1853 0.94
P63260 Actin_ cytoplasmic 2 92137 0.96
QIDCT1 1 5-anhydro-D-fructose reductase 41 PET\;I*
Q8BJY1 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 5 91 PFC|:DM
P63323 40S ribosomal protein S12 216 PF(|:DM
P63276 40S ribosomal protein S17 248 PF(|:DM
P62082 40S ribosomal protein S7 297 PFCI:DM
Q9JLJ2 4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase 74 PFCI:DM
P99027 60S acidic ribosomal protein P2 264 PFCI:DM
Q9DCDO 6-phosphogluconate dehydrogenase  decarboxylating 83 PFCI:DM
Q9CQ60 6-phosphogluconolactonase 558 PFCI:DM
E9Q4Z2 Acetyl-CoA carboxylase 2 32 PFCI:DM
Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family FP-
QOEST5 member B 130 PCM
P61161 Actin-related protein 2 359 PFCPM
Q9IM76 Actin-related protein 2/3 complex subunit 3 454 PFCPM
P59999 Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 428 PFCPM
Q641P0 Actin-related protein 3B 63 PFCPM
Q80USs4 Actin-related protein 5 105 PFCPM
Q3UNX5 Acyl-coenzyme A synthetase ACSM3_ mitochondrial 71 PFCE)M
Q61315 Adenomatous polyposis coli protein 55 PFCI;M
P84078 ADP-ribosylation factor 1 776 PFCI;M
Q8BSL7 ADP-ribosylation factor 2 776 PFCI;M
P61205 ADP-ribosylation factor 3 776 PF(IZDM
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P61750
P84084
Q8J2Q2
Q9JI16
P28474
Q8VvC28
Q8K2H4
Q61176
P16460
A2AUT2
088738
P01887
008524
P48754
P97929
Q6AZBO
Q922D8
035350
089084
Q8C196
070370
QIWUU7

Q9ZOHO

ADP-ribosylation factor 4
ADP-ribosylation factor 5
AFG3-like protein 2
Alcohol dehydrogenase [NADP(+)]
Alcohol dehydrogenase class-3
Aldo-keto reductase family 1 member C13
Arf-GAP with coiled-coil _ ANK repeat and PH domain-
containing protein 1
Arginase-1
Argininosuccinate synthase
Armadillo repeat-containing protein 3
Baculoviral IAP repeat-containing protein 6
Beta-2-microglobulin
Beta-tectorin
Breast cancer type 1 susceptibility protein homolog
Breast cancer type 2 susceptibility protein homolog
Brother of CDO
C-1-tetrahydrofolate synthase_ cytoplasmic
Calpain-1 catalytic subunit
cAMP-specific 3'_5'-cyclic phosphodiesterase 4A
Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia]_ mitochondrial
Cathepsin S
Cathepsin Z

Cell division cycle 7-related protein kinase

776

776

58

74

477

87

76

114

188

53

18

519

109

123

32

55

70

52

52

107

730

149

172

FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
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QICZW?2
Q6RT24
Q5DU05
Q6A065
QICZX2
Q8CG03
0971Q5
P79568
QICQI6
Q8CIE6
Q9JIF7
055029
Q8BVF4
Q60847
Q923P0
P01027
008997
089053
Q91X84
Q91WA4
Q99KY4
P12787

008967

Centromere protein N
Centromere-associated protein E
Centrosomal protein of 164 kDa
Centrosomal protein of 170 kDa

Centrosomal protein of 89 kDa

cGMP-specific 3'_5'-cyclic phosphodiesterase

Chloride intracellular channel protein 1
Class Ib MHC antigen Qa-2
Coactosin-like protein
Coatomer subunit alpha
Coatomer subunit beta
Coatomer subunit beta'
Coiled-coil domain-containing protein 30
Collagen alpha-1(XII) chain
Collagen alpha-1(XX) chain
Complement C3
Copper transport protein ATOX1
Coronin-1A
CREB-regulated transcription coactivator 3
CXXC-type zinc finger protein 5

Cyclin-G-associated kinase

Cytochrome c oxidase subunit 5A_ mitochondrial

Cytohesin-3

59

42

20

283

104

33

215

262

341

31

66

49

31

53

56

64

1386

1092

44

39

194

321

95

FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
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QICPY7
Q8BX80
QIDI1A2
Q80XNO
Q8BZN6
Q60710
Q6P5ES
Q8CFD5
P49717
QIDBG6
Q8BYHO
Q4VAG61
Q4U2R1
Q8C669
088196
Q3UVKO
Q9D1Q6
P49290
P42567
Q920J0
Q9Qz11
Q6P5FY

P47753

Cytosol aminopeptidase
Cytosolic endo-beta-N-acetylglucosaminidase

Cytosolic non-specific dipeptidase

D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase mitochondrial

Dedicator of cytokinesis protein 10
Deoxynucleoside triphosphate triphosphohydrolase
SAMHD1
Diacylglycerol kinase theta
DNA excision repair protein ERCC-8
DNA replication licensing factor MCM4
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
glycosyltransferase subunit 2
Dorsal root ganglia homeobox protein
Down syndrome cell adhesion molecule-like protein 1
homolog
E3 ubiquitin-protein ligase HERC2
E3 ubiquitin-protein ligase pellino homolog 1
E3 ubiquitin-protein ligase TTC3
Endoplasmic reticulum metallopeptidase 1
Endoplasmic reticulum resident protein 44
Eosinophil peroxidase
Epidermal growth factor receptor substrate 15
Epididymal secretory protein E1
Exonuclease 1

Exportin-1

F-actin-capping protein subunit alpha-1

122

70

264

78

58

113

83

206

43

115

90

66

269

95

177

59

111

57

62

471

228

40

241

FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
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Q05816
P12710
Q8KOES
Q8VCM7
ABPWD?2
P16110
Q8JZP9
QIESZ8
QI9NI3
P06745
Q8BMLY
P11352
Q64521
Q8VDUO
P62827
P06339
P01899
P01900
P14426
P14427
P01901
P01902

P04223

Fatty acid-binding protein_ epidermal
Fatty acid-binding protein__ liver
Fibrinogen beta chain
Fibrinogen gamma chain
Forkhead-associated domain-containing protein 1
Galectin-3
GAS2-like protein 1
General transcription factor 11-1
General transcription factor I1-1 repeat domain-containing
protein 2
Glucose-6-phosphate isomerase
Glutaminyl-tRNA synthetase
Glutathione peroxidase 1
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase_ mitochondrial

G-protein-signaling modulator 2

GTP-binding nuclear protein Ran
H-2 class | histocompatibility antigen_ D-37 alpha chain
H-2 class | histocompatibility antigen_ D-B alpha chain
H-2 class | histocompatibility antigen_ D-D alpha chain
H-2 class | histocompatibility antigen_ D-K alpha chain
H-2 class | histocompatibility antigen_ D-P alpha chain
H-2 class | histocompatibility antigen_ K-B alpha chain
H-2 class | histocompatibility antigen_ K-D alpha chain

H-2 class I histocompatibility antigen_ K-K alpha chain

508

634

461

249

125

459

74

50

65

156

79

962

62

105

178

64

262

289

262

124

262

88

262

FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
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P03991
P01897
P01898
P14429
P14430
P14432
P14483
P04228
P01921
P06343
P06342
P06345
P06344
P18469
Q61646
Q61316
099020

Q92130

Q3TRMS

Q8C2B3

P79457

P10629

P01878

H-2 class | histocompatibility antigen_ K-W28 alpha chain

H-2 class | histocompatibility antigen_ L-D alpha chain
H-2 class | histocompatibility antigen_ Q10 alpha chain
H-2 class | histocompatibility antigen_ Q7 alpha chain
H-2 class | histocompatibility antigen_ Q8 alpha chain

H-2 class | histocompatibility antigen_ TLA(B) alpha

chain

H-2 class Il histocompatibility antigen_ A beta chain
H-2 class Il histocompatibility antigen_ A-D alpha chain
H-2 class Il histocompatibility antigen_ A-D beta chain
H-2 class Il histocompatibility antigen_ A-K beta chain
H-2 class Il histocompatibility antigen_ A-Q beta chain
H-2 class Il histocompatibility antigen_ A-S beta chain
H-2 class Il histocompatibility antigen_ A-U beta chain

H-2 class Il histocompatibility antigen_ I-E beta chain

Haptoglobin
Heat shock 70 kDa protein 4
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like
Hexokinase-3
Histone deacetylase 7
Histone demethylase UTY
Homeobox protein Hox-C6

Ig alpha chain C region

FP-

262  PCM
FP-

262  PCM
FP-

262  PCM
FP-

262  PCM
FP-

262  PCM
FP-

64  PCM

FP-

247  PCM
FP-

340  PCM
FP-

246  PCM
FP-

51 PCM

FP-

212 PCM
FP-

73 PCM

FP-

73 PCM

FP-

34 PCM

FP-

221  PCM
FP-

99  PCM

FP-

58 PCM

FP-

58 PCM

FP-

219  PCM
FP-

43 PCM

FP-

1072 PCM
FP-

134  PCM
FP-

496  PCM
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FP-

P01868 Ig gamma-1 chain C region secreted form 2411 PCM
P01869 Ig gamma-1 chain C region_ membrane-bound form 2411 PF(|:DM
P01864 Ig gamma-2A chain C region secreted form 469 PF(liaM
P01863 Ig gamma-2A chain C region_ A allele 669 PF(|:DM
P01865 Ig gamma-2A chain C region_ membrane-bound form 669 PFC|:DM
P01867 g gamma-2B chain C region 789 PF(|:DM
P06330 Ig heavy chain V region AC38 205.12 396 PFCl:DM
P01757 Ig heavy chain V region J558 396 PFCl:DM
P01756 Ig heavy chain V region MOPC 104E 396 PFgM
P01723 Ig lambda-1 chain V region 295 PFC}:DM
P0O1727 Ig lambda-1 chain V region S43 295 PFgM
P01872 Ig mu chain C region 65 PFgM
Q97329 Inositol 1_4_5-trisphosphate receptor type 2 35 PF(lZDM
B8JK39 Integrin alpha-9 53 PFCSM
P11835 Integrin beta-2 75 PFCSM
Q61098 Interleukin-18 receptor 1 81 PFCSM
P24822 Intestinal-type alkaline phosphatase 85 PFgM
088844 Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic 55 PFCSM
Q69258 Kazrin 100 PFgM
A2APT9 Kelch domain-containing protein 7A 42 PFC?M
P28738 Kinesin heavy chain isoform 5C 32 PFC?M
Q99PT9 Kinesin-like protein KIF19 81 PFC?M
QIQWT9 Kinesin-like protein KIFC1 47 PFC?M
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P08071
Q8RAU7
Q9JHQ5
Q9D154
Q61792
Q148V7
Q5SUF2
P17897
P24452
Q8HWBO
P60755
Q3U435
QID4I2
Q811U4
P28665
P28666
P11247
Q66X03
Q9JKF6
P11627
Q9CS84
009105

P11672

Lactotransferrin
Leucine zipper protein 1
Leucine zipper transcription factor-like protein 1
Leukocyte elastase inhibitor A
LIM and SH3 domain protein 1
LisH domain and HEAT repeat-containing protein
KIAA1468
Luc7-like protein 3
Lysozyme C-1
Macrophage-capping protein
Major histocompatibility complex class I-related gene
protein
MAM domain-containing glycosylphosphatidylinositol
anchor protein 2
Matrix metalloproteinase-25
Meiosis inhibitor protein 1
Mitofusin-1
Murinoglobulin-1
Murinoglobulin-2
Myeloperoxidase
NACHT _ LRR and PYD domains-containing protein 9A
Nectin-1
Neural cell adhesion molecule L1
Neurexin-1

Neurogenic differentiation factor 4

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin

230

83

132

132

257

106

215

216

202

38

32

39

137

116

120

30

253

38

130

111

94

63

217

FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
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Q8VDK1
Q3TL44
Q6GQTY
P09405
Q8R1INA4
Q8BXRY
Q8IZM7
QO0ZLH2
P24369
QIR269
QB8CHE4
P40935
Q69ZKO0
P53811
070250
Q9CQJ2
G5E829
QIROK7
Q3VOK9
B2RPU2
Q91W45
Q61838

D3Z4R1

Nitrilase homolog 1
NLR family member X1
Nodal modulator 1
Nucleolin
NudC domain-containing protein 3
Oxysterol-binding protein-related protein 6
Parafibromin
Pejvakin
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B
Periplakin
PH domain leucine-rich repeat-containing protein
phosphatase 1
Phenylethanolamine N-methyltransferase
Phosphatidylinositol 3_4 5-trisphosphate-dependent Rac
exchanger 1 protein
Phosphatidylinositol transfer protein beta isoform
Phosphoglycerate mutase 2
PIH1 domain-containing protein 1
Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1
Plasma membrane calcium-transporting ATPase 2
Plastin-1
Pleckstrin homology domain-containing family D member
1
Polyadenylate-binding protein-interacting protein 2B

Pregnancy zone protein

Probable ATP-dependent DNA helicase HFM1

193

42

45

51

180

40

127

118

105

27

28

131

56

112

88

255

147

147

85

52

179

81

67

FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM
FP-
PCM

119



A2AKX3
Q5DTV4
P49935
Q61207
P97371
Q9Z72U1
QYR144
Q8BS90
P08003
Q3UHQ6
QIDB52
A4QIF1
Q99IMR9
P50543
P27005
P31725
QIQXNO
Q6ZPY2
QICU24
Q99PJ1
E9QID5
Q8CGE9

G3UYX5

Probable helicase senataxin
Probable ribonuclease ZC3H12C
Pro-cathepsin H
Prosaposin
Proteasome activator complex subunit 1
Proteasome subunit alpha type-5
Protein arginine N-methyltransferase 2
Protein aurora borealis
Protein disulfide-isomerase A4
Protein dopey-2
Protein FAM122A
Protein monoglycylase TTLLS8
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 3A
Protein S100-A11
Protein S100-A8
Protein S100-A9
Protein Shroom3
Protein SMG5
Protein THEMIS3
Protocadherin-15
Rab-like protein 2A
Regulator of G-protein signaling 12

Regulator of G-protein signaling 22

101

67

194

204

210

155

45

70

137

29

64

30

34

140

10385

4214

87

43

66

37

85

97

31
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FP-

Q61599 Rho GDP-dissociation inhibitor 2 1130 PCM
Q8C5L7 RNA-binding protein 34 97 PF(|:DM
E9PZQ0 Ryanodine receptor 1 48 PFC|:DM
Q60988 SCL-interrupting locus protein homolog 71 PF(|:DM
Q80X76 Serine protease inhibitor A3F 59 PF(|:DM
P84104 Serine/arginine-rich splicing factor 3 629 PF(|:DM
Q8BL97 Serine/arginine-rich splicing factor 7 46 PFC}:DM
Q8CIN4 Serine/threonine-protein kinase PAK 2 55 PFC}:DM
Q97172 Serine-threonine kinase receptor-associated protein 44 PFCl:DM
Q62087 Serum paraoxonase/lactonase 3 147 PFCl:DM
Q9ROP3 S-formylglutathione hydrolase 809 PFCl:DM
A2AAY5 SH3 and PX domain-containing protein 2B 49 PFC}:DM
Q9JJu8 SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein 299 PF(lZDM
Q920G3 Sialic acid-binding Ig-like lectin 5 53 PFCSM
P42225 Signal transducer and activator of transcription 1 216 PFgM
Q8CO0T5 Signal-induced proliferation-associated 1-like protein 1 17 PFCSM
G3X9J0 Signal-induced proliferation-associated 1-like protein 3 205 PFCSM
Q8ROL1 Signal-transducing adaptor protein 2 512 PFCSM
A2ADF7 Solute carrier family 25 member 34 91 PFgM
Q3UTJ2 Sorbin and SH3 domain-containing protein 2 200 PFgI\/I
Q6P8X1 Sorting nexin-6 79 PFC?M
Q8VI1J6 Splicing factor_ proline- and glutamine-rich 75 PFC?M
Q9D5L7 SPRY domain-containing SOCS box protein 1 174 PFC?M
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Q6PDS3
Q62407
Q920F6
Q97104
Q3UHK®6
Q8C0S4
A3KMP2
008811
QICQUO
P10639
Q99MB1
Q93092
Q8R2MO
Q62311
QIWTR1
Q80W04
Q99P91
Q922P8
Q6P2B1
Q9JLT2
Q64514
Q9JHI2

Q80TQ2

Sterile alpha and TIR maotif-containing protein 1
Striated muscle-specific serine/threonine-protein kinase
Structural maintenance of chromosomes protein 1B
SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent
regulator of chromatin subfamily E member 1-related
Teneurin-4
Tetratricopeptide repeat protein 21A
Tetratricopeptide repeat protein 38
TFIIH basal transcription factor complex helicase XPD
subunit
Thioredoxin domain-containing protein 12
Thioredoxin
Toll-like receptor 3
Transaldolase
Transcription elongation factor A N-terminal and central
domain-containing protein 2
Transcription initiation factor TFIID subunit 6
Transient receptor potential cation channel subfamily V
member 2
Transmembrane and coiled-coil domains protein 2
Transmembrane glycoprotein NMB
Transmembrane protein 132A
Transportin-3
Trehalase
Tripeptidyl-peptidase 2

tRNA-specific adenosine deaminase 1

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase CYLD

37

133

44

96

21

44

189

51

86

251

52

64

112

118

47

67

172

60

660

53

80

48

46
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Q5DuU14 Unconventional myosin-XVI 45
P40336 Vacuolar protein sorting-associated protein 26A 116
P62814 V-type proton ATPase subunit B_ brain isoform 247

Q8CGF6 WD repeat-containing protein 47 53

Q9R0G7 Zinc finger E-box-binding homeobox 2 167
Q02525 Zinc finger protein 39 37
Q80Y81 Zinc phosphodiesterase ELAC protein 2 46
Q64433 10 kDa heat shock protein_ mitochondrial 783
Q912Vv4 2-acylglycerol O-acyltransferase 1 117

Q3UHBL1 5'-nucleotidase domain-containing protein 3 47

Q8QZT1 Acetyl-CoA acetyltransferase_ mitochondrial 213
Q8R2S9 Actin-related protein 8 81
Q8R146 Acylamino-acid-releasing enzyme 95
Q99P21 Adenine DNA glycosylase 153
P48962 ADP/ATP translocase 1 146
P51881 ADP/ATP translocase 2 146
Q3V132 ADP/ATP translocase 4 167
088845 A-kinase anchor protein 10 mitochondrial 47
054931 A-kinase anchor protein 2 79
D3YVF0 A-kinase anchor protein 5 44
Q64362 AKT-interacting protein 184
P45376 Aldose reductase 54
Q19LI12 Alpha-1B-glycoprotein 40

Q9QYCO Alpha-adducin 192
P61164 Alpha-centractin 61
A2RT9I1 Ankyrin and armadillo repeat-containing protein 65

Q8BUE4 Apoptosis-inducing factor 2 64

QIWTY4 Aguaporin-5 149

Arf-GAP with GTPase_ ANK repeat and PH domain-

Q8VHH5 containing protein 3 80

Arf-GAP with Rho-GAP domain_ ANK repeat and PH

Q8BZ05 domain-containing protein 2 203

Q80VWT7 AT-hook-containing transcription factor 50
Q9D3D9 ATP synthase subunit delta_ mitochondrial 197
070318 Band 4.1-like protein 2 99

Bcl-2/adenovirus E1B 19 kDa-interacting protein 2-like

Q99JuU7 protein 86
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P28653

G3X9K3
Q91ZI10
P55284

A2AHC3
P35564

P12367

P31324
QO05A80
Q8K354
Q02248
P30999
Q63918
P49817
P51637
Q8R2Y?2
Q7TSH4
A2AUM9
Q3UPPS
Q9D7P7
Q8BXK9
Q8BHB9
Q6PDQ2
Q8C6S9
Q9CZU6
Q06194
Q8CDI7
Q8CDVO0
P11087
Q8R3I3
Q9DC53
P56395
Q9CZz13
Q9DB77
QICR68
Q62425
088487
Q45VK7
Q7TMBS
Q91V12

Biglycan

Brefeldin A-inhibited guanine nucleotide-exchange protein

1

Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 3

Cadherin-5

Calmodulin-regulated spectrin-associated protein 1

Calnexin

cAMP-dependent protein kinase type Il-alpha regulatory

subunit

CAMP-dependent protein kinase type Il-beta regulatory

subunit
Caprin-2

Carbonyl reductase [NADPH] 3
Catenin beta-1
Catenin delta-1
Caveolae-associated protein 2

Caveolin-1
Caveolin-3

Cell surface glycoprotein MUC18
Centriolar coiled-coil protein of 110 kDa
Centrosomal protein of 152 kDa
Centrosomal protein of 63 kDa
Chloride intracellular channel protein 3
Chloride intracellular channel protein 5
Chloride intracellular channel protein 6
Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 4
Cilia- and flagella-associated protein 54
Citrate synthase_ mitochondrial
Coagulation factor VIlI
Coiled-coil domain-containing protein 150
Coiled-coil domain-containing protein 178
Collagen alpha-1(I) chain
Conserved oligomeric Golgi complex subunit 6

Copine-8

Cytochrome b5
Cytochrome b-c1 complex subunit 1 mitochondrial
Cytochrome b-c1 complex subunit 2_ mitochondrial
Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske_ mitochondrial
Cytochrome c¢ oxidase subunit NDUFA4
Cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 2
Cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1
Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1
Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase

151

50
48
83
49
121

199

305
162
141
477
115
297
1250
351
36
63
39
81
248
171
81
46
129
93
19
36
46
57
178
59
1306
72
173
173
252
139
43
54
56
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Q8BGW4 DDB1- and CUL4-associated factor 12-like protein 2 88 Ctrl

Q8BUR4 Dedicator of cytokinesis protein 1 91 Ctrl
Q9D7J6 Deoxyribonuclease-1-like 1 59 Ctrl
Q9R0OP5 Destrin 990 Ctrl
Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component
Q8BMF4 of pyruvate dehydrogenase complex_ mitochondrial 68 Ctrl
Q8BVI4 Dihydropteridine reductase 104 Ctrl
Q8K213 Dimethylaniline monooxygenase [N-oxide-forming] 2 101 Ctrl
Q80YA7 Dipeptidyl peptidase 8 62 Ctrl
Q917zVv3  Discoidin_ CUB and LCCL domain-containing protein 2 49 Ctrl
P97310 DNA replication licensing factor MCM2 43 Ctrl
P25206 DNA replication licensing factor MCM3 58 Ctrl
Q6ZQF0 DNA topoisomerase 2-binding protein 1 74 Ctrl
Q9D483 DNA-directed RNA polymerase 111 subunit RPC3 70 Ctrl
Q9ERCS Down syndrome cell adhesion molecule homolog 65 Ctrl
P39053 Dynamin-1 268 Ctrl
Q7TPV2 E3 ubiquitin-protein ligase DZIP3 38 Ctrl
Q8C863 E3 ubiquitin-protein ligase Itchy 39 Ctrl
Q81012 E3 ubiquitin-protein ligase TRIM50 57 Ctrl
Q692W3 EH domain-binding protein 1 59 Ctrl
Q9WVK4 EH domain-containing protein 1 224 Ctrl
QIQXY6 EH domain-containing protein 3 74 Ctrl
Q9EQP2 EH domain-containing protein 4 302 Ctrl
Q9DCW4 Electron transfer flavoprotein subunit beta 579 Ctrl
Q8BFR5 Elongation factor Tu_ mitochondrial 284 Ctrl
Enoyl-CoA hydratase domain-containing protein 2_
Q3TLP5 mitochondrial 74 Ctrl
Q8BH95 Enoyl-CoA hydratase_ mitochondrial 315 Ctrl
Epidermal growth factor receptor kinase substrate 8-like
Q91WLO protein 3 75 Ctrl
Q8CHU3 Epsin-2 247 Ctrl
Q60775 ETS-related transcription factor EIf-1 79 Ctrl
Q6KARG6 Exocyst complex component 3 57 Ctrl
Q8K368 Fanconi anemia group | protein homolog 173 Ctrl
Q91WJ8 Far upstream element-binding protein 1 95 Ctrl
Q7TQF2 F-box only protein 10 30 Ctrl
FERM_ RhoGEF and pleckstrin domain-containing protein
F8VPU2 1 44 Ctrl
Q8CIB5 Fermitin family homolog 2 220 Ctrl
Q3ULZ2 FH2 domain-containing protein 1 56 Ctrl
P16092 Fibroblast growth factor receptor 1 137 Ctrl
QIWVH9 Fibulin-5 670 Ctrl
Q80X90 Filamin-B 40 Ctrl
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Q8VHX6
P97447
P97807

Q8BWS5

QICWT73
P03995
P13745
P10648
P30115

Q8CHG3

P62874

P62880
Q61699
P14602
035737
P70333
Q9DOE1
Q5SVQO
P68433
P84228
P84244
P02301
Q60972
P97368
Q8R1HO
Q08890
Q8VI75
P11881
Q60751
Q61581
P09055
055222
P13597
P13504
Q9ZOR4
Q5DU25
Q61765
Q62168
Q61897
Q49714

Filamin-C
Four and a half LIM domains protein 1
Fumarate hydratase  mitochondrial
G protein-regulated inducer of neurite outgrowth 3
Galactosylgalactosylxylosylprotein 3-beta-
glucuronosyltransferase 1

Glial fibrillary acidic protein
Glutathione S-transferase Al
Glutathione S-transferase A2
Glutathione S-transferase A3
GRIP and coiled-coil domain-containing protein 2
Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T)
subunit beta-1
Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T)
subunit beta-2
Heat shock protein 105 kDa
Heat shock protein beta-1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M
Histone acetyltransferase KAT7
Histone H3.1
Histone H3.2
Histone H3.3
Histone H3.3C
Histone-binding protein RBBP4
Homeobox protein Meis3
Homeodomain-only protein
Iduronate 2-sulfatase
Importin-4
Inositol 1_4_5-trisphosphate receptor type 1
Insulin-like growth factor 1 receptor
Insulin-like growth factor-binding protein 7
Integrin beta-1
Integrin-linked protein kinase
Intercellular adhesion molecule 1
Interleukin-1 receptor type 1
Intersectin-1
IQ motif and SEC7 domain-containing protein 2
Keratin_ type | cuticular Hal
Keratin_ type I cuticular Ha2
Keratin_ type | cuticular Ha3-11
Keratin_ type | cuticular Ha5

37
155
158

49

106
125
217
217
217
83

158

53
196
1552
62
84
86
92
1207
1487
1984
1984
218
124
428
56
109
216
21
92
93
116
160
84
90
92
58
70
48
70
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B1AQ75
P02535
P08730
Q61781

QIQWL7
A1L317

ABBLY7
QB6IFX3
QBIFX2
Q6IMFO

Q9ERE2

Q99M73
Q9Z2T6
P97861

Q3UV17
P07744
Q922U2
P50446
Q9Z331

Q9ROH5
Q6IFZ9

Q8BGZ7

Q8VED5

Q91WD?7
Q9DOF1
P21619
Q61292
Q55006

Q3UH68

P53395
Q8BFW?7
Q8VCC2
Q6ZPY7
P97873
008746
Q8K3F2

Q9EQJ9

Q3UHE1
008663
Q499X9

Keratin_ type | cuticular Ha6
Keratin_ type | cytoskeletal 10
Keratin_ type | cytoskeletal 13
Keratin_ type | cytoskeletal 14
Keratin_ type | cytoskeletal 17
Keratin_ type | cytoskeletal 24
Keratin_ type | cytoskeletal 28
Keratin_ type | cytoskeletal 40
Keratin_ type | cytoskeletal 42
Keratin_ type Il cuticular 87
Keratin_ type Il cuticular Hbl
Keratin_ type Il cuticular Hb4
Keratin_ type Il cuticular Hb5
Keratin_ type Il cuticular Hb6

Keratin_ type Il cytoskeletal 2 oral

Keratin_ type Il cytoskeletal 4
Keratin_ type 1l cytoskeletal 5
Keratin_ type Il cytoskeletal 6A
Keratin_ type Il cytoskeletal 6B
Keratin_ type Il cytoskeletal 71
Keratin_ type Il cytoskeletal 74
Keratin_ type Il cytoskeletal 75
Keratin_ type Il cytoskeletal 79
Kinesin-like protein KIF18A

Kinetochore protein NDC80 homolog

Lamin-B2
Laminin subunit beta-2

Leucine-rich repeat serine/threonine-protein kinase 2
LIM and calponin homology domains-containing protein 1
Lipoamide acyltransferase component of branched-chain
alpha-keto acid dehydrogenase complex_ mitochondrial
Lipoma-preferred partner homolog

Liver carboxylesterase 1
Lysine-specific demethylase 3B
Lysyl oxidase homolog 1
Matrilin-2
Matrix metalloproteinase-21

Membrane-associated guanylate kinase_ WW and PDZ

domain-containing protein 3

Membrane-associated phosphatidylinositol transfer protein

3
Methionine aminopeptidase 2

Methionine--tRNA ligase_ mitochondrial

70
70
70
72
72
70
70
70
72
125
125
150
125
125
150
125
125
150
150
116
101
150
125
108
71
50
46
39
114

88

72

28

40
102
46

70

46
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121
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Q9D1H9
Q8VDVS
Q80Y86
QIWULS6
P09541
Q6PDN3
QIQVP4
Q5SX40
P13541
Q02566
Q91783
A2AQPO
Q8VEL2
Q99LDS
Q9JHL1
Q8R4H7
Q8BKJ9
P37040
P32507
Q9CQ45
QBPIK9
Q8BYMS5
P97333
Q3UP87
Q8R1F1
035710
Q8K 120
Q61937
B2RRE7
Q99INH2
Q8VI36
070400

Q8CEC6
Q9DCN1
Q8VDD9
Q8K212
Q8VD65
P27612
Q97280
P55065
P98199
P26618

Microfibril-associated glycoprotein 4
MIT domain-containing protein 1
Mitogen-activated protein kinase 15
Mitogen-activated protein kinase kKinase kinase 14
Myosin light chain 4
Myosin light chain kinase_ smooth muscle
Myosin regulatory light chain 2_ atrial isoform
Myosin-1
Myosin-3
Myosin-6
Myosin-7
Myosin-7B
Myotubularin-related protein 14

N(G)_N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2

Na(+)/H(+) exchange regulatory cofactor NHE-RF2
N-acetylglutamate synthase  mitochondrial
NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-7
NADPH--cytochrome P450 reductase
Nectin-2
Neudesin
Neurexin-3
Neuroligin-3
Neuropilin-1
Neutrophil elastase
Niban-like protein 1
Nocturnin
Nuclear factor of activated T-cells_ cytoplasmic 4
Nucleophosmin
OTU domain-containing protein 4
Partitioning defective 3 homolog
Paxillin
PDZ and LIM domain protein 1
Peptidylprolyl isomerase domain and WD repeat-
containing protein 1
Peroxisomal NADH pyrophosphatase NUDT12
PH-interacting protein
Phosphofurin acidic cluster sorting protein 1
Phosphoinositide 3-kinase regulatory subunit 4
Phospholipase A-2-activating protein
Phospholipase D1
Phospholipid transfer protein
Phospholipid-transporting ATPase ID
Platelet-derived growth factor receptor alpha

309
70
33
61

514
43

152

238
37

469

202

180
26

230

225

199

116
65
52

209

124

177
52

140

284

260
41
99
47

129

439

735

38
163
153

69

91

47
162

96
245
117
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Q6PDHO
Q8K1N2
Q6BCL1
Q6P6P7
P60335
Q61990
P57722
P57724
Q8C7U7
P17225
P97438
P63141

088704
Q64436
Q3U186
Q9DBN9
Q7TNGS
054824
QOKKS56
Q6GQV1
Q8CG73
Q5SXA9
Q8BI08
035618
C3VPR6
P08207
Q80U72
Q80UZ2
QLW617
Q2PZL6
P35242
Q80TZ3
Q4VAS5

Q9D051
Q3UFY4
Q8C2K5
P68040
P58801
Q00342
Q8BHL4
P18653

Pleckstrin homology-like domain family B member 1
Pleckstrin homology-like domain family B member 2
PML-RARA-regulated adapter molecule 1
Poly [ADP-ribose] polymerase 6
Poly(rC)-binding protein 1
Poly(rC)-binding protein 2
Poly(rC)-binding protein 3
Poly(rC)-binding protein 4
Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 6
Polypyrimidine tract-binding protein 1
Potassium channel subfamily K member 2
Potassium voltage-gated channel subfamily A member 2
Potassium/sodium hyperpolarization-activated cyclic
nucleotide-gated channel 1
Potassium-transporting ATPase alpha chain 1
Probable arginine--tRNA ligase_ mitochondrial
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX59
Probable D-lactate dehydrogenase_ mitochondrial
Pro-interleukin-16
Protein FAM184B
Protein FAM196B
Protein fantom
Protein KIBRA
Protein MAL2
Protein Mdm4
Protein NLRC5
Protein S100-A10
Protein scribble homolog
Protein SDA1 homolog
Protein Shroom4
Protocadherin Fat 4
Pulmonary surfactant-associated protein A
Putative tyrosine-protein phosphatase auxilin
PWWP domain-containing protein MUM1L1
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta
mitochondrial

Radial spoke head protein 3 homolog A
RAS protein activator like-3
Receptor of activated protein C kinase 1
Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 2
Receptor-type tyrosine-protein kinase FLT3
Retinoic acid-induced protein 3
Ribosomal protein S6 kinase alpha-1

149
48
45
35

146

129

129

221
48

270

106
82

63
47
89
56
69
48
59
93
419
52
83
162
248
595
64
61
68
25
202
34
118

95
49
84
113
68
25
481
97
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QIWUT3
P18654
Q7TPSO
Q3TELS6
Q8BFUS3
Q3UZ01
Q8CJ40
ATTZE6
009126
Q7TSE6
Q80UEG

Q76MZ3

Q9JK24
P19324
Q8VDT1
Q8VDN2
Q6PIES
Q6PIC6
QIWV27
Q504N2
Q9QYYS8
Q8BI29
Q9JIF2
P52019
Q8CGA47
Q8CHC4
Q9D2G5
P80318
Q8CGB6
Q5SSZ5
F8VPN2
Q8R3G9
P20108
P52196
P15306
P39447
Q9Z0U1
Q60803
P70399
055201
054917

Ribosomal protein S6 kinase alpha-2
Ribosomal protein S6 kinase alpha-3
Ribosomal protein S6 kinase alpha-6
RING finger protein 157
RING finger protein 214
RNA-binding protein 40
Rootletin
Selection and upkeep of intraepithelial T-cells protein 1
Semaphorin-4D
Serine/threonine-protein kinase 38-like
Serine/threonine-protein kinase WNK4
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa
regulatory subunit A alpha isoform
Serine/threonine-protein phosphatase 2A regulatory
subunit B" subunit gamma
Serpin H1
Sodium/glucose cotransporter 4
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-2
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-4
Solute carrier family 22 member 15
Spastin
Specifically androgen-regulated gene protein
Sperm-associated antigen 4 protein
Squalene monooxygenase
Structural maintenance of chromosomes protein 4
Synaptojanin-1
Synaptojanin-2
T-complex protein 1 subunit gamma
Tensin-2
Tensin-3
Testis-expressed protein 15
Tetraspanin-8
Thioredoxin-dependent peroxide reductase_ mitochondrial
Thiosulfate sulfurtransferase
Thrombomodulin
Tight junction protein ZO-1
Tight junction protein ZO-2
TNF receptor-associated factor 3
TP53-binding protein 1
Transcription elongation factor SPT5
Transcription factor E2F6

71
90
106
49
93
121
136
104
92
50
51

57

104
305
58
58
51
38
42
64
85
45
64
55
38
177
104
83
47
37
28
200
520
174
124
45
54
70
233
44
90
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Q7TTO00 Transcription factor SPT20 homolog 463 Ctrl
Q80YV3  Transformation/transcription domain-associated protein 24 Ctrl
Transient receptor potential cation channel subfamily M
Q7TN37 member 4 154 Ctrl
Q8R1V4 Transmembrane emp24 domain-containing protein 4 249 Ctrl
Q99KF1 Transmembrane emp24 domain-containing protein 9 406 Ctrl
Q8BGN6  Transmembrane gamma-carboxyglutamic acid protein 4 133 Ctrl
P07309 Transthyretin 251 Ctrl
Q9ESNG6 Tripartite motif-containing protein 2 58 Ctrl
Q9JHJO Tropomodulin-3 94 Ctrl
Q97138 Tyrosine-protein kinase transmembrane receptor ROR2 70 Ctrl
Q6A4J8 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 7 77 Ctrl
Q6P5E4 UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferase 1 290 Ctrl
Q6DI92 Uncharacterized protein C190rf68 homolog 134 Ctrl
QIWTI7 Unconventional myosin-Ic 100 Ctrl
Q5SYDO Unconventional myosin-Id 71 Ctrl
P97479 Unconventional myosin-Vlla 68 Ctrl
Q06318 Uteroglobin 1501 Ctrl
QOP5W1 Vacuolar protein sorting-associated protein 8 homolog 54 Ctrl
P35917 Vascular endothelial growth factor receptor 3 31 Ctrl
Q9R1Z8 Vinexin 59 Ctrl
Q91Vv10 Visual system homeobox 1 146 Ctrl
Voltage-dependent N-type calcium channel subunit alpha-
055017 1B 86 Ctrl
Q6PGL7 WASH complex subunit 2 33 Ctrl
Q8K1X1 WD repeat-containing protein 11 85 Ctrl
Q6NVES WD repeat-containing protein 44 79 Ctrl
Q9DO0OR9 WD repeat-containing protein 89 152 Ctrl
Q91VN1 Zinc finger protein 24 67 Ctrl
Q99LI5 Zinc finger protein 281 69 Ctrl
Q6KAS7 Zinc finger protein 521 56 Ctrl
Q61464 Zinc finger protein 638 60 Ctrl
Q8BHO05 Zinc finger protein 750 58 Ctrl
Q8BMQ3 Zinc finger protein basonuclin-2 201 Ctrl
QOVGT?2 Zinc finger protein GLI12 154 Ctrl

& |dentification is based on proteins ID from UniProt protein database. reviewed only
(http://www.uniprot.org).

b Proteins with expression significantly altered are organized according to the ratio.

* Indicates unique proteins in alphabetical order
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Tabela 2. Proteins with expression significantly altered in the lung of P. brasiliensis

infected mice (FP-PCM group) and Bleomycin treated mice (FP-BLM group).

bRatio FP-
a4Access PLGS PCM: FP-
Number Protein name score BLM
008807 Peroxiredoxin-4 104 16.28
P35700 Peroxiredoxin-1 914 10.07
P06467 Hemoglobin subunit zeta 393 9.39
Q8C8R3 Ankyrin-2 129 8.00
P70696 Histone H2B type 1-A 167 6.05
P01864 Ig gamma-2A chain C region secreted form 197 5.99
P16858 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 185 5.81
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase _ testis-

Q64467 specific 33 5.37
Q61233 Plastin-2 35 4.90
P53657 Pyruvate kinase PKLR 13 4.90
P14211 Calreticulin 151 4.81
P52480 Pyruvate kinase PKM 365 4.71
P17182 Alpha-enolase 1439 4.62
Q9DBJ1 Phosphoglycerate mutase 1 131 4.39
P10107 Annexin Al 252 4.26
Q60930  Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 91 4.26
P05063 Fructose-bisphosphate aldolase C 74 4.22
Q8CGP

5 Histone H2A type 1-F 388 3.97
Q8CGP

7 Histone H2A type 1-K 388 3.97
Q64523 Histone H2A type 2-C 388 3.97
Q9CQN

1 Heat shock protein 75 kDa_ mitochondrial 425 3.94
COHKE

3 Histone H2A type 1-D 388 3.94
COHKE

6 Histone H2A type 1-1 388 3.94
COHKE

8 Histone H2A type 1-O 388 3.94
COHKE

9 Histone H2A type 1-P 388 3.94
Q6GSS7 Histone H2A type 2-A 388 3.94
P99029 Peroxiredoxin-5_ mitochondrial 197 3.94
Q99JY9 Actin-related protein 3 406 3.90
COHKE

1 Histone H2A type 1-B 388 3.90
COHKE

2 Histone H2A type 1-C 388 3.90
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Q8CGP
6
COHKE
;
Q8BFU
2

P10126
P08113
COHKE
4
COHKE
5
Q8R1M
7
P17751
Q3THW
5

Q64522
P27661
P09411
POCOS6
P01865
P06151
P20029

P09041

P62962
P20152
P62806
P01863
P60710
PODP26
PODP27
PODP28
P07901
P63260
P05064
P62631
Q91VI7
P00342
P02104
P27773
P40142
P19246
Q64478

Histone H2A type 1-H
Histone H2A type 1-N

Histone H2A type 3
Elongation factor 1-alpha 1
Endoplasmin

Histone H2A type 1-E
Histone H2A type 1-G

Histone H2A.J
Triosephosphate isomerase

Histone H2A.V OS=Mus musculus GN=PE=1 SV=3

Histone H2A type 2-B
Histone H2AX
Phosphoglycerate kinase 1
Histone H2A.Z

Ig gamma-2A chain C region_ membrane-bound form

L-lactate dehydrogenase A chain
78 kDa glucose-regulated protein
Phosphoglycerate kinase 2
Profilin-1
Vimentin
Histone H4

Ig gamma-2A chain C region_ A allele

Actin_ cytoplasmic 1
Calmodulin-1
Calmodulin-2
Calmodulin-3

Heat shock protein HSP 90-alpha
Actin_ cytoplasmic 2
Fructose-bisphosphate aldolase A
Elongation factor 1-alpha 2
Ribonuclease inhibitor
L-lactate dehydrogenase C chain
Hemoglobin subunit epsilon-Y2
Protein disulfide-isomerase A3
Transketolase
Neurofilament heavy polypeptide
Histone H2B type 1-H

388

388

388
138
149

388

405

388
255

150
150
150
117
150
381
385
220

72

1328
144
194
381

14975

1201

1201

1201
401

14975
254
88
249
157
325
127
147
37
229

3.90

3.90

3.90
3.82
3.82

3.82

3.82

3.82
3.67

3.63
3.60
3.60
3.60
3.56
3.56
3.53
3.39

3.39

3.35
3.35
3.32
3.25
3.03
2.94
2.94
2.94
2.92
2.89
2.86
2.83
2.83
2.80
2.72
2.64
2.61
2.51
2.48
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Q8CGP
1
P10854
Q64475
Q6ZWY
9
P10853
Q8CGP
2
Q64525
Q64524
Q9D2U
9
Q8CGP
0
P08551
P08553
Q61696
P11499
P18760
Q8VEK
3
P40124
P07758
P22599
Q00897
P46735
Q00896
P17879
P16627
Q8VDD
5
P46660
Q99K51
P16125
P15331
P68510
QICQV
8
P68254
P48036
P19096
P61982
P31001

Histone H2B type 1-K
Histone H2B type 1-M
Histone H2B type 1-B

Histone H2B type 1-C/E/G
Histone H2B type 1-F/J/L

Histone H2B type 1-P
Histone H2B type 2-B
Histone H2B type 2-E

Histone H2B type 3-A

Histone H2B type 3-B
Neurofilament light polypeptide
Neurofilament medium polypeptide
Heat shock 70 kDa protein 1A
Heat shock protein HSP 90-beta
Cofilin-1

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U
Adenylyl cyclase-associated protein 1
Alpha-1-antitrypsin 1-1
Alpha-1-antitrypsin 1-2
Alpha-1-antitrypsin 1-4
Unconventional myosin-Ib
Alpha-1-antitrypsin 1-3
Heat shock 70 kDa protein 1B
Heat shock 70 kDa protein 1-like

Myosin-9
Alpha-internexin
Plastin-3
L-lactate dehydrogenase B chain
Peripherin
14-3-3 protein eta

14-3-3 protein beta/alpha
14-3-3 protein theta
Annexin A5
Fatty acid synthase
14-3-3 protein gamma
Desmin

229
229
229

229
229

229
229
229

229

229
37
37
85

951

360

76
711
140
129
129

94
140

85

85

78
52
48
212
59
68

68
68
305
100
82
151

2.48
2.48
2.46

2.46
2.46

2.46
2.46
2.46

2.46

2.46
2.46
2.46
2.41
2.41
2.39

2.39
2.36
2.36
2.36
2.36
2.36
2.34
2.34
2.32

2.27
2.25
2.25
2.25
2.18
2.14

2.10
2.05
2.05
2.03
2.01
2.01
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Q9JI91
P41230
070456
Q9Z2X1
P29758
P63017
P17156
P32921
Q03265
Q8BFZ3
P08249
P47955
P01868
P01869
P68134
P62259
Q80X76
P45591
Q61414
Q61879
Q01853
Q8BWT
1
P63101
P21981
Q9CQ19
P68033
P63268
P11679
P62737
P70296
Q62465
P14152
P28665
Q8BTM
8
P15532
P07759
008638
Q7TPR4
Q03734
P68368

Alpha-actinin-2
Lysine-specific demethylase 5C
14-3-3 protein sigma
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F
Ornithine aminotransferase_ mitochondrial
Heat shock cognate 71 kDa protein
Heat shock-related 70 kDa protein 2
Tryptophan--tRNA ligase_ cytoplasmic
ATP synthase subunit alpha_ mitochondrial
Beta-actin-like protein 2
Malate dehydrogenase_ mitochondrial
60S acidic ribosomal protein P1
Ig gamma-1 chain C region secreted form
Ig gamma-1 chain C region_ membrane-bound form
Actin_ alpha skeletal muscle
14-3-3 protein epsilon
Serine protease inhibitor A3F
Cofilin-2
Keratin_ type | cytoskeletal 15
Myosin-10
Transitional endoplasmic reticulum ATPase

3-ketoacyl-CoA thiolase_ mitochondrial
14-3-3 protein zeta/delta
Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2

Myosin regulatory light polypeptide 9
Actin_ alpha cardiac muscle 1

Actin_ gamma-enteric smooth muscle
Keratin_ type Il cytoskeletal 8
Actin_ aortic smooth muscle

Phosphatidylethanolamine-binding protein 1
Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog
Malate dehydrogenase_ cytoplasmic
Murinoglobulin-1

Filamin-A
Nucleoside diphosphate kinase A
Serine protease inhibitor A3K
Myosin-11
Alpha-actinin-1
Serine protease inhibitor A3M
Tubulin alpha-4A chain

257
148
68
126
174
488
221
70
86
2543
323
873
509
509
8173
239
1109
198
112
26
62

258
1076
120
291
8266
8256
59
8256
599
206
263
288

185
2083
1813

53

420

1390
50

1.99
1.97
1.95
1.95
1.93
1.90
1.88
1.88
1.86
1.86
1.86
1.82
1.82
1.80
1.79
1.77
1.75
1.73
1.73
1.72
1.72

1.70
1.68
1.68
1.65
1.62
1.58
1.58
1.57
1.55
1.54
1.52
1.52

1.45
1.42
1.40
1.40
1.39
1.39
1.38
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Q3THE

2 Myosin regulatory light chain 12B 921 1.36
Q01768 Nucleoside diphosphate kinase B 2008 1.36
P17742 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 439 1.35
P29621 Serine protease inhibitor A3C 1390 1.34
Q91WP

6 Serine protease inhibitor A3N 1390 1.34
P05213 Tubulin alpha-1B chain 153 1.34
Q5I12A0 Serine protease inhibitor A3G 1390 1.32
Q92111 Serotransferrin 1292 1.31
P05214 Tubulin alpha-3 chain 57 1.30
P68369 Tubulin alpha-1A chain 143 1.28
P68373 Tubulin alpha-1C chain 143 1.27
P07356 Annexin A2 355 1.26
035639 Annexin A3 586 1.23
Q9JJz2 Tubulin alpha-8 chain 38 1.22
P57780 Alpha-actinin-4 564 1.21
P26040 Ezrin 105 1.20
P01942 Hemoglobin subunit alpha 8662 1.20
P26041 Moesin 435 1.17
Q9CWF

2 Tubulin beta-2B chain 6723 1.17
P26043 Radixin 175 1.15
P99024 Tubulin beta-5 chain 33 1.12
Q7TMM

9 Tubulin beta-2A chain 6723 1.08
Q9ERD

7 Tubulin beta-3 chain 33 1.07
Q02053 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 65 0.13
Q62151  Advanced glycosylation end product-specific receptor 568 0.32
Q04857 Collagen alpha-1(VI) chain 101 0.34
Q8BZN

6 Dedicator of cytokinesis protein 10 119 0.38
P02088 Hemoglobin subunit beta-1 10143 0.40
P40936 Indolethylamine N-methyltransferase 229 0.43
P17563 Selenium-binding protein 1 332 0.46
Q63836 Selenium-binding protein 2 311 0.47
E9Q555 E3 ubiquitin-protein ligase RNF213 16 0.48
008709 Peroxiredoxin-6 560 0.49
Q9R1Q8 Transgelin-3 412 0.51
P02089 Hemoglobin subunit beta-2 2809 0.52
P02769 Serum albumin 259 0.53
Q8BH64 EH domain-containing protein 2 461 0.53
P08074 Carbonyl reductase [NADPH] 2 2388 0.55
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Q08857
P29699
Q64727
035945
Q02788
P24549
P23953
P10493
Q9DCT
8
P16546
054724
Q62188
Q9CZzS1
Q9R069
Q8VCT
4
P10649
008553
Q62261
P11276
P47738
Q80W?2
1
QB6URW
6
P15626
P19001
P40935
P26039
P08228
P48678
Q8Cl43
061171
Q9DCT
1

008810
Q8BJY1
Q60597
P63323
P63276
P62908
P62082

Platelet glycoprotein 4
Alpha-2-HS-glycoprotein
Vinculin
Aldehyde dehydrogenase_ cytosolic 1
Collagen alpha-2(V1) chain
Retinal dehydrogenase 1
Carboxylesterase 1C
Nidogen-1

Cysteine-rich protein 2
Spectrin alpha chain_ non-erythrocytic 1
Caveolae-associated protein 1
Dihydropyrimidinase-related protein 3
Aldehyde dehydrogenase X_ mitochondrial
Basal cell adhesion molecule

Carboxylesterase 1D
Glutathione S-transferase Mu 1
Dihydropyrimidinase-related protein 2
Spectrin beta chain_ non-erythrocytic 1
Fibronectin
Aldehyde dehydrogenase_ mitochondrial

Glutathione S-transferase Mu 7

Myosin-14
Glutathione S-transferase Mu 2
Keratin_ type | cytoskeletal 19
Phenylethanolamine N-methyltransferase
Talin-1
Superoxide dismutase [Cu-Zn]
Prelamin-A/C
Myosin light chain 6B
Peroxiredoxin-2

1_5-anhydro-D-fructose reductase
116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein
component
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 5
2-oxoglutarate dehydrogenase_ mitochondrial
40S ribosomal protein S12
40S ribosomal protein S17
40S ribosomal protein S3
40S ribosomal protein S7

361
307
519
149
80
276
27
131

1397
367
123

56
43
483

171
2087
107
45
397
124

1078

56
1078
104
137
476
136
130
951
577

41

185
91
43

216

248

482

297

0.58
0.59
0.59
0.60
0.61
0.61
0.62
0.64

0.66
0.66
0.68
0.68
0.69
0.70

0.70
0.70
0.70
0.73
0.73
0.75

0.76

0.76
0.76
0.77
0.79
0.79
0.82
0.83
0.84
0.84

FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
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P14206 40S ribosomal protein SA

QaJLJ2 4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase
P14869 60S acidic ribosomal protein PO
P99027 60S acidic ribosomal protein P2
Q9DCD
0 6-phosphogluconate dehydrogenase_ decarboxylating
Q9CQ60 6-phosphogluconolactonase
E9Q4Z2 Acetyl-CoA carboxylase 2

Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family
Q9EST5 member B
P61161 Actin-related protein 2
QIWV3
2 Actin-related protein 2/3 complex subunit 1B
Q9IM76 Actin-related protein 2/3 complex subunit 3
P59999 Actin-related protein 2/3 complex subunit 4
Q641P0 Actin-related protein 3B
Q80USs4 Actin-related protein 5
P31786 Acyl-CoA-binding protein
Q3UNX
5 Acyl-coenzyme A synthetase ACSM3_ mitochondrial
Q61315 Adenomatous polyposis coli protein
P84078 ADP-ribosylation factor 1
Q8BSL7 ADP-ribosylation factor 2
P61205 ADP-ribosylation factor 3
P61750 ADP-ribosylation factor 4
P84084 ADP-ribosylation factor 5
Q8JzQ2 AFG3-like protein 2
QaJll6 Alcohol dehydrogenase [NADP(+)]
P28474 Alcohol dehydrogenase class-3
Q8vC(C28 Aldo-keto reductase family 1 member C13
Q00898 Alpha-1-antitrypsin 1-5
P97384 Annexin A1l
P97429 Annexin A4
Q8K2H Arf-GAP with coiled-coil_ ANK repeat and PH
4 domain-containing protein 1
Q61176 Arginase-1
P16460 Argininosuccinate synthase
A2AU7
2 Armadillo repeat-containing protein 3
P05202 Aspartate aminotransferase_ mitochondrial
QIQWK
5 Baculoviral AP repeat-containing protein la
088738 Baculoviral IAP repeat-containing protein 6
P01887 Beta-2-microglobulin

696
74
514
264

83
558
32

130
359

437
454
428
63
105
477

71
55
776
776
776
776
776
58
74
477
87
47
78
278

76
114
188

53
83

57
18
519

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
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P21550
035490
008524
P48754
P97929
Q6AZB
0

Q922D8
QID6PS
035350
089084

Q8C196
Q91WU
0
P26231
P18242
070370
QIWUU
;
P60766
Q9ZOH0
A2AL36
Q9CZW
2
Q5PR68
Q5DU0
5
QBA065
Q80U49
Q9CZX
2
Q8CG03
Q9Z1Q5
QB6AWG
9
P79568
Q9CQI6
Q8CIE6
QOJIF7
055029
Q8C5V8
Q8BVF
4

Beta-enolase

Betaine--homocysteine S-methyltransferase 1

Beta-tectorin

Breast cancer type 1 susceptibility protein homolog
Breast cancer type 2 susceptibility protein homolog

Brother of CDO
C-1-tetrahydrofolate synthase_ cytoplasmic
Calmodulin-like protein 3
Calpain-1 catalytic subunit

cAMP-specific 3'_5'-cyclic phosphodiesterase 4A

Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia]_
mitochondrial

Carboxylesterase 1F
Catenin alpha-1
Cathepsin D
Cathepsin S

Cathepsin Z
Cell division control protein 42 homolog
Cell division cycle 7-related protein kinase
Centriolin

Centromere protein N
Centrosomal protein of 112 kDa

Centrosomal protein of 164 kDa
Centrosomal protein of 170 kDa
Centrosomal protein of 170 kDa protein B

Centrosomal protein of 89 kDa

cGMP-specific 3'_5'-cyclic phosphodiesterase

Chloride intracellular channel protein 1

Cingulin-like protein 1
Class Ib MHC antigen Qa-2
Coactosin-like protein
Coatomer subunit alpha
Coatomer subunit beta 1
Coatomer subunit beta'
Coiled-coil domain-containing protein 187

Coiled-coil domain-containing protein 30

84
47
109
123
32

55
70
64
52
52

107

38
81
1427
730

149

740
172
61

59
131

20
283
108

104
33
215

70
262
341

31

66

49

55

31

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
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Q923P0
P01027
QICPW
0
008997
089053
Q91X84
Q91IWA
4
Q99KY
4
Q62426
P00405

P19783
P12787
P33267
008967
Q9JHU4
QICPY
;
Q8BX80
QID1A
2
Q80XN
0
QB6P5ES
E9QIRY
Q8CFD
5
P97386
P49717
QIDBG
6
Q8BYH
0
Q4VAG
1
Q4U2R1
Q8C669
088196
P58252
Q3UVK
0

Collagen alpha-1(XX) chain
Complement C3

Contactin-associated protein-like 2
Copper transport protein ATOX1
Coronin-1A
CREB-regulated transcription coactivator 3

CXXC-type zinc finger protein 5
Cyclin-G-associated kinase OS=Mus musculus
GN=PE=1 SV=2
Cystatin-B
Cytochrome c oxidase subunit 2
Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1_
mitochondrial

Cytochrome c oxidase subunit 5A_ mitochondrial
Cytochrome P450 2F2
Cytohesin-3
Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1

Cytosol aminopeptidase
Cytosolic endo-beta-N-acetylglucosaminidase

Cytosolic non-specific dipeptidase

D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase_ mitochondrial

Diacylglycerol kinase theta
Disks large homolog 5

DNA excision repair protein ERCC-8
DNA ligase 3
DNA replication licensing factor MCM4
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
glycosyltransferase subunit 2

Dorsal root ganglia homeobox protein

Down syndrome cell adhesion molecule-like protein 1

homolog
E3 ubiquitin-protein ligase HERC2
E3 ubiquitin-protein ligase pellino homolog 1
E3 ubiquitin-protein ligase TTC3
Elongation factor 2

Endoplasmic reticulum metallopeptidase 1

56
64

28
1386
1092

44

39

194
608
443

346
321
51
95
40

122
70

264

78
83
37

206
39
43

115

90

66
269
95
177
316

59

FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
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Q9D1Q
6

P49290
P42567
Q9Z20J0
P60843
P10630
Q91VC3
Q9Qz11
QB6P5F9
P47753
P47754
P47757
Q05816
P12710
Q8KOES
Q8VCM
;
ABPWD
2
Q91XD
4
Q8VDC
1

P16045
P16110
P17183
Q8JZP9
Q9ESZ8

Q9JI57

Q99NI3
P06745
Q8BML
9
P11352
P46425

Q64521
Q8VDU
0
P62827

B2RSH2

Endoplasmic reticulum resident protein 44
Eosinophil peroxidase
Epidermal growth factor receptor substrate 15
Epididymal secretory protein E1
Eukaryotic initiation factor 4A-1I
Eukaryotic initiation factor 4A-11
Eukaryotic initiation factor 4A-111
Exonuclease 1
Exportin-1
F-actin-capping protein subunit alpha-1
F-actin-capping protein subunit alpha-2
F-actin-capping protein subunit beta
Fatty acid-binding protein_ epidermal
Fatty acid-binding protein_ liver
Fibrinogen beta chain

Fibrinogen gamma chain

Forkhead-associated domain-containing protein 1

Formimidoyltransferase-cyclodeaminase

FYVE and coiled-coil domain-containing protein 1

Galectin-1
Galectin-3
Gamma-enolase
GAS2-like protein 1
General transcription factor I1-1
General transcription factor I1-1 repeat domain-
containing protein 1
General transcription factor I1-1 repeat domain-
containing protein 2
Glucose-6-phosphate isomerase

Glutaminyl-tRNA synthetase
Glutathione peroxidase 1
Glutathione S-transferase P 2

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase_ mitochondrial

G-protein-signaling modulator 2
GTP-binding nuclear protein Ran

Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-

1

111
57
62

471

1040
1040

896

228
40

241

342

1259

508

634

461

249

125

49

64
570
459
161

74

50

90

65
156

79
962
62
62

105
178

138

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
Pb
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
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Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-
P08752 2 596 FP-PCM

Q9DC51 Guanine nucleotide-binding protein G(k) subunit alpha 84 FP-PCM
P18872  Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha 65 FP-PCM
Q8CGK Guanine nucleotide-binding protein G(olf) subunit

7 alpha 94 FP-PCM
Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha

P63094 isoforms short 65 FP-PCM
Guanine nucleotide-binding protein G(t) subunit alpha-

P20612 1 84 FP-PCM
Guanine nucleotide-binding protein G(t) subunit alpha-

P50149 2 84 FP-PCM
Guanine nucleotide-binding protein G(t) subunit alpha-

Q3Va3I2 3 84 FP-PCM

P27600  Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-12 65 FP-PCM
P27601  Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13 69 FP-PCM
H-2 class | histocompatibility antigen_ D-37 alpha

P06339 chain 64 FP-PCM
H-2 class | histocompatibility antigen_ D-D alpha
P01900 chain 289 FP-PCM

P01901 H-2 class I histocompatibility antigen_ K-B alpha chain 262 FP-PCM
P01897 H-2 class | histocompatibility antigen_ L-D alpha chain 262 FP-PCM
P01898 H-2 class | histocompatibility antigen_ Q10 alpha chain 262 FP-PCM
P14429  H-2 class | histocompatibility antigen_ Q7 alpha chain 262 FP-PCM
P14430 H-2 class I histocompatibility antigen_ Q8 alpha chain 262 FP-PCM
H-2 class | histocompatibility antigen_ TLA(B) alpha
P14432 chain 64 FP-PCM
P14483 H-2 class Il histocompatibility antigen_ A beta chain 247 FP-PCM
H-2 class Il histocompatibility antigen_ A-D alpha
P04228 chain 340 FP-PCM
P01921 H-2 class Il histocompatibility antigen_ A-D beta chain 246 FP-PCM
P18469  H-2 class Il histocompatibility antigen_ I-E beta chain 34 FP-PCM

Q61646 Haptoglobin 221 FP-PCM
Q61316 Heat shock 70 kDa protein 4 99 FP-PCM
Q99020 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B 58 FP-PCM
Q60668 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO 513 FP-PCM
Q92130 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like 58 FP-PCM
088569 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 124 FP-PCM
Q3TRM

8 Hexokinase-3 219 FP-PCM
Q8C2B3 Histone deacetylase 7 43 FP-PCM
P79457 Histone demethylase UTY 1072 FP-PCM
P10629 Homeobox protein Hox-C6 134 FP-PCM
Q9JKR6 Hypoxia up-regulated protein 1 188 FP-PCM
P01878 Ig alpha chain C region 496 FP-PCM
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P01867
P06330
P01757
P01756
P01723
P01727
Q8BL06
Q92329
B8JK39
P11835
Q61098
P24822
P54071
Q69ZS8
A2APT9
Q9Z2K1
Q61595
P28738
Q99PT9
P33173
QIQWT
9
P08071
Q61092
Q8R4U7
Q9JHQ5
Q9D154
P24527

Q148V7
P41216
Q5SUF2
P17897
P08905
P34884
P24452
Q8HWB
0
Q9EQK
5

P60755
Q3U435
Q9D4I2

Ig gamma-2B chain C region
Ig heavy chain V region AC38 205.12
Ig heavy chain V region J558
Ig heavy chain V region MOPC 104E
Ig lambda-1 chain V region
Ig lambda-1 chain V region S43
Inactive ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 54
Inositol 1_4 5-trisphosphate receptor type 2
Integrin alpha-9
Integrin beta-2
Interleukin-18 receptor 1
Intestinal-type alkaline phosphatase
Isocitrate dehydrogenase [NADP]_ mitochondrial
Kazrin
Kelch domain-containing protein 7A
Keratin_ type | cytoskeletal 16
Kinectin
Kinesin heavy chain isoform 5C
Kinesin-like protein KIF19
Kinesin-like protein KIF1A

Kinesin-like protein KIFC1
Lactotransferrin
Laminin subunit gamma-2
Leucine zipper protein 1
Leucine zipper transcription factor-like protein 1
Leukocyte elastase inhibitor A
Leukotriene A-4 hydrolase
LisH domain and HEAT repeat-containing protein
KIAA1468
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1
Luc7-like protein 3
Lysozyme C-1
Lysozyme C-2
Macrophage migration inhibitory factor
Macrophage-capping protein
Major histocompatibility complex class I-related gene
protein

Major vault protein
MAM domain-containing glycosylphosphatidylinositol
anchor protein 2
Matrix metalloproteinase-25
Meiosis inhibitor protein 1

789
396
396
396
295
295
46
35
53
75
81
85
152
100
42
49
128
32
81
173

47
230
81
83
132
132
102

106
139
215
216
685
114
202

38

57

32
39
137

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
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P20357
Q5HZI1
Q811U4
Q9D279
P11247

Q3U1Z8
P97434

Q66X03
Q9JKF6
P11627
Q5NCX
5
Q9CS84
009105
Q8CH77
P11672
P29477
Q8VDK
1

Q3TL44
Q6GQT
9

E9Q7GO
Q60974
P09405
Q8R1N4
Q8BXR
9
B9EJ86
Q8JZM7
QOZLH
2
P24369
Q8CHE
4
Q8VEM
8

QB9ZKO
F9Q3L2
P53811
070250
P70704

Microtubule-associated protein 2

Microtubule-associated tumor suppressor 1 homolog

Mitofusin-1
Mitotic interactor and substrate of PLK1
Myeloperoxidase
Myosin light chain kinase 3
Myosin phosphatase Rho-interacting protein

NACHT_ LRR and PYD domains-containing protein

9A
Nectin-1
Neural cell adhesion molecule L1

Neuralized-like protein 4
Neurexin-1
Neurogenic differentiation factor 4
Neuron navigator 1
Neutrophil gelatinase-associated lipocalin
Nitric oxide synthase_ inducible

Nitrilase homolog 1
NLR family member X1

Nodal modulator 1
Nuclear mitotic apparatus protein 1
Nuclear receptor corepressor 1
Nucleolin
NudC domain-containing protein 3

Oxysterol-binding protein-related protein 6
Oxysterol-binding protein-related protein 8
Parafibromin

Pejvakin
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B

PH domain leucine-rich repeat-containing protein

phosphatase 1

Phosphate carrier protein_ mitochondrial

Phosphatidylinositol 3_4 5-trisphosphate-dependent

Rac exchanger 1 protein
Phosphatidylinositol 4-kinase alpha

Phosphatidylinositol transfer protein beta isoform

Phosphoglycerate mutase 2
Phospholipid-transporting ATPase 1A

196
144
116
106
253
310
28

38
130
111

101
94
63
36

217
89

193
42

45
40
102
o1
180

40
46
127

118
105

28

188

56
98
112
88
61

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
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Q9CQJ2
G5E829

Q9ROK?
Q3VOK
9

B2RPU2
Q3UH9
3
Q61183
Q91W4
5
POCG49
POCG50
D3Z4R1
A2AKX
3
Q5DTV
4

P49935
Q61207
P97371
Q9Z2U1
Q07456
Q9R144
Q8BS90
P08003
Q922R8
Q3UHQ
6

Q9DB52
A4QIF1
Q99MR
9
P50543
P14069
P27005
P31725
QIQXN
0

Q6ZPY2
Q9QX4
;

Q9CU24

PIH1 domain-containing protein 1
Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1
Plasma membrane calcium-transporting ATPase 2

Plastin-1
Pleckstrin homology domain-containing family D
member 1

Plexin-D1
Poly(A) polymerase alpha

Polyadenylate-binding protein-interacting protein 2B
Polyubiquitin-B
Polyubiquitin-C
Probable ATP-dependent DNA helicase HFM1

Probable helicase senataxin

Probable ribonuclease ZC3H12C
Pro-cathepsin H
Prosaposin
Proteasome activator complex subunit 1
Proteasome subunit alpha type-5
Protein AMBP
Protein arginine N-methyltransferase 2
Protein aurora borealis
Protein disulfide-isomerase A4
Protein disulfide-isomerase A6

Protein dopey-2
Protein FAM122A
Protein monoglycylase TTLL8

Protein phosphatase 1 regulatory subunit 3A
Protein S100-Al1
Protein S100-A6
Protein S100-A8
Protein S100-A9

Protein Shroom3
Protein SMG5

Protein SON
Protein THEMIS3

255
147
147

85

52

69
134

179
3798
3798

67

101

67
194
204
210
155

50

45

70
137
212

29
64
30

34
140
954

10385
4214

87
43

70
66

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
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055134
Q99PJ1
E9Q9D5
P63001
Q05144
P60764
P61027
P35283
Q9DDO
3
Qo1V41
Q8K386
P62821
Q9D1G
1
Q504M8
Q92359
035963
Q6PHN
9
Q9JKM
;
Q8BHD
0
Q8BHC
1
P63011
Q9CZT8
P62823
P35276
Q8CG50
P56371
Q91ZR1
P35279
P61294
P51150
P55258
P61028
Q8CGE
9
G3UYX
5
QOVGM
9

Protocadherin-12
Protocadherin-15
Rab-like protein 2A

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 3

Ras-related protein Rab-10
Ras-related protein Rab-12

Ras-related protein Rab-13
Ras-related protein Rab-14
Ras-related protein Rab-15
Ras-related protein Rab-1A

Ras-related protein Rab-1B
Ras-related protein Rab-26
Ras-related protein Rab-30
Ras-related protein Rab-33B

Ras-related protein Rab-35
Ras-related protein Rab-37
Ras-related protein Rab-39A

Ras-related protein Rab-39B
Ras-related protein Rab-3A
Ras-related protein Rab-3B
Ras-related protein Rab-3C
Ras-related protein Rab-3D
Ras-related protein Rab-43
Ras-related protein Rab-4A
Ras-related protein Rab-4B
Ras-related protein Rab-6A
Ras-related protein Rab-6B
Ras-related protein Rab-7a
Ras-related protein Rab-8A
Ras-related protein Rab-8B

Regulator of G-protein signaling 12
Regulator of G-protein signaling 22

Regulator of telomere elongation helicase 1

109
37
85

783

848

641

1609

182

1427
182
1621
2104

1667
182
182
956

1721

182

960

182
182
182
182
182
182
182
182
960
960
644
1609
1609

97

31

96

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM
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Q61599
Q62159
P84096

Q9ER71

Q8R527
Q9CW4
6

Q8C5L7
Q8JzV4
E9PZQ0
Q60988
P42208
P84104
Q8BLY7
Q8CIN4
Q97172
P70124
Q62087
Q9ROP3
A2AAY
5
Q91VW
3
Q920G3
P42225
Q8COT5
G3X9J0
Q8ROL1
A2ADF
:
Q3UTJ2
Q6P8X1
Q8VI1J6
Q9D5L7
Q80TF6
Q6PDS3
P38647
Q62407
Q920F6

Q97104
P80315
Q3UHK
6

Rho GDP-dissociation inhibitor 2
Rho-related GTP-binding protein RhoC
Rho-related GTP-binding protein RhoG
Rho-related GTP-binding protein RhoJ
Rho-related GTP-binding protein RhoQ

Ribonucleoprotein PTB-binding 1
RNA-binding protein 34
RNA-binding protein 41

Ryanodine receptor 1
SCL-interrupting locus protein homolog
Septin-2
Serine/arginine-rich splicing factor 3
Serine/arginine-rich splicing factor 7
Serine/threonine-protein kinase PAK 2
Serine-threonine kinase receptor-associated protein
Serpin B5
Serum paraoxonase/lactonase 3
S-formylglutathione hydrolase

SH3 and PX domain-containing protein 2B

SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein 3
Sialic acid-binding Ig-like lectin 5
Signal transducer and activator of transcription 1
Signal-induced proliferation-associated 1-like protein 1
Signal-induced proliferation-associated 1-like protein 3
Signal-transducing adaptor protein 2

Solute carrier family 25 member 34
Sorbin and SH3 domain-containing protein 2
Sorting nexin-6
Splicing factor_ proline- and glutamine-rich
SPRY domain-containing SOCS box protein 1
StAR-related lipid transfer protein 9
Sterile alpha and TIR maotif-containing protein 1
Stress-70 protein_ mitochondrial
Striated muscle-specific serine/threonine-protein kinase
Structural maintenance of chromosomes protein 1B
SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent
regulator of chromatin subfamily E member 1-related
T-complex protein 1 subunit delta

Teneurin-4

1130
124
451
451
451

71
97
71
48
71
285
629
46
55
44
56
147
809

49

154
53
216
17
205
512

91
200
79
75
174
29
37
70
133
44

96
148

21

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
FP-PCM

FP-PCM
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Q8C0s4 Tetratricopeptide repeat protein 21A 44 FP-PCM
A3KMP

2 Tetratricopeptide repeat protein 38 189 FP-PCM
TFIIH basal transcription factor complex helicase XPD
008811 subunit 51 FP-PCM
Q9oCQU
0 Thioredoxin domain-containing protein 12 86 FP-PCM
P10639 Thioredoxin 251 FP-PCM
Q3TYG TOG array regulator of axonemal microtubules protein
6 2 47 FP-PCM
Q99MB
1 Toll-like receptor 3 52 FP-PCM
Q93092 Transaldolase 64 FP-PCM
Q8R2M Transcription elongation factor A N-terminal and
0 central domain-containing protein 2 112 FP-PCM
Q62311 Transcription initiation factor TFIID subunit 6 118 FP-PCM
QoQulo Transforming protein RhoA 124 FP-PCM
Q9WTR Transient receptor potential cation channel subfamily V
1 member 2 47 FP-PCM
Q80WO0
4 Transmembrane and coiled-coil domains protein 2 67 FP-PCM
Q99PI1 Transmembrane glycoprotein NMB 172 FP-PCM
Q922P8 Transmembrane protein 132A 60 FP-PCM
Q6P2B1 Transportin-3 660 FP-PCM
Q9JLT2 Trehalase 53 FP-PCM
Q8BMS
1 Trifunctional enzyme subunit alpha_ mitochondrial 55 FP-PCM
Q64514 Tripeptidyl-peptidase 2 80 FP-PCM
Q9JHI2 tRNA-specific adenosine deaminase 1 48 FP-PCM
P58771 Tropomyosin alpha-1 chain 207 FP-PCM
P21107 Tropomyosin alpha-3 chain 45 FP-PCM
P58774 Tropomyosin beta chain 207 FP-PCM
Q80TQ2 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase CYLD 46 FP-PCM
P62983 Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a 3798 FP-PCM
P62984 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 3798 FP-PCM
Q99104 Unconventional myosin-Va 75 FP-PCM
Q5DU1
4 Unconventional myosin-XVI 45 FP-PCM
P40336 Vacuolar protein sorting-associated protein 26A 116 FP-PCM
P50516 V-type proton ATPase catalytic subunit A 352 FP-PCM
P62814 V-type proton ATPase subunit B_ brain isoform 247 FP-PCM
P50518 V-type proton ATPase subunit E 1 167 FP-PCM
088342 WD repeat-containing protein 1 145 FP-PCM
Q9R0G7 Zinc finger E-box-binding homeobox 2 167 FP-PCM
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Q5DU3

7 Zinc finger FYVE domain-containing protein 26 50 FP-PCM
Q02525 Zinc finger protein 39 37 FP-PCM
Q7TSH3 Zinc finger protein 516 47 FP-PCM
Q80Y81 Zinc phosphodiesterase ELAC protein 2 46 FP-PCM
054931 A-kinase anchor protein 2 85 BLM
P45376 Aldose reductase 129 BLM
Q8VHG

2 Angiomotin 54 BLM
Q3Vv0J4 Ankyrin repeat domain-containing protein 53 76 BLM
P32261 Antithrombin-111 193 BLM
Q00623 Apolipoprotein A-I 231 BLM
P18293 Atrial natriuretic peptide receptor 1 54 BLM
P35564 Calnexin 46 BLM

CAMP-dependent protein kinase type Il-alpha
P12367 regulatory subunit 223 BLM
CAMP-dependent protein kinase type Il-beta regulatory

P31324 subunit 63 BLM
Q7TPZ8 Carboxypeptidase Al 40 BLM
Q63918 Caveolae-associated protein 2 210 BLM
B2RX88 Centrosome and spindle pole associated protein 1 143 BLM
Q61147 Ceruloplasmin 61 BLM
Q8BXK

9 Chloride intracellular channel protein 5 400 BLM
E9Q5M

6 Cilia and flagella-associated protein 44 70 BLM
B2RW3

8 Cilia- and flagella-associated protein 58 36 BLM
088487 Cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 2 89 BLM
Q45VK

7 Cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1 35 BLM
Q9R0OP5 Destrin 807 BLM
008749 Dihydrolipoyl dehydrogenase_ mitochondrial 69 BLM
Q9EQP2 EH domain-containing protein 4 51 BLM
Q9D379 Epoxide hydrolase 1 82 BLM
Q8R3S6 Exocyst complex component 1 46 BLM
Q6KAR

6 Exocyst complex component 3 90 BLM

FERM_ RhoGEF and pleckstrin domain-containing

F8VPU2 protein 1 49 BLM
Q8CIB5 Fermitin family homolog 2 73 BLM
P97447 Four and a half LIM domains protein 1 100 BLM
Q9CX53 Gem-associated protein 6 346 BLM
Q60934 Glutamate receptor ionotropic_ kainate 1 46 BLM
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P55937 Golgin subfamily A member 3

Q8C5Q4 G-rich sequence factor 1
P31315 GS homeobox 1
Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T)
P62874 subunit beta-1
Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T)
P62880 subunit beta-2
P29387 Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-4
P14602 Heat shock protein beta-1
Q80UW
0 Heparan-sulfate 6-O-sulfotransferase 2
035737 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H
Q80TJ7 Histone lysine demethylase PHF8
P09055 Integrin beta-1
055222 Integrin-linked protein Kinase
P13597 Intercellular adhesion molecule 1
Q61781 Keratin_ type | cytoskeletal 14
QIQWL
7 Keratin_ type | cytoskeletal 17
Q6IFX2 Keratin_ type | cytoskeletal 42
Q8BSS9 Liprin-alpha-2

Q9JI18 Low-density lipoprotein receptor-related protein 1B
Q9D1H

9 Microfibril-associated glycoprotein 4
Microtubule-associated serine/threonine-protein kinase
QI9R1L5 1
Microtubule-associated serine/threonine-protein kinase
Q3U214 3
P09541 Myosin light chain 4
008692 Neutrophilic granule protein
Q99MH
5 Nucleoside diphosphate kinase homolog 5
P28656 Nucleosome assembly protein 1-like 1
Q9ET54 Palladin
P98199 Phospholipid-transporting ATPase 1D
Q80VF6 Protein FAM181B
Q8BPI1 Protein kintoun
P35242 Pulmonary surfactant-associated protein A
Q9EQZ
6 Rap guanine nucleotide exchange factor 4
P35292 Ras-related protein Rab-17
P62835 Ras-related protein Rap-1A
Q99J16 Ras-related protein Rap-1b

42
49
73

158

170
158
2586

73
71
68
62
168
88
93

97
93
37
15

253

43

41
84
1924

56
93
29
94
136
45
187

46
97
386
386

BLM
BLM
BLM

BLM

BLM
BLM
BLM

BLM
BLM
BLM
BLM
BLM
BLM
BLM

BLM
BLM
BLM
BLM

BLM

BLM

BLM
BLM
BLM

BLM
BLM
BLM
BLM
BLM
BLM
BLM

BLM
BLM
BLM
BLM
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Q8BHL
4
Q9JJ80
Q7TSY8
P52019
Q8CG47
P80314
Q8BW4
9
Q80XJ3
P52196
P07309
Q9JHJO
Q6A4J8
Q06318
Q9ID1K
2
Q8BND
3
Q8K088
Q3U133

Retinoic acid-induced protein 3
Ribosome production factor 2 homolog
Shugoshin 2
Squalene monooxygenase
Structural maintenance of chromosomes protein 4
T-complex protein 1 subunit beta

Tetratricopeptide repeat protein 12
Tetratricopeptide repeat protein 28
Thiosulfate sulfurtransferase
Transthyretin
Tropomodulin-3
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 7
Uteroglobin

V-type proton ATPase subunit F

WD repeat-containing protein 35
Zinc finger and BTB domain-containing protein 6
Zinc finger protein 746

277
121
111
74
62
102

37
26
115
263
175
62
1020

155

52
110
134

BLM
BLM
BLM
BLM
BLM
BLM

BLM
BLM
BLM
BLM
BLM
BLM
BLM

BLM

BLM
BLM
BLM

& |dentification is based on proteins ID from UniProt protein database, reviewed only
(http://www.uniprot.org).

b Proteins with expression significantly altered are organized according to the ratio.
* Indicates unique proteins in alphabetical order

152



