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RESUMO 

Saad, J. S. A relação entre o adaptador imunológico MYD88 e a glicosilação de 
proteínas.2020. 45. f. Trabalho de Conclusão de Curso de Farmácia-Bioquímica – 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas – Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020. 
 

O MYD88 é um adaptador canônico envolvido em vias de sinalização inflamatória como 

a sinalização de receptores do tipo Toll-like em mamíferos e a sinalização de IL-1R, 

assim ativando NF-κB e produzindo citocinas pró-inflamatórias. Estudos mostram que a 

deficiência desse adaptador gera falhas na resposta imune do organismo diminuindo a 

produção de sinais químicos e biológicos impedindo uma resposta inflamatória que gera 

suscetibilidade a diversas doenças. Outro fator também envolvido em falhas na 

resposta da imunidade inata e adaptativa é a glicosilação de proteínas. Além de 

proteger as proteínas contra ações proteolíticas e modularem importantes eventos 

biológicos, quase todas as moléculas-chave envolvidas (receptores, imunoglobulinas, 

citocinas, lectinas, etc.) são glicosiladas, e suas glicoformas específicas estão 

envolvidas em eventos de reconhecimento e se encontram alteradas em diversas 

enfermidades. Uma vez que, tanto a ausência do adaptador MYD88 quanto a 

glicosilação de proteínas estão envolvidos no desenvolvimento de diversas doenças, 

este estudo tem como objetivo verificar a influência do MYD88 na expressão de 

proteínas e glicoproteínas, comparando três órgãos: baço, cérebro e timo de 

camundongos selvagens e MYD88 knockout. Para tanto, foram utilizadas técnicas de 

proteômica e glicoproteômica que possuem como ferramenta central a espectrometria 

de massas. Como resultado foram identificadas um total de 4270 proteínas e 653 

glicoproteínas únicas. Diferenças expressivas entre o grupo selvagem e deficiente em 

MYD88 não foram encontradas ao nível proteico. No entanto ao analisar as 

modificações pós-tradicionais, diferenças foram encontradas, mostrando que a 

ausência do adaptador pode interferir na forma como essas proteínas são glicosiladas. 

 

Palavras-chave: MYD88, Glicoproteômica, Glicosilação, Ácido Siálico, Fucose, Sistema 

Imune, Espectrometria de Massas. 



 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

Saad, J. S. The relationship between the immune adapter MYD88 and proteins 
glycosylation.2020. 45. f. Trabalho de Conclusão de Curso de Farmácia-Bioquímica – 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas – Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020. 
 

MYD88 is a canonical adapter involved in inflammatory signaling pathways such as 

signaling of Toll-like receptors in mammals and the signaling of IL-1R, activating NF-κB 

and producing pro-inflammatory cytokines. Studies show that the deficiency of this 

adapter causes failures in immune response, decreasing the production of chemical and 

biological signals, preventing an inflammatory response generating susceptibility to 

several diseases. Another factor also involved with failures in the response of innate and 

adaptive immunity is the glycosylation of proteins. In addition to protecting proteins 

against proteolytic actions and modulating important biological events, almost all of the 

key molecules involved (receptors, immunoglobulins, cytokines, lectins, etc.) are 

glycosylated and their specific glycoforms are involved in recognition events and are 

altered in several diseases. Since both the absence of the MYD88 adapter and protein 

glycosylation are involved in the development of several diseases, this study aims to 

verify the influence of MYD88 on the expression of proteins and glycoproteins, 

comparing 3 organs: spleen, brain and thymus of mice wild type and MYD88 knockout . 

For this purpose, proteomics and glycoproteomics techniques were used, which have 

mass spectrometry as the central tool. As a result, a total of 4270 unique proteins and 

653 unique glycoproteins were identified. Expressive differences between the wild type 

and MYD88-deficient group were not found at the protein level, however when analyzing 

post-translational modifications, differences were found showing that the absence of the 

adapter may interfere with the way these proteins are glycosylated. 

 

 

KEYWORDS: MYD88, Glycoproteomics, Glycosylation, Sialic Acid, Fucose, Immune 

System, Mass Spectrometry 
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1. INTRODUÇÃO 

A proteína MYD88, fator de diferenciação mielóide88, é um adaptador canônico 

envolvido em vias de sinalização inflamatória (DEGUINE; BARTON, 2014). Foi descrito 

pela primeira vez em 1990 como um gene regulado positivamente durante a 

diferenciação mielóide induzido pela interleucina 6 (IL-6) (LORD et al., 1990). Está 

envolvido na sinalização do receptor de interleucina 1 (IL-1R) e receptores do tipo Toll-

like (TLR) de mamíferos (MUZIO et al., 1997; MEDZHITOV et al., 1998). A proteína 

MYD88 está dividida em três domínios principais: o domínio C-terminal TIR (Toll IL-1R) 

que medeia a interação com outras proteases contendo o domínio TIR (receptores ou 

adaptadores), o domínio de morte N-terminal (DD) associado aos membros da família 

IRAK (MUZIO et al., 1997; BURNS et al., 1998; MEDZHITOV et al., 1998) e um domínio 

intermediário (INT) que liga TIR a DD e está envolvido na ativação de IRAK4. A 

ativação de IRAKs (família de quinases) leva a ativação do fator nuclear kappa B (NF-

κB), proteínas quinases ativadas por mitógenos e proteína ativadora 1 (DEGUINE; 

BARTON, 2014). 

Essa sinalização é iniciada por uma alteração conformacional induzida por 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) no domínio citoplasmático dos 

TLRs, que conduz ao recrutamento de MYD88 para o domínio TIR dos TLRs e uma 

interação TIR-TIR é estabelecida (LEULIER et al., 2000). Na sequência o MYD88 

interage com a quinase-4 associada ao receptor IL-1 de serina / treonina (IRAK-4) 

através dos respectivos domínios de morte (MUZIO et al., 1997; MEDZHITOV et al., 

1998; SUZUKI et al., 2002; BURNS et al., 2003). Uma vez que o IRAK4 se liga ao 

MYD88, ele recruta e fosforila o IRAK-1, que ativa a sua função quinase. A IRAK1 se 

autofosforila, recrutando o fator 6 associado ao receptor do fator de necrose tumoral 

(TRAF6) para o complexo MYD88 / IRAK4 / IRAK1. Em seguida, IRAK1 e TRAF6 

dissociam-se do complexo receptor e interagem com moléculas adicionais resultando 

em quinase c-Jun N-terminal (JNK) e inibição da IkB quinase (IκB). Estas proteínas 

então induzem a ativação da proteína ativadora-1 (AP-1) e NF-κB, levando à transcrição 
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de genes que codificam citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas como TNF-α, IL-6, IL-

8 e IL-1β (CHEN; GOEDDEL, 2002; HAYDEN; GHOSH, 2004; TAKEDA; AKIRA, 2005). 

Alguns TLRs são ativados somente através da molécula adaptadora MYD88 

enquanto para outras é necessário, além do MYD88, o adaptador TIRAP para iniciar a 

sinalização (DU et al., 2000; CHUANG; ULEVITCH, 2001). Neste caso TLRs e TIRAP 

atuam como moléculas necessárias para o recrutamento de MYD88 que ativará as 

TLRs para ativação do sinal de transdução, ativar NF-κB e produzir citocinas pró-

inflamatórias (POLTORAK et al., 1998). Durante a ativação de TLR7-8 e TLR9, MYD88 

ainda recruta TRAF3 para ativação de TBK1 e IKKε, que fosforila o fator 7 regulatório 

de interferon (IRF7) liderando a produção de interferon do tipo 1 (IFN) que está 

relacionado com a resposta antiviral (HOSHINO et al., 1999; QURESHI et al., 1999; 

JIANG et al., 2000). A representação dessas vias de ativação pode ser vista na Figura 

1 (WANG et al., 2014). 

 

Figura 1- Representação das vias dependentes e independentes de MYD88. 

  

Fonte: WANG, J.Q. et al. Toll-Like Receptors and Cancer: MYD88 Mutation and Inflammation. Front 
Immunol, v. 5, p. 367, 2014 
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1.1 A Importância do adaptador MYD88 

Camundongos deficientes em MYD88 têm sido amplamente utilizados como 

modelo para a deficiência de TLR e são suscetíveis a uma grande variedade de 

patógenos parasitas ou bactérias (SCHNARE et al., 2001; SIVICK et al., 2014). 

Um estudo que relaciona o MYD88 e doenças parasitárias investigou a 

contribuição das respostas imune e inata maternas e fetal no combate à malária 

placentária através da expressão da proteína adaptadora MYD88. Observou-se que 

alterações prejudiciais na placenta estavam relacionadas a expressão de MYD88. 

Camundongos deficientes em MYD88 produziam interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose 

tumoral (TNF-α) em quantidades menores quando comparados a camundongos 

selvagens ressaltando a importância da via de sinalização MYD88 (BARBOZA et al., 

2014, 2019). 

Outro estudo mostrou que na ausência de MYD88, camundongos não 

conseguem sinalizar através de membros da família IL-1R. Mutações inativadoras do 

MYD88 também foram identificadas em humanos com infecções recorrentes por 

bactérias piogênicas (PICARD et al., 2011). Essas mutações estão associadas à 

redução da ativação de IRAK4, levando a respostas deficientes através de TLRs e 

membros da família IL-1. A deleção do MYD88 resulta em uma sinalização incorreta 

com a produção de citocinas abaixo do esperado para a maioria dos receptores TLRs 

(KHAN et al., 2004). 

O estudo realizado por Oshiumi et al. (2003) mostrou que camundongos 

deficientes em MYD88 respondiam de forma deficiente a lipopolissacarídeo (LPS), um 

antígeno que se liga a TLR4 (Adachi et al., 1998; Kawai et al., 1999). A produção de 

citocinas pró-inflamatórias induzida por LPS e IL-1 por macrófagos e fibroblastos destes 

camundongos foi drasticamente diminuída (OSHIUMI et al.,2003). Além disso, células 

deficientes em MYD88 não respondiam à peptideoglicanos, flagelina, ssRNA ou 

proteína semelhante a toxoplasma profilina, indicando que a sinalização de TLR2, 

TLR5, TLR7-8 e TLR9 ocorria exclusivamente através de MYD88 (ADACHI et al., 1998; 

TAKEDA et al., 2003; BEUTLER et al., 2005; YAROVINSKY et al., 2005). No entanto 

também evidenciou que embora esta resposta silenciosa tenha protegido os 
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camundongos deficientes em MYD88 do choque endógeno, as células deficientes em 

MYD88 mantiveram alguma sinalização residual quando estimuladas com LPS, 

sugerindo mecanismos de sinalização independentes de MYD88 através de TLR4 

(TAKEUCHI et al., 2000; SCANGA et al., 2002). Outros trabalhos também descrevem 

alguns sinais independentes de MYD88 que podem mediar respostas imunes inatas e 

adaptativas a patógenos e especialmente a vírus (KHAN et al., 2004). Um exemplo é a 

maturação de células dendríticas que não é afetada em células knockout (KAISHO et 

al., 2001; HOSHINO et al., 2002) e o estimulo de TLR4 e TLR3 resultando na ativação 

de IRF3, mesmo na ausência de MYD88, produzindo IFN-β e ativação de NF-kB. Essas 

vias devem compensar a deficiência do adaptador (KHAN et al., 2004). 

 

1.2 A importância da glicosilação em proteínas 

A modificação de proteínas através da glicosilação é um evento que vai além do 

genoma, é pós-traducional, e é controlado por muitos fatores que diferem em tipos de 

células e espécies. Alguns estudos indicam que a glicosilação de proteínas não só 

protege proteínas contra ações proteolíticas de degradação e desnaturação, mas 

também interagem diretamente com várias proteínas específicas de carboidratos 

iniciando ou modulando importantes eventos biológicos. Além disso, interações 

intramoleculares entre o esqueleto de glicanos e peptídeos afeta a conformação e 

flexibilidade de ambos modulando a bioatividade de uma proteína glicosilada (SPIRO, 

2002). 

A maioria dos glicanos podem ser classificadas em dois tipos com base em sua 

ligação a estruturas polipeptídicas: glicosilação ligada a N e glicosilação ligada a O. N-

acetilglucosamina (GlcNac) ligada a cadeias laterais de asparagina (Asn) de 

polipeptídeos formam glicanos ligados a N; enquanto a glicosilação O é iniciada pela 

adição de N-acetilgalactosamina (GalNac) ligado à O nas cadeias laterais de serina 

(Ser) ou treonina (Thr), catalisada por uma família de enzimas polipeptídicas N-

acetilgalactosaminiltransferases (ppGalNacT) (GERKEN et al., 2011). O local de 

consenso para a glicosilação ligada a N é composta por 3 resíduos de aminoácidos 

Asn-X- (Ser/Thr), onde X pode ser qualquer aminoácido, exceto prolina. Todos os 
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glicanos ligados a N compartilham um núcleo comum que é composto por 

Man3GlcNAc2Asn (STEENTOFT et al., 2013). 

A glicosilação desempenha um papel no “controle de qualidade” de proteínas 

sintetizadas. Oligomanosídicos triglicosilado N-glicanos, ligados a proteínas nascentes 

no retículo endoplasmático (ER), sofrem corte de dois resíduos de glicose e a 

glicoproteína derivada se liga à chaperoninas do tipo lectina, calnexina e calreticulina, 

promovendo o dobramento correto de proteínas. Em seguida essas proteínas seguem 

para o compartimento de Golgi. Proteínas mal dobradas são reglicosiladas e retornam 

ao ciclo calnexina-calreticulina ou sofrem cortes pela ER-manosidade I e eliminadas por 

degradação no ER (AEBI et al., 2010; ROTH et al., 2010). A Figura 2 mostra uma parte 

da via de glicosilação aqui citada. Entre as proteínas relacionadas à síntese de glicanos, 

mais ou menos 200 são identificadas como glicosiltransferases, enzimas que catalisam 

a adição de glicanos a polipeptídeos usando açúcares ligados a nucleotídeos ou lipídios 

como substratos de doadores ativados (GUO; ABBOTT, 2015). 

Além desses processos que envolvem rotas metabólicas, a glicosilação de 

proteínas tem um grande impacto no sistema imunológico. Quase todas as moléculas-

chave envolvidas com a imunidade inata e adaptativa (receptores, imunoglobulinas, 

citocinas, lectinas, etc.) são glicosiladas e algumas glicoformas específicas estão 

envolvidas em eventos de reconhecimento (SPIRO, 2002). Relacionado diretamente 

com MYD88 o estudo realizado por Sato et al. (2017) mostrou que as moléculas OSTC 

(Complexo Oligossacariltransferase) e Stt3a (subunidade catalítica do Complexo 

Oligossacariltransferase), importantes componentes da via glicolítica (SHRIMAL; 

CHEREPANOVA; GILMORE, 2015), são importantes para a expressão de TLR5 e 

TLR7-9 na superfície celular. O silenciamento dessas moléculas faz com que alguns 

TLR acabem sendo retidos e degradados no retículo endoplasmático impedindo a sua 

maturação (SATO et al., 2017). 
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Figura 2 - Biossíntese de proteínas N-glicosiladas em camundongo de acordo com o KEGG 

pathway. 

 

 

Fonte: Adaptado de Kawahara et al. Protein glycosylation in Trypanosoma cruzi and mass spectrometry-
based strategies for glycan and glycoprotein characterization. In: Protozoan Parasitism: From Omics to 

Prevention and Control. [s.l: s.n.]. GlcNac: N-acetilglucosamina, Man: Manose, ER: retículo 

endoplasmático. 

 

1.3 Relação entre glicosilação de proteínas e doenças 

A glicosilação de proteínas depende de muitos fatores, estando alterada em 

várias doenças. Alguns exemplos de alterações podem sem ser observadas na artrite 

reumatoide (deficiência de galactosilação de IgG), fibrose cística (subsialilação e 

superfucosilação de glicoconjungados da membrana plasmática), Síndrome de Wiskott-

Aldrich. AIDS (expressão de 2 núcleos de O-glicanos em linfócitos T) e outros 

distúrbios. As alterações mais típicas incluem ramificação aumentada de N-glicanos do 

tipo complexos, expressão de O-glicanos truncados (Thomsen-Friedenreich), 
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superexpressão de estruturas de Lewis sialiladas (ligantes de selectina), expressão 

diferencialmente alteradas das estruturas relacionadas ao grupo sanguíneo ABH, e 

alterações na sialilação (LISOWSKA, 2008). 

Desordens congenitais que afetam sistemas neurológicos e deficiências no 

desenvolvimento também estão bem definidas em nível molecular (FREEZE; 

WESTPHAL, 2001; SCHACHTER, 2001). Seis variantes descrevem diferentes estágios 

da montagem do oligossacarídeo dolicholfosfato como responsável pela deficiência, 

pois esse lipídio ligado a oligossacarídeos é o glicosil doador na formação de GlcNac-β-

Asn. Este grupo representa desordens do tipo N-glicosilação. 

Becker e Lowe (1999) discutiram a Deficiência de Adesão de Leucócitos II que é 

uma doença rara caracterizada por infecções recorrentes e severo retardamento 

mental. A esse distúrbio foi atribuído a falta da formação de GDP-fuc devido a 

deficiência da atividade de GDP-mannose-4,6-dehidratase (BECKER; LOWE, 1999). A 

doença hemoglobinúria paraxismal noturna é uma desordem caracterizada pela 

abundância de complemento mediado por hemólise intravesicular na qual há um defeito 

na biossíntese nas âncoras de GPI de granulócitos e Linfócitos B (TOMITA, 1999). 

Sabe-se que o gene que está mutado nessas condições é o PIG-A que está envolvido 

na adição de GlcNac ao resíduo de fosfatidillinositol (TAKEDA et al., 1993). 

Por fim, há um grupo de doenças chamados de transtornos congênitos de 

glicosilação (CDG) que ocorrem devido a mutações em genes que codificam alguns 

componentes-chave da maquinaria da glicosilação causando glicosilação defeituosa e 

mais frequentemente resultando em sintomas clínicos graves (malformação, retardo 

psicomotor, disfunção de alguns órgãos e outros). Estas doenças mostram a 

importância da glicosilação de proteínas para o desenvolvimento e funções do 

organismo (LISOWSKA, 2008). 
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2. OBJETIVOS 

 

Verificar a influência da proteína adaptadora MYD88 na expressão de proteínas 

e modificações pós-traducionais (glicoproteínas), comparando camundongos selvagem 

e MYD88-/-. 

 

Os objetivos específicos são: 

 

1. Analisar por espectrometria de massa e bioinformática as proteínas extraídas de 

3 órgãos: baço, cérebro e timo; 

2. Determinar a expressão de diferentes proteínas entre as diferentes condições; 

3. Analisar diferenças na modificação pós-traducional glicosilação. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Animais 

Um número total de 6 camundongos C57BL/6, 3 selvagens e 3 deficientes para 

MYD88 (MYD88-/-) foram criados e mantidos em alojamento convencional e 

alimentados com dieta regular. Todos os procedimentos estão de acordo com o 

regulamento nacional de bem-estar e experimentação animal, autorizados pela 

Comissão Brasileira de Experimentação Animal (COBEA) e aprovados pela Comissão 

de ética do Instituto de Ciências Biomédicas – USP (Protocolo registrado sob nº 

58/2012 para o uso de animais para experimentação). Para o experimento foram 

utilizados machos adultos, entre 8-10 semanas de idade. Os animais foram sacrificados 

por dose excessiva de anestésico (quetamina 150mg/Kg e Xilazina 15mg/Kg) via 

intraperitoneal. 

 

3.2 Perfusão e coleta de órgãos 

A perfusão dos camundongos foi realizada utilizando PBS (Phosphate Saline 

Buffer) com inibidor de protease (#89900, Thermo Fisher) na proporção 2 

pastilhas/100mL. Os órgãos, baço, cérebro e timo foram coletados e previamente 

congelados em freezer a -80°C. Após armazenamento de algumas semanas os órgãos 

foram lavados com solução contendo inibidores de protease e fosfatase (1mM ortoNa, 

1mM NaF, 2mM Imidazol, 4mM Tartarato de sódio) em solução de PBS. As proteínas 

foram extraídas com solução de extração (inibidores de protease, fosfatase e ureia 8M) 

e por agitação mecânica em tubos CK14 (BioAmerica) contendo microesferas de aço no 

equipamento Precellys (BioAmerica) em 2 ciclos de 20 segundos). Após a extração as 

amostras foram centrifugadas 10000gx10min e o sobrenadante retirado. 
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3.3 Extração e digestão de proteínas para análise por espectrometria de 

massas 

O pellet coletado de cada órgão foi ressuspendido em 100 μL Ureia 8M contendo 

cocktail de inibidores de protease (1x) e DNAse, seguido de 5 ciclos congelamento e 

descongelamento para total lise das células. Uma alíquota de 1 μL de cada amostra foi 

retirada para quantificação pelo método Qubit. Em seguida foi adicionado Ambic para 

concentração final de 50mM, reduzidas com DTT 10 mM (DL-Dithiothreitol – SIGMA), 

alquiladas com iodo-acetamida 40 mM (GE-Healthcare) e digeridas com tripsina na 

proporção 1:50 (μg tripsina/μg proteínas) em 50 mM de solução bicarbonato de amônio 

por 16h a 37ºC. A reação foi interrompida com ácido fórmico 1% (pH menor que 2) e 

dessalinizadas com colunas C18 (StageTips). 

 

3.4 Enriquecimento de glicopeptídeos 

Após secagem das amostras, uma parte foi enriquecida por cromatografia liquida 

por interação hidrofílica (HILIC). Em uma ponteira de 200 μL resina C8 e resina polyLC- 

HILIC foram adicionadas. A coluna foi ativada e equilibrada com 100 μL 

80%ACN/1%TFA e as amostras carregadas e lavadas com 50 μL TFA (0,1%) + 50 μL 

Ambic 20 mM + 50 μL ACN (50%) (KAWAHARA et al., 2016). 

 

3.5 Análise por espectrometria de massas (MS/MS) 

Os peptídeos foram analisados por nano-LC-MS/MS em coluna Reprosil-Pur 

C18- AQ (3μ; Dr. Maisch GmbH, Alemanha) utilizando Easy-LC nano-HPLC (Proxeon, 

Odense, Dinamarca) conectados através de uma fonte de íons nanospray (Thermo 

Scientific) ao espectrômetro de massa Q Exactive™ HF hybrid quadrupole-Orbitrap 

(Thermo Scientific). O gradiente de HPLC utilizado foi de 0-34% em solvente B (A = 

0.1% de ácido fórmico; B = 90% acetonitrila, 0.1% de ácido fórmico), por 70 min em um 

fluxo de 250 nL/min. A aquisição dependente de dados será feita em modo positivo. O 

escaneamento de 400-1600 m/z foi registrado no orbitrap numa resolução de 120.000, 

AGC alvo de 3x106 e tempo máximo de injeção de 100 ms. Os espectros MS/MS dos 
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15 peptídeos mais abundantes foram obtidos através de dissociação HCD (high energy 

C-trap dissociation) com aquisição no orbitrap a uma resolução de 30.000. Os 

parâmetros para a aquisição de HCD foram: janela de isolamento: 1.2 Da; energia de 

fragmentação: 20/60 (stepped collision energy); Alvo AGC: 3x106; exclusão dinâmica: 

30 s; limiar de intensidade: 3.3 x 106 e tempo máximo de injeção de 150 ms. 

 

3.6 Busca em banco de dados e análise bioinformática 

Os arquivos obtidos foram analisados usando dois softwares MaxQuant 

(http://www.biochem.mpg.de/5111795/maxquant) e Byonic e pesquisados no banco de 

dados Uniprot (http://www.uniprot.org/) utilizando o banco de dados Mus musculus. 

MaxQuant: carbamidometilação foi considerada uma modificação fixa enquanto a 

oxidação de metionina, deamidação de asparagina e acetilação no n-terminal foram 

consideradas modificações dinâmicas. Os seguintes parâmetros foram utilizados: 

Clivagem com tripsina e peptídeos com até duas falhas de clivagem; massa do íon 

precursor: tolerância de 10 ppm; e taxa de detecção falsa (FDR) menor que 0,01 no 

nível de proteína e peptídeos. Análise quantitativa livre de marcadores foi realizada. A 

quantificação relativa das proteínas foi calculada utilizando a intensidade do XIC 

(extracted ion chromatogram) dos peptídeos de cada proteína de acordo com o 

algoritmo label free quantification (MaxLFQ) (COX et al., 2014). 

Byonic: Os glicopeptídeos intactos fragmentados por HCD stepped collision, para 

cada amostra foram comparados com um banco de dados usando o Byonic software 

v2.6.46 (Protein Metrics, https://www.proteinmetrics.com/). A busca foi realizada com as 

seguintes modificações fixas: massa do íon precursor: tolerância de 10ppm; tolerância 

da massa do íon de 0,02Da, carbamidometilação de Cys, clivagem por tripsina com no 

máximo dois valores faltantes por peptídeo e as seguintes modificações variáveis: 

oxidação da Met (+15.994 Da), e N-glicosilação localizada em Asn com um banco de 

dados pré-definidos de 309 glicanos de mamíferos. Todas as buscas foram filtradas 

com taxa de falsos positivos (FDR) <0,01 no nível de proteínas e peptídeos usando um 

banco de dados (decoy database) de sequências reversas. Como critério, somente 

glicopeptídeos identificados com alto score ID, serão considerados (PEP 2D < 0.001). 
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Scores PEP 2D menores que 0.001 significam que há menos de 0,1% de chance de ter 

uma anotação errônea do peptídeo (mas não uma anotação correta do sítio e a 

composição do glicano). 

O conjunto de dados foi então analisado com o software Perseus 1.5.3.2. 

Utilizando essa plataforma, a análise de componentes principais (PCA) foi realizada 

como método de redução de dimensões, permitindo o estudo do comportamento das 

amostras de acordo com as proteínas quantificadas. As proteínas e glicopeptídeos 

regulados foram selecionadas de acordo com Student’s T-test (FDR<0,05) e uma rede 

de interações proteína-proteína foi feita na página String: https://string-db.org/. 
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Figura 3 - Fluxograma de trabalho para análise do Proteoma e Glicoproteoma Intacto N-ligado.  
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4. RESULTADOS 

4.1 Análise proteômica comparativa dos órgãos baço, cérebro e timo em 

camundongos deficientes para MYD88 e selvagens. 

Os órgãos, baço, cérebro e timo foram isolados de 6 camundongos machos no 

total, 3 MYD88-/- e 3 selvagens. As proteínas desses órgãos foram então extraídas em 

PBS com inibidores de protease e analisadas por meio da abordagem proteômica 

“bottom-up ou shotgun” quantitativa, baseada em espectrometria de massa (LC-

MS/MS), nas quais as proteínas são submetidas a digestão enzimática, neste caso a 

tripsina. Em seguida um cruzamento entre o banco de dados de Mus musculus retirado 

da página Uniprot e as sequências peptídicas identificadas por LC-MS/MS foi feita 

através do programa MaxQuant. Após identificação das proteínas uma análise 

estatística foi realizada como descrito na parte de materiais e métodos (Figura 3). 

 Escolheu-se estes órgãos, pois tanto baço como timo são órgãos que estão 

envolvidos diretamente com o sistema imune. No timo linfócitos T são diferenciados e 

são responsáveis por coordenar o sistema imunológico inato e adaptativo. Essas 

células podem ser do tipo efetoras ou auxiliares. O baço além de ser responsável pela 

remoção de células sanguíneas possui funções específicas de defesa como o 

armazenamento de macrófagos e plaquetas (IQWiG, 2010). O cérebro foi escolhido 

devido a interesses do laboratório em outros estudos. 

 Esta análise comparou o proteoma dos órgãos MYD88-/- (KO, do inglês knockout) 

e selvagem (WT, do inglês wild type). Para o baço foram identificadas um total de 2753 

proteínas únicas, sendo 2451 para KO e 2597 para WT. Para o cérebro foram 

identificadas um total de 3110 proteínas, sendo 2488 para KO e 2964 para WT. Para o 

timo foram identificadas um total de 2885 proteínas, sendo 2372 para KO e 2729 para 

WT (Figura 4A). 

O algoritmo label free quantitfication (LFQ) foi utilizado para extrair a intensidade 

de cada peptídeo identificado e inferir a abundância relativa das proteínas nas três 

espécies. Estes valores de intensidade foram utilizados para comparar a abundância 

das proteínas nos dois grupos apresentados.  Para o teste estatístico, selecionamos as 
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proteínas identificadas e quantificadas em no mínimo duas réplicas biológicas em pelo 

menos um dos grupos. Esse filtro foi incluído para selecionar proteínas reguladas 

através da análise estatística Student’s T-test (FDR<0,05) de forma reprodutível. 

A análise realizada do perfil de proteínas totais nos grupos KO e WT nos 3 

órgãos revelou que embora o número de proteínas compartilhadas seja elevado 83%, 

75% e 77% para baço, cérebro e timo respectivamente (Figura 4B, 4C e 4D), não 

foram identificadas proteínas reguladas entre os grupos como mostra a análise 

estatística (Figura 5D, 5E e 5F). É possível notar que os dois grupos estão bem 

dispersos como mostra a análise de componentes principais, PCA (Figura 5A, 5B e 

5C), o que pode ter influenciado o resultado estatístico. No entanto proteínas únicas, 

definidas como presentes em somente uma condição, foram identificadas em cada 

órgão constituindo para o baço 6,7% KO e 10% WT, para o cérebro 4,7% KO e 20% 

WT e timo 5,4% KO e 17,7% WT. Para obter uma maior compreensão sobre a diferença 

entre as duas condições e as proteínas que as diferenciam uma análise mais profunda 

será feita posteriormente. 

Figura 4: Quantidade de proteínas identificadas nos órgãos, baço, cérebro e timo nos dois grupos 
de estudos MYD88-/- (KO) e selvagem (WT). 

 

A) Número de peptídeos únicos e a média de proteínas seguido do desvio padrão das três réplicas biológicas. B) 

Diagrama de Venn mostrando a relação de proteínas entre ter os grupos KO e WT para cada órgão, baço (B), cérebro 

(C) e timo (D).  
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Figura 5: Comparação do perfil proteômico dos grupos MYD88-/- (KO) e selvagem (WT). 

 

PCA realizado com proteínas totais, antes da aplicação de teste estatístico. A) baço, B) cérebro e C) timo. Os 

quadrados identificam o grupo WT e as estrelas o grupo KO. Comparação dois a dois de proteínas reguladas 

utilizando Student’s T-test (FDR<0,05), após imputation entre os grupos: D) baço E) cérebro e F) timo. 

 

É importante ressaltar que a proteína adaptadora MYD88 foi identificada em uma 

réplica biológica do baço e uma do timo ambas no grupo selvagem. A maior abundância 

foi encontrada no baço. Esse resultado pode ter sido obtido devido a sua baixa 

abundância no lisado celular total. A não identificação de proteínas reguladas no nível 

de expressão pode indicar um controle pós-traducional de suas funções. Uma 

observação importante é que nesse estudo todas as análises foram feitas em condições 

fisiológicas sem nenhum desafio biótico ou abiótico. 
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4.2 Análise glicoproteômica comparativa dos órgãos baço, cérebro e timo 

em camundongos Knockout para MYD88 e selvagens 

 A segunda análise comparou o glicoproteoma e os glicanos dos órgãos entre os 

camundongos MYD88-/- (KO) e selvagem (WT). Após digestão das proteínas por 

tripsina, uma alíquota foi retirada para enriquecimento de peptídeos glicosilados e 

posterior análise por espectrometria de massas. Em seguida um cruzamento entre o 

banco de dados de Mus musculus retirado da página Uniprot e as sequências 

glicopeptídicas identificadas por LC-MS/MS foi feita através do programa Byonic. Este 

programa permite a identificação da sequência peptídica do glicopeptídeo e seu 

provável sítio de glicosilação, mas não a composição exata do glicano. Após 

identificação dos glicopeptídeos uma análise estatística foi realizada. 

No total foram identificados 3730 glicopeptídeos únicos e 751 glicoproteínas 

(Figura 6). A tabela 6A mostra a quantidade de glicopeptídeos identificados (esquerda) 

seguido pela média e desvio padrão de glicoproteínas (direita) de cada um dos grupos. 

Consideramos aqui a sequência peptídica dos glicopeptídeos somados aos glicanos a 

fim de eliminar duplicidades causadas por glicopeptídeos idênticos com diferentes 

glicoformas. Os diagramas de Venn mostram as quantidades de glicopeptídeos (Figura 

6B, 6C, 6D) e glicoproteínas (Figura 6E, 6F, 6G) compartilhadas e exclusivas para 

cada grupo em cada órgão. 

Para o baço foram identificados um total de 1200 glicopeptídeos, sendo 682 para 

KO e 1014 para WT. Para o cérebro foram identificados um total de 2958 

glicopeptídeos, sendo 1735 para KO e 1223 para WT. Para o timo foram identificados 

um total de 1132 glicopeptídeos, sendo 691 para KO e 942 para WT (Figura 6A). Cerca 

de 49%, 43% e 57% das glicoproteínas foram encontradas compartilhadas entre KO e 

WT para baço, cérebro e timo respectivamente (Figura 6E, 6F e 6G). 
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Figura 6: Quantidade de glicoproteínas identificadas nos órgãos, baço, cérebro e timo nos 
dois grupos de estudos MYD88-/- (KO) e selvagem (WT). 

 

A) Número de glicopeptídeos únicos seguido pela média e desvio padrão e glicoproteínas. Diagrama de Venn 

mostrando a relação de glicopeptídeos (esquerda) e glicoproteínas (direita) entre os grupos KO e WT para os órgãos 

baços (B, E), cérebro (C, F) e timo (D, G). 

 

Chama a atenção o grande desvio na quantidade de glicopeptídeos únicos entre 

as réplicas de cada órgão, algumas delas chegando a ser maior que a própria média. A 

hipótese é a de que houve alguma falha no processamento e enriquecimento das 

glicoproteínas ou perdas durante a corrida no espectrômetro de massas. 

É importante destacar também o número de glicoproteínas exclusivas em cada 

órgão para cada um dos grupos. Da mesma forma que as proteínas exclusivas serão 

estudadas posteriormente, também serão estudadas as glicoproteínas a fim de 

entender melhor quais famílias de glicoproteínas estão envolvidas da diferenciação dos 

dois grupos de estudo. 

 Associado ao MYD88 encontramos receptores Toll-like para o baço (TLR2, 

TLR7, TLR9 e TLR13) e para timo (TLR9), mas não para o cérebro. O estudo intitulado 

Exigência de maquinaria de glicosilação nas respostas TLR reveladas pela triagem 

CRISPR / Cas9, descreve a aplicação do sistema de triagem CRISP / Cas9 usando 

linhagens celulares que expressam o repórter NF-kB GFP. O complexo oligossacarídeo 

transferase (OSTC) mediando a glicosilação co-traducional e Stt3a foram necessários 

para as respostas de TLR5, 7 e 9. Mais importante, a exclusão desses dois genes 
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influenciou a expressão de TLRs. A maturação dos TLRs requer a expressão e 

atividade da chaperona e proteína HSP90 associadas ao TLR4 A (PRAT4A) (CNPY3) 

(Sato et al., 2017). 

 Analisou-se também quais as classes de glicanos predominante em cada grupo 

e órgão. Essa análise foi necessária para desvendar características estruturais dos 

glicanos que mudavam no grupo MyD88-/-. A Figura 7, mostra os valores absolutos e 

em porcentagem de cada glicano nos órgãos para cada grupo, sendo a representação 

a soma das 3 réplicas. É possível notar nos 3 órgãos um aumento porcentual da 

quantidade de glicanos contendo fucose, ácido N-acetilneuramínico (um ácido siálico) e 

ácido N-glicolil-neuroamínico do grupo MyD88-/- em relação ao grupo selvagem. O 

cérebro foi o órgão que mais apresentou um aumento de glicanos do tipo ácido siálico 

variando de 6% a 31%. Uma parte das glicoproteínas encontradas sialidadas possuem 

como função biológica o envolvimento na adesão celular, como integrinas e células 

neurais de adesão. A exceção a este aumento do grupo selvagem ao grupo MyD88-/- 

são as glicoproteínas que possuem glicosilação do tipo high mannose que apresentam 

comportamento inverso ou praticamente mesma abundância como no caso do timo. 

Uma análise multivariada do perfil de glicopeptídeos totais entre os grupos revela 

que o grupo MYD88-/- e o grupo selvagem não estão bem definidos entre si como 

mostra o PCA com destaque para o Timo impactando na análise estatística feita 

posteriormente (Figura 8A, 8C e 8E). Para o teste estatístico, Student’s T-test, 

selecionamos os glicopeptídeos identificados e quantificados em no mínimo duas 

réplicas biológicas em pelo menos um dos grupos. 
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Figura 7: Análise comparativa da abundância de glicanos em glicoproteínas nos grupos 
knouckout para MYD88-/- (KO) e selvagem (WT) nos órgãos, baço, cérebro e timo. 

  

Os resultados apresentados consideram a presença ou não do glicano na sequência peptídica e representam a soma 

das 3 réplicas. Fuc: Fucose, NeuAc: Ácido N-acetilneuroamínico, Neu5Gc: Ácido N-glicolil-neuroamínico. Na 

tabela A os resultados estão em números totais enquanto no gráfico B os resultados estão em porcentagem. 

 
Figura 8: Comparação do perfil glicoproteômico dos grupos MYD88-/- (KO) e selvagem (WT). 

 

PCA realizado com glicopeptídeos totais, antes da aplicação de Student’s T-test: A) baço, C) cérebro e D) timo. As 

estrelas identificam o grupo WT e os quadrados o grupo KO. Comparação dois a dois de proteínas reguladas 

utilizando Student’s T-test (FDR<0,05), após imputation entre os grupos: B) baço D) cérebro e F) timo. 
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 Para o baço 385 glicopeptídeos foram identificados após filtrar dois valores 

válidos em pelo menos um dos grupos. Dezoito glicopeptídeos e 13 diferentes 

glicoproteínas foram identificados regulados positivamente para o grupo selvagem, 

após aplicação de Student’s T-test (Figura 8B). Uma glicoproteína foi encontrada 

exclusiva para o grupo selvagem. Para o cérebro 771 glicopeptideos foram 

identificados. 29 glicopeptídeos e 25 diferentes glicoproteínas foram identificados 

regulados positivamente para o grupo selvagem (Figura 8D). Nove glicoproteínas foram 

encontradas exclusivas para o grupo selvagem. Para o timo 497 glicopeptídeos foram 

identificados. Nenhuma glicoproteína foi encontrada regulada (Figura 8F). A Figura 9 

mostra uma rede de interação proteína-proteína realizada na página String com as 

glicoproteínas identificadas reguladas e os processos biológicos nos quais estão 

envolvidas. 

Figura 9. Rede de interação proteína-proteína das glicoproteínas reguladas 

 

A) Baço  B) Cérebro. 
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Para o baço identificamos glicoproteínas de neutrófilos, IgM, integrinas e a 

glicoproteína Dolichol oligossacarídeo transferase envolvida na via de glicosilação de N-

glicanos. Para o cérebro família de imunoglobulina e células de adesão. Algumas 

moléculas identificadas são bem específicas para este órgão como neuroplastina e 

células neurais de adesão. Uma tabela com os IDs de identificação dessas 

glicoproteínas, suas sequências glicopeptídicas e seus glicanos podem ser vistos na 

tabela 1 deste estudo. 

Por fim observou-se que dentro de um mesmo grupo baço e timo possuem mais 

glicoproteínas compartilhadas entre si em relação ao cérebro o que concorda com o 

fato desses órgãos serem participativos na resposta imune do indivíduo apresentando 

moléculas em comum (Figura 10). 

 

Figura 10: Comparação de glicoproteínas entre os órgãos dentro do mesmo grupo 

 

Diagrama de Venn mostrando a relação de glicoproteínas entre os órgãos baço, cérebro e timo. A: Grupo Selvagem. 

B: Grupo MYD88-/-. 
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Tabela 1 - Glicoproteínas reguladas no Baço e Timo.  
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5. DISCUSSÃO 

 A proteína adaptadora MYD88 conhecida por intermediar cascatas de 

sinalização relacionada a resposta imune inata, pela primeira vez foi alvo de um estudo 

que lhe atribuiu um novo papel. Os resultados obtidos inferem que a adaptador MYD88 

possui uma influência na tradução de proteínas a nível pós-traducional. A modificação 

pós-traducional com glicanos como vimos anteriormente está envolvida com o processo 

adaptativo e resposta imune inata exercendo modificações temporárias e fixas em 

células. Essas modificações podem ser peças-chave na identificação de diversos 

distúrbios. Um exemplo identificado em nosso estudo foi a diferença de expressão e de 

glicosilação da glicoproteína Dolichol-difosfooligossacarídeo glicosiltransferase 

subunidade STT3B encontrada regulada no baço grupo selvagem. 

 A figura 11A mostra o espectro do peptídeo R.TTLVDNNTWNNSHIALVGK.A 

pertencente a esta proteína encontrada no baço selvagem. A figura 11 mostra 3 

sequências de peptídeos pertencentes a esta mesma proteína com suas respectivas 

glicoformas. Os dois primeiros possuem o mesmo sítio de glicosilação com dois 

glicanos distintos: HexNAc(2)Hex(10), glicano do tipo complexo e HexNAc(2)Hex(9), 

glicano do tipo high mannose. O terceiro possui um diferente sítio de glicosilação com 

um outro glicano HexNAc(2)Hex(8) do tipo high mannose. 

 A página Atlas Protein Human traz a expressão da proteína e de RNA do MyD88 

em diversos órgãos (Figura 12). Nota-se que no nível da proteína não há diferenças 

significativas entre os órgãos cérebro, baço e timo (Figura 12A). Já no nível do RNA 

temos uma maior expressão do adaptador MYD88 nos órgãos associados ao sistema 

imune, baço e timo em comparação com cérebro (Figura 12). Em nosso estudo 

obtivemos valores de glicopeptídeos regulados no baço e cérebro bem próximos, 3,6% 

e 3,3% respectivamente e nenhum resultado para o timo. Acreditamos que esses 

resultados quanto os grandes desvios encontrados entre as réplicas tenham sido 

influenciados pela grande variabilidade biológica encontrada entre as réplicas como já 

mencionado anteriormente. 
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Figura 11: Espectro de alguns glicanos encontrados nesse estudo. 

 
 

 
 
Peptídeo R.TTLVDNNTWNNSHIALVGK.A pertencente a proteína Dolichol-difosfooligossacarídeo glicosiltransferase subunidade STT3B (Q3TDQ1). Em 

verde a sequência correspondente ao espectro acima. Na caixa vermelha as diferentes glicoformas dessa sequência peptídica.  
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Figura 12: Expressão da proteína MyD88 e RNA em diversos tecidos. 

  .  

Fonte: https://www.proteinatlas.org/ENSG00000172936-MYD88/tissue. 

As caixas vermelhas referem-se ao cérebro e órgãos associados ao sistema imune como timo e baço. 
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 Discutiremos agora algumas modificações muito estudadas e que estão 

envolvidas diretamente em distúrbios imunológicos e que tiveram um aumento em sua 

expressão no grupo MyD88-/- em relação ao grupo selvagem. 

 

5.1 Glicanos complexos 

A ramificação e modificação de N-glicanos são etapas muito importantes para a 

produção de oligossacarídeos maduros no complexo de Golgi. As N-

acetilglucosaminiltransferases (GnTs) presentes no lúmen do Golgi e designadas como 

GnT-I-VI, estão envolvidas na biossíntese de glicanos complexos. Diferentes tipos de 

glicanos podem ser adicionadas às suas extremidades não redutoras, como galactoses, 

fucoses e ácido siálico (GUPTA et al., 2007). 

 

5.2 Fucosilação 

A fucosilação de proteínas está envolvida em uma variedade de processos 

biológicos como adesão celular, desenvolvimento de tecidos, angiogênese e metastase 

tumoral (MA; SIMALA-GRANT; TAYLOR, 2006; MIYOSHI; MORIWAKI; NAKAGAWA, 

2008). 

Esse processo é catalisado por 13 genes de fucosiltransferase (FUTs) que 

transferem o resíduo fucose do GDP-fucose para o resíduo N-acetilglucosamina 

(GlcNac) ligado a asparagina (Asn). Uma das mais estudadas é a FUT8 por meio de 

uma ligação α-1,6 no complexo de Golgi (LIANG et al., 2018). O FUT8 é amplamente 

expresso em tecidos de mamíferos e a fucosilação do núcleo (Man3GlcNAc2-PP-Dol) 

tem demonstrado ter um impacto significativo no crescimento e diferenciação celular 

(XIANG; CHAO; FENG, 2015). Além disso a fucosilação terminal desempenha papel 

vital na formação de ligantes de selectina, envolvidas na seleção de moléculas de 

adesão celular na superfície das células endoteliais sendo responsável pelo controle e 

localização de linfócitos dependentes de selectina, o recrutamento de leucócitos e a 

migração de células tumorais (HOMEISTER et al., 2001; ZIPIN et al., 2004). 
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Outros exemplos de importantes células que contém fucose em sua estrutura 

são: antígenos do sistema ABO (BECKER; LOWE, 2003; ZHANG; WANG, 2016), 

complexo de receptores de células T (TCR) e receptores de células T CD4+ (LIANG et 

al., 2018). 

Muitos estudos já foram realizados para entender qual o papel da fucosilação em 

diversas doenças. Alterações na fucosilação tem sido associadas a diversos quadros 

inflamatórios como artrite reumatoide (LI et al., 2014), pancreatite crônica (SARRATS et 

al., 2010), doença de Chohn (MIYOSHI et al., 2011) e Lúpus Eritematoso Sistêmico 

(LES) (LIANG et al., 2018). 

 Liang et al. (2018) confirmou que pacientes com Lúpus Eritematoso sistêmico 

(LES) exibem uma hiperfucosilação de células T CD4+, e que um knockout na 

fucosiltransferase 8 (FUT8) resultou em uma diminuição da interação entre células B e 

T via TCR-pMHCII levando a uma redução da ativação de células T CD4+. A fucosilação 

de TCR poderia então regular o reconhecimento do pMHCII (moléculas do complexo de 

histocompatibilidade II) e afetar a ativação de células T. Dessa forma a hiperfucosilação 

do TCR poderia servir como um biomarcador de pacientes com LES. Além disso a 

fucosilação também estaria envolvida na troca de classes de imunoglobulinas, pois 

células T CD4+ secretam citocinas como IL-4, IL-5, IL-6 e IFN-γ que contribuem para a 

troca de classe de IgG (LIANG et al., 2018). 

 Outra célula também relacionada a células T é a proteína PD-1, proteína de 

morte celular programada. Essa proteína envia sinais inibitórios para a ativação de T e 

necessita da fucosilação para que seu ligante possa ligar-se a superfície celular. 

Quando há inibição da fucosilação, há uma desregulação da atividade de PD-1, com 

ativação de células T e consequente supressão do tumor (OKADA et al., 2017). O 

Estudo realizado Higai et al. (2006) por mostrou que células K562 de leucemia quando 

transfectadas com FUT3 aumentaram a expressão de antígenos sialil Lewis x em sua 

superfície celular. Este aumento de antígenos fez com que essas células se tornassem 

2,5 vezes mais suscetíveis a toxicidade de células KHYG derivadas de NK (natural 

killer), aumentando assim a resposta inflamatória contra essas células (HIGAI; 

ICHIKAWA; MATSUMOTO, 2006). 
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5.3 Sialilação 

 Enquanto a fucosilação está envolvida no recrutamento de células do sistema 

imune inato e aumento na ativação de células T contribuindo para uma maior atividade 

inflamatória a sialilação age em sentido oposto como um anti-inflamatório (BÖHM et al., 

2012; KANEKO; NIMMERJAHN; RAVETCH, 2006). 

Anticorpos são altamente glicosilados e a perda de glicosilação ou glicosilação 

aberrante provoca a perda da capacidade de ativar o complemento, de se ligar a 

receptores Fc e de induzir citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC). 

Vimos que a N-acetilglucosamina (GlcNAc) é a principal estrutura do N-glicano e essa 

estrutura é essencial para a meia-vida dos anticorpos monoclonais no plasma.  A 

GlcNAc é capaz de ligar-se à receptores de manose e depois de removidos, reduzem a 

meia-vida da glicoproteína na circulação sanguínea (JONES et al., 2007; STAHL, 1992; 

ZHANG et al., 2019). 

Anticorpos monoclonais (MAbs) possuem muitas N-glicoformas. Em alguns 

casos sua N-glicoforma não interfere na farmacocinética ou meia vida dos anticorpos, 

mas sabe-se que a sua sialilação induz a expressão de receptores inibitórios Fcγ RIIb 

fazendo com que a IgG tenha atividade anti-inflamatória através da inibição de seu 

sistema complemento (HAYES et al., 2014). Ainda sobre IgG o estudo realizado por 

Oefner et al. (2012) verificou que em condições inflamatórias induzidas por LPS, as 

células plasmáticas expressam baixos níveis de α2,6-sialiltransferase e produzem IgG 

desialiada. No entanto após imunização ou condições tolerogênicas, as células 

expressam um aumento no nível de α2,6-sialiltransferase produzindo um IgG sialilado 

com funções imunossupressoras bloqueando resposta de células T e B específicas de 

antígeno, maturação de células dendríticas e inflamação alérgica das vias aéreas 

(OEFNER et al., 2012). 

Outro estudo indicou que o estado de sialilação determina a capacidade da IgM 

de ser internalizada pelas células T e de inibir sua ativação. O mais interessante é que 

outros tipos de glicoproteínas, não anticorpos, ricas em ácido siálico não inibem a 

proliferação de células T, sendo específico para IgM (COLUCCI et al., 2015) de forma 

que a imunoglobulina sialilada pode ser utilizada no tratamento de diversas doenças 
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autoimune e doenças inflamatória (GOULABCHAND et al., 2014; HESS et al., 2013; 

SCHWAB; NIMMERJAHN, 2013). Por fim o estudo realizado com a proteína G do vírus 

da estomatite vesicular mostrou que esta proteína utiliza o ácido siálico através de uma 

ligação α-2-3 para inibir a resposta inflamatória através da inibição da ação de NF-kB e 

MAPK. Quando tratado com PNGase F, enzima que cliva glicano de proteínas na 

porção GlcNAc e Asparagina não houve inibição de fosforilação de NF-kB, modificação 

necessária para ativar o fator de transcrição (LI et al., 2020). 
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6.CONCLUSÃO 

Diferenças na expressão de proteínas entre o grupo selvagem e knockout para 

MYD88 não foram encontradas, no entanto ao analisarmos glicoproteínas, moléculas 

importantes para o sistema imunológico foram identificadas. Partindo de uma análise 

qualitativa foi possível perceber um aumento no número de glicanos contendo fucose, 

ácido siálico, ácido N-glicolil-neuroamínico e complexos em camundongo knouckout e 

diminuição de glicanos do tipo high mannose quando comparados a camundongos 

selvagens o que leva a crer que o adaptador MYD88 possui funções importantes de 

regulação envolvidos com a síntese de glicoproteínas na resposta inflamatória, mesmo 

em situações não patológicas. Embora o número de glicoproteínas identificadas 

reguladas estatisticamente tenha sido baixo 13 para baço, 25 para o cérebro e 0 para 

timo os resultados apontam para a dificuldade na obtenção de réplicas mais 

homogêneas. Dessa forma uma melhora na técnica do processamento de proteínas 

poderia ser a chave para melhores resultados. Este foi um estudo precursor abrindo 

portas para mais investigações e utilização de outras técnicas como PCR e glicômica 

para melhor entender a interação entre o adaptador MyD88, transcrição, tradução e 

modificações pós-traducionais.  
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2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by 

the Ethic Committee on Animal Use of the Biomedical Sciences Institute (University of São Paulo) (CEUA-ICB/USP) in the meeting of 

05/06/2019. 

 
Finalidade da Proposta: Pesquisa (Acadêmica) 

Vigência da Proposta: 12 meses Depto/Setor: Parasitologia 

Origem: Biotério de Criação e Experimentação do Departamento de Parasitologia 

Espécie: 
Camundongo geneticamente modificado 
(OGM) 

sexo:  Machos Idade ou peso: 8 a 10 semanas 

Linhagem: C57BL/6 N  amostral: 4 

Origem: Biotério de Criação e Experimentação do Departamento de Parasitologia 

Espécie: Camundongos isogênicos sexo:  Machos Idade ou peso: 8 a 10 semanas 

Linhagem: C57BL/6  N  amostral: 4 
 

 
 

São Paulo, 04 de maio de 2020 

 

Profa. Dra. Luciane Valéria Sita Dr. Alexandre Ceroni 

Coordenadora da Comissão de Ética no Uso de Animais  Vice-Coordenador da Comissão de Ética no Uso de Animais 

Instituto de Ciências Biomédicas (Universidade de São Paulo) Instituto de Ciências Biomédicas (Universidade de São Paulo) 

 
 
 
 
 
 

 
 

Av. Professor Lineu Prestes, 2415 - ICB III / Cidade Universitária, Butantã - CEP 05508-000 - São Paulo/SP - tel: 55 (11) 3091-7733   

Horário de atendimento: 2ª a 6ª das 8 às 16h : e-mail: cep@icb.usp.br 

CEUA N 6931291118  

 

 _____________________  ____________________________ 

             25/06/2020    Data e assinatura do orientador(a) 


