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RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: O diagnóstico e o 
tratamento da sepse continuam a desafi ar a todos; e 
desenvolver formas mais precisas de abordagem são 
absolutamente necessárias. O objetivo deste estudo 
foi empregar técnicas proteômicas, eletroforese bidi-
mensional e espectrometria de massa, para verifi car a 
expressão diferencial de proteínas, em soro de pacien-
tes com sepse comparado com controles saudáveis.
MÉTODO: Amostras de soro de 30 pacientes com 
sepse, causada por vários tipos de microorganismos 
e de 30 controles saudáveis foram obtidas para análi-
se. A seguir, foram submetidas a 2D-SDS-PAGE, com-
paração entre géis, seleção de spots para excisão e 
digestão com tripsina, sendo os peptídeos analisados 
por MALDI TOF-TOF. Os espectros obtidos foram pro-
cessados (Mascot–matrixscience) para identifi cação 
de proteínas no NCBInr Data Bank.
RESULTADOS: A análise das imagens mostrou vários 
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spots com expressão diferencial nos géis dos pacien-
tes com sepse em relação aos controles. A identifi ca-
ção de proteínas em alguns destes spots encontrou: 
precursor Orosomucoide 1, Apolipoproteína A-IV, pre-
cursor Apolipoproteína A-IV, precursor Haptoglobina, 
Haptoglobina, proteína Zinc fi nger, Amilóide sérico A-
1, Transtiretina, Nebulin, Complemento C4, Alfa1-Anti-
tripsina, produto protéico não nominado e outros.
CONCLUSÕES: Soros de pacientes com diferentes 
tipos de sepse expressam padrão protéico caracterís-
tico por 2D-SDS-PAGE comparado com controles. A 
maior expressão foi de proteínas de fase aguda e lipo-
proteínas. É possível que no futuro, com a proteômica, 
criar painel diagnóstico de proteínas, encontrar novos 
biomarcadores e alvos para intervenção terapêutica na 
sepse. Esta é a primeira descrição, com a proteômica, 
das alterações na expressão protéica, no soro de pa-
cientes com sepse.
Unitermos: eletroforese bidimensional, espectrometria 
de massa, proteômica, sepse 

SUMMARY

BACKGROUND AND OBJECTIVES: The diagnos-
tic and treatment of sepsis continue to challenger all, 
and, more specifi c forms to approach are absolutely 
necessary. The objective of this study was to use pro-
teomics techniques, two-dimensional electrophoresis 
and mass spectrometry, to verify the differential protein 
expression between serum of patients with sepsis and 
health controls.
METHODS: Samples of serum the 30 patients with sep-
sis, caused for different types of microorganisms and 
serum of 30 health controls were obtained for analysis. 
Next, were submitted to 2D-SDS-PAGE, gels compa-
red, selection of spots for excision and digestion with 
trypsin, being the peptides analyzed for MALDI TOF-
TOF. The obtained spectrums were processed (Mas-
cot–matrix science) for protein identifi cation in NCBInr 
Data Bank. 
RESULTS: Image analyses showed several spots with 
differential expressions in the gels of the patients with 
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sepsis in relation to the controls. The protein identifi -
cation of some of these spots founded: Orosomucoid 
1 precursor, Apolipoprotein A-IV, Apolipoprotein A-IV 
precursor, Haptoglobin protein precursor, Haptoglobin, 
Zinc fi nger protein, Serum amyloid A-1, Transthyretin, 
Nebulin, Complement C4, Alpha1-Antitrypsin, Unna-
med protein product and others.
CONCLUSIONS: Serum of the patients with different 
types of sepsis express characteristic protein profi les 
by 2D-SDS-PAGE compared with controls. The most 
expressed were from acute phase proteins and lipo-
proteins. It is possible in the future, with proteomics, 
create diagnostic panel of proteins, fi nding news bio-
markers and targets for therapeutic interventions in 
sepsis. This is a fi rst description, with proteomics, of 
the alterations in protein expression, in serum of the 
patients with sepsis.
Key Words: mass spectrometry, proteomics, sepsis, 
two-dimensional electrophoresis 

INTRODUÇÃO

A sepse tornou-se um problema de saúde pública de-
vido ao crescente número de casos, alta mortalidade e 
custo elevado de tratamento1,2. Embora tenha havido 
nestes últimos anos avanços signifi cativos no entendi-
mento da sua patogênese, com a melhor compreensão 
dos mecanismos de ativação das vias da infl amação 
e da coagulação, e no tratamento, com o desenvolvi-
mento de novos fármacos e recomendação para uso 
de protocolos baseados em evidências3,4, ainda tem-
se problemas no seu manuseio clínico.
A questão do diagnóstico precoce e preciso da sepse 
em seus estágios iniciais, onde os resultados terapêu-
ticos são mais favoráveis, e também da melhor estrati-
fi cação dos pacientes, que deve melhor selecionar os 
pacientes para as novas intervenções de tratamento, 
ainda são difi culdades. Persiste a procura pelo biomar-
cador ideal e, vem sendo destacado por vários auto-
res, que os avanços no entendimento e manuseio da 
sepse necessitam de abordagens mais rigorosas na 
descrição da doença e sua estratifi cação5.6.
A introdução do conceito de proteoma, termo cunha-
do em 1995, para defi nir o complemento protéico total 
do genoma presente na célula-tecido-organismo, e as 
revelações do projeto do genoma humano, quando fi -
cou claro que existe um número muito menor de genes 
no genoma humano (25.000), do que proteínas em seu 
proteoma (estimativas de até alguns milhões de espé-
cies protéicas diferentes) são marcos vitais. As razões 

que justifi cam tal magnitude do proteoma são as varia-
ções na clivagem do RNA e/ou modifi cações pós-tra-
ducionais, que o torna várias vezes maior e complexo 
que o genoma correspondente. Modifi cações na abun-
dância (quantidade) das proteínas com o tempo, com 
o desenvolvimento do organismo e as alterações do 
meio ambiente, fazem-no dinâmico7.
Tais fatos impulsionaram o desenvolvimento de novas 
tecnologias para o estudo deste conjunto de proteínas 
expressas. Estas ferramentas, passaram então, a ser 
denominadas instrumentos da “Proteômica”, revolu-
cionando a Biologia e inaugurando uma nova forma 
de fazer ciência, a “Ciência dirigida para a descoberta” 
(Discovery-driven Science), em contraposição à “Ciên-
cia dirigida por hipótese” (Hypothesis-driven Science), 
forma clássica do fazer ciência8.
Dentre as ferramentas proteômicas utilizadas, a estra-
tégia clássica tem sido separar e quantifi car as proteí-
nas de uma amostra (célula, tecido ou fl uido) por eletro-
forese bidimensional (2D)9 e posteriormente, identifi car 
cada uma das proteínas empregando espectrometria 
de massa (MS)10. 
O objetivo deste estudo foi empregar estas técnicas 
proteômicas para verifi car a expressão diferencial de 
proteínas em soro de pacientes com sepse, compara-
do-o com controles saudáveis.

MÉTODO

Após aprovação pela Comissão de Ética do Hospital 
de Força Aérea do Galeão (HFAG) e assinatura de con-
sentimento livre e esclarecido pelo próprio paciente ou 
seu responsável legal, amostras de soro de 30 pacien-
tes com diagnóstico de sepse11 admitidos para trata-
mento na UTI do HFAG e de 30 controles saudáveis 
(Tabela 1), foram colhidas e estocadas a -80  C. Além 
das amostras individuais, foi constituído um pool dos 
soros de cada grupo (sepse e controle) e dos diferentes 
tipos de sepse (gram-negativo, gram-positivo, fungos 
e culturas negativas). 
O método utilizado está descrito na fi gura 1. Eletro-
forese 2D, revelação e análise de imagem: após do-
sagem de proteínas nas amostras (química seca/biu-
reto/Vitros/JJ), 1000 µg de proteínas (cerca de 16 µL 
de soro para os casos de sepse) foram diluídos no 
tampão de re-hidratação (1,25 mL uréia 9,5M, 0,03 g 
[(3-Cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propane-
sulfonate (CHAPS) 2%, 0,015 g dithiothreitol (DTT) 
1%, 0,03 mL buffer IPG 2% 3-10 não linear, 0,0012 
mL de solução de azul de bromofenol 1% / Tris e 
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134 µL de água MilliQ) para um volume fi nal de 350 
µL. Materiais insolúveis foram removidos por centri-
fugação por 5 min a 14.000 rpm. A amostra foi incu-
bada por 30 min e levada para re-hidratação ativa 
na tira de focalização isoelétrica de 18 cm x 3 mm 
com gradiente de pH imobilizado (IPG gel strip) de 
faixa de pH de 3 a 10, não linear, por 12 horas a 60 
volts no equipamento EttanTM IPGPhorTM (GE-Health-
care) e focalizada com o seguinte programa: IEF 20º 
C 50 µA/strip e vários ciclos seqüenciais até atin-
gir 80.000Vhs totais. Após a focalização (1ª dimen-
são), as tiras de gel IPG eram seladas em plástico 
e estocadas -80º C. Antes de proceder a segunda 
dimensão, cada tira foi equilibrada em presença de 
SDS e submetida à redução com 100 mg de DTT 
por 20 minutos e, em seguida, alquilada com 250 mg 
de IAA em solução de equilíbrio (uréia 6 M, 30% de 
glicerol, 2% sodium dodecyl sulfate (SDS) e Tris-HCl 
0,05 M, pH 8,8) por 20 minutos. Em seguida, a tira 
foi transferida para um gel de poliacrilamida homo-
gêneo de 12,5%, selada com agarose (low melting 
0.5%) e submetida à segunda dimensão no sistema 
SDS-PAGE Etamm DALTsix (GE-healthcare) sistema 

vertical a 20º C - 2,5 W/ gel por 45 minutos e 100 W 
até completar a corrida, em solução de buffer con-
tendo 25 mM Tris, 192 mM glycina, and 0,1% (w/v) 
SDS12,13.
O gel foi corado por 12 horas em solução a 1% de 
azul de Coomassie R-250 14 e descorado em metanol:
ácido acético:água (40:10:50 v/v) em 3 lavagens de 30 
minutos e deixados por 12 horas em solução de ácido 
acético a 5% em água até a revelação das manchas 
(spots), e, que, a princípio, cada spot corresponde a 
uma única espécie de cadeia polipeptídica. Os géis 
foram digitalizados utilizando-se o programa Labscan 
v3.0 (Amershan Bioscience) no Umax scanner com 
sistema integrado de transparência. Após este passo, 
os géis foram guardados em solução de ácido acético 
a 5% em plástico selado. As imagens foram analisa-
das no programa ImageMaster 2D Platinum (Amer-
sham Biosciences) por uma combinação de detecção 
automática dos spots feita pelo programa e detecção 
manual. Intensidade, volume e saliência dos spots 
(grande, pequeno, intenso, fraco) são inicialmente 
observados em área delimitada do gel (preview mode) 
e os parâmetros modifi cados, para melhor visualiza-
ção dos spots, antes de sua detecção fi nal (número 
de smooths, 2-3, salience em torno de 10-30 e maxi-
mum minimal area). Pelo programa foram estimados 
as massas moleculares e os pontos isoelétricos. A 
comparação entre géis foi feita de forma automática 
depois de identifi car vários pontos de referência nos 
géis. O software permite localizar, quantifi car e fazer 
matching dos spots de proteínas entre os géis. Para 
a determinação da quantidade relativa de cada spot 
foi usado o método de normalização do volume. Nes-
te método o volume de cada spot foi dividido pelo 
volume total de todos os spots no gel e multiplicado 
por um fator constante de valor 100, que produz uma 
porcentagem de volume de cada spot. Para proces-
samento, é gerada uma lista de todos os spots visu-
alizados contendo dados como área, volume, volume 
normalizado (% de cada spot), intensidade normali-
zada (% de cada spot), background e os valores ex-
perimentais do pI da 1ª dimensão e massa molecular 
da 2ª dimensão de todos os spots (pI e MW teóricos), 
permitindo a comparação com os dados obtidos de 
outros géis, a quantidade relativa de cada proteína e 
identifi cando os spots diferenciais.
Processamento dos spots para espectrometria de mas-
sa: os spots selecionados, foram manualmente excisa-
dos, cortados em pedaços de 1 mm3, descorados em 
solução de NH4HCO3 50 mM / acetonitrila (1:1) em três 

Figura 1 – Após Coleta das Amostras, Seqüência de Eventos 
Utilizados na Proteômica
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lavagens de 30 minutos e desidratados com acetoni-
trila (100%) por 5 minutos. O solvente remanescente 
foi removido dos pedaços de gel por centrifugação a 
vácuo no Speed Vac (Savant). As proteínas foram re-
hidratadas no gelo por 15 minutos, em 15 µL de so-
lução de bicarbonato de amônio 25 mM contendo 0,2 
µg de tripsina ”sequence-grade” modifi cada (Prome-
ga, Madison WI, USA). Pedaços do gel foram cobertos 
com 20 µL do tampão e a digestão (in-gel) realizada a 
37º C em banho por 16 horas (overnight). Em segui-
da os peptídeos foram extraídos do gel com solução 
(50%) acetonitrila (45%) e ácido trifl uoroacético (5%) 
em água e concentrados, até um volume de aproxi-
madamente 5 µL, por centrifugação a vácuo no Speed 
Vac (Savant)15. 
Espectrometria de massa: feita a co-cristalização da 
mistura de peptídeos da digestão tríptica (300 nL) e 
solução saturada de ácido -ciano-4-hidroxicinami-
co (matriz) em 50% (v/v) de acetonitrila / 0,3% de 
ácido trifl uoroacético (300 nL) com a aplicação na 
placa de MALDI e secagem em temperatura ambien-
te antes da análise no espectrômetro de massa. Os 
espectros de massa foram obtidos usando-se o equi-
pamento ABI 4700 TOF/TOF (Applied Biosystems) 
onde ocorreu a ionização por desorção a laser auxi-
liada por matrix e análise por tempo de vôo. Laser de 
nitrogênio (337 nm) foi usado para irradiar a amostra. 
Os espectros foram obtidos no modo refl etor com 
variações de massa entre 950-3500 m/z e para frag-
mentos entre 60-20Da de íons parentais. O modo de 
calibração default foi feito antes do uso, da seguinte 
forma: alinhando-se a placa e com mistura calibrante 
de peptídeos, que, consistia de des-Arg1-Bradykinin, 
Angiostensin I, Glu1-fribinopeptide B, Neurotensin, 
ACTH (1-17) and ACTH (18-39) de Sequazyme Pepti-
de Mass Standards (ABI); para fragmentos, o padrão 
usado foram fragmentos de Angiostensin I. Foram 
necessários 4 peptídeos para matching mínimo, 0,5 
m/z de erro e 10 ppm de desvio para o peptídeo. 
Para a análise MS/MS, 5 fragmentos foram necessá-
rios para matching mínimo, usando 0,05 m/z erro. As 
análises foram feitas em modo automático para fazer 
o modo MS, escolhendo os 6 peptídeos mais inten-
sos, procedendo então, a análise MS/MS de cada 
amostra.
Pesquisa no banco de dados: os espectros provenien-
tes de análises combinadas (MS+MS/MS) foram fi ltra-
dos pela relação sinal / ruído dos picos, que foi de 20 
para os dados de MS e 10 para MS/MS, e, levados à 
busca para comparação por homologia de massa de 

peptídeo e seqüência de aminoácidos em bancos de 
dados de proteínas não redundantes do NCBI (/www.
ncbi.nlm.nih.gov/ NCBInr) localmente instalado, de 
proteínas humanas (Homo Sapiens), empregando o 
software da interface MASCOT (www.matrixscience.
com), que utiliza algoritmo para testar a signifi cância 
estatística das identifi cações. Nas buscas, foram in-
cluídos os seguintes parâmetros junto ao MASCOT: 
carga dos peptídeos protonados +, tolerância máxima 
permitida de erro na massa 50 ppm, tolerância para 
MS/MS +/- 0,2 Da, sendo aceita as modifi cações dos 
resíduos de cisteína reduzidos e alquilados com io-
doacetamida para carbamidometilação, e a oxidação 
da metionina, que ocorre comumente nos resíduos da 
metionina durante a SDS-PAGE. Foi utilizado o progra-
ma GPS Explorer™ (Applied Biosystems) onde os ar-
quivos txt gerados no espectrômetro, que continha as 
massas dos picos monoisotópicos de MS e MS/MS, 
foram processados e submetidos conjuntamente à in-
terface MASCOT, gerando relatórios com os resultados 
das identifi cações. As massas do peptídeo full foram 
consideradas para a confi ança dos matches. Conside-
radas positivas as identifi cações onde pelo menos 5 
peptídeos foram encontrados e na maioria das vezes 
as identifi cações confi rmadas com dados de MS/MS 
de pelo menos 2 peptídeos por proteína; nestes casos 
um espectro de MS/MS foi escolhido e analisado vi-
sualmente para confi rmar a seqüência. Em ambos os 
casos os valores de ion score (mínimo de 30) e protein 
score (mínimo de 60) foram levados em consideração 
como valores estatísticos para identifi cação. Foi utiliza-
do, também, o programa MS-BLAST, para buscas no 
caso de identifi cações duvidosas por seqüenciamento 
de novo. No programa MS-BLAST foram feitas inter-
pretações automáticas dos espectros de MS/MS uti-
lizando-se o programa De Novo sequence™ (Applied 
Biosystems)16,17.

RESULTADOS

Os controles tinham média de idade menor que os 
pacientes com sepse. Os níveis de proteínas séricas 
estavam menores nos pacientes com sepse compa-
rados aos controles (Tabela 1). As características dos 
pacientes com sepse, relacionadas a: mortalidade; 
APACHE II; SOFA e tempo de internação, estão des-
critos tabela 1.
Gel 2D típico do controle, com aplicação de 1000 μg 
de proteínas, em gel de 12,5% na faixa de pH 3-10NL, 
com cerca de 700 spots corados e visualizados por 
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Coomassie R-250 está ilustrado na fi gura 2; as ima-
gens 2D de outros géis de controles foram similares 
(dados não mostrados).
Imagem representativa do mapa proteômico de pa-
ciente com sepse por gram-positivo, com aplicação 
de 1000μg de proteínas, em gel de 12,5% na faixa 
de pH 3-10NL, com cerca de 711 spots corados e 
visua lizados por Coomassie R-250 está demonstrado 
na fi gura 3; as imagens 2D de outros géis de sepse 
mostraram semelhanças (dados não mostrados). Os 
géis obtidos (sepse e controle) foram portanto, re-
produtíveis. Para análise comparativa das imagens, 
foi utilizado o programa ImageMaster 2D Platinum 
(Amersham Biosciences), e, após processamento da 
lista de todos os spots (dados não mostrados), foram 
evidenciados vários spots diferencialmente expressos 
entre os géis dos pacientes com sepse em relação ao 
controle: proteínas expressadas em apenas um dos 
géis e proteínas expressadas em ambos os géis, po-
rém com diferenças quantitativas para maior ou me-
nor, sendo alguns selecionados para a excisão, diges-

tão e identifi cação por espectrometria de massa.
Foram processados 22 spots diferenciais, com as 
proteínas sendo identifi cadas utilizando-se dados 
de PMF e MS/MS, com a interface MASCOT, e, sub-
metendo-os em banco local do NCBI (espécie homo 
sapiens), sendo também utilizado o banco de dados 
do NCBI disponível na Internet, para identifi cação das 
proteínas. Nos casos onde foram identifi cadas pro-
teínas com a seqüência completa, o pI e massa mo-
lecular teóricos, de modo geral, coincidiam, com pe-
quenos desvios, com a localização da proteína no gel 
2D. Os desvios encontrados (cerca de 10 kDa) podem 
ser explicados por erros inerentes a técnica ou por 
modifi cações pós-traducionais, que não são conside-
radas para o calculo teórico das massas. Em relação 
às identifi cações das proteínas no MALDI-TOF-TOF, a 
fi gura 4 mostra, como exemplo, o espectro obtido de 
MS/MS do spot 673.
Encontrou-se expressão diferencial de várias proteínas 
como: precursor Orosomucoide 1 (glicoproteína ácida 
alfa-1), Apolipoproteína A-IV, precursor Apolipoproteína 

Tabela 1 - Características dos Pacientes com Sepse e Controles Saudáveis.

Características Pacientes com Sepse Controles Saudáveis
Idade (média/variação) 70 (18 - 89) anos 32 (18 – 56) anos
Masculino / Feminino (n/%) 14 / 16 (46,66% / 53,33%) 15 / 15 (50% / 50%)
Tempo de internação na UTI (média/variação) 14 (8-28) dias
Mortalidade – 28 dias (n/%) 15 / 30 (50%)
APACHE II (média/variação) 22 (18 – 26)
SOFA no 1º dia diagnóstico sepse (média/variação) 6 (4 - 9)
Proteínas séricas 6 ± 0,6 g/dL 7 ± 0,4 g/dL

Figura 2 – Gel Bidimensional do Controle. 
Aplicados 1000 μg de proteínas, IEF (pH 3–10 NL), SDS-PAGE-Dalt a 12,5%. 
Revelação dos spots com azul de Coomassie.

Figura 3 – Gel Bidimensional de Paciente com Sepse por Gram-
Positivo. 
Assinalados os spots excisados e ID (os números têm relação com outros géis 
que foram comparados). Aplicados 1000 μg de proteínas, IEF (pH 3–10 NL), 
SDS-PAGE-Dalt a 12,5%. 
Revelação dos spots com azul de Coomassie.
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A-IV, precursor Haptoglobina, Haptoglobina, proteína 
Zinc fi nger, Amilóide sérico A-1, Transtiretina, Nebulin, 
Complemento C4, Alfa1-Antitripsina, produto protéico 
não nominado (tabela 2) e outros. A tabela 2 mostra a 
lista das identifi cações com o número do spot, protein 
score, ion score, melhor seqüência de peptídeos, nú-
mero de entrada no NCBI da proteína que aparecia no 
primeiro hit quando a seqüência do cluster foi subme-
tida ao programa BLAST-p para determinação da simi-
laridade com seqüências no banco de dados, nome da 
proteína e função.

Tabela 2 – Identifi cação com o Número do Spot, Protein Score, Ion Score, Melhor Seqüência de Peptídeos, Número de Entrada no 
Banco de Dados, Nome da Proteína e Função.

Spot nº Protein 
Score

Total Ion 
Score

Sequences of all Identifi ed 
Peptides Best

ID (NCBI) Protein Description Function

673 302 245 YVGGQEHFAHLLILR gi|20070760 Orosomucoid 1, precursor 
[Homo sapiens]

Binding protein

1030 133 52 THLAPYSDELR gi|178775 Proapolipoprotein Innate immunity

722 104 63 SPVGVQPILNEHTFCAG-
MSK

gi|34785974 HP protein [Homo sapiens] Scavenger

724 130 94 YVMLPVADQDQCIR gi|34785974 HP protein [Homo sapiens] Scavenger

1150 243 187 SPVGVQPILNEHTFCAG-
MSK gi|34785974

HP protein [Homo sapiens] Scavenger

740 208 46 SLAELGGHLDQQVEEFR gi|178779 Apolipoprotein A-IV precursor Innate immunity

744 164 110 VMPICLPSKDYAEVGR gi|34785974 HP protein [Homo sapiens] Scavenger

759 163 106 YVMLPVADQDQCIR gi|34785974 haptoglobin Scavenger

488 421 262 FLENEDRR gi|1942629 Alpha1-Antitrypsin Protease inhibitor

1037 204 127 DEPPQSPWDR gi|229513 Protein,lipid binding AI Innate immunity

1074 203 178 LPECEADDG-
CPKPPEIAHGYVEHSVR

gi|223976 Haptoglobin Hp2 Scavenger

624 204 123 SGTASVVCLLNNFYPR gi|10835794 Chain C, Crystal Structure Of 
The Fab Fragment Of A Human 
Monoclonal Igm Cold Agglutinin

Host defense

987 192 143 VYACEVTHQGLSSPVTK gi|45501244 IGKC protein [Homo sapiens] Host defense

1081 52 VFSVFSVLTKHK gi|39645637 Zinc fi nger protein 273 [Homo 
sapiens]

Transcription 
factor

1027 268 204 FFGHGAEDSLADQAA-
NEWGR

gi|49457476 SAA1 [Homo sapiens] Scavenger

1097 51 13 YEELQVTAGR gi|34069 Unnamed protein product 
[Homo sapiens]

1098 110 60 YEELQVTAGR gi|34069 Unnamed protein product 
[Homo sapiens]

1076 90 58 ALGISPFHEHAEVVFTAN-
DSGPR

gi|14719498 Chain B, Transthyretin Thr-
119met Protein Stabilisation

Protein carrier

1080 250 162 AVGDKLPECEAVCGKPK gi|223976 Haptoglobin Hp2 Scavenger

851 89 60 LQNEREYR gi|4758794 Nebulin [Homo sapiens]

1024 180 122 TPNIVVRFGDR gi|1498586 Immunoglobulin heavy chain 
variable region [Homo sapiens]

Host defense

869 123 92 VEYGFQVK gi|20141171 C4 complement Complement 
component

Figura 4 – Espectro Referente ao Spot 673 Mostrando a Análise 
por MS/MS do Precursor Selecionado (1762.89) após ser Frag-
mentado na Câmara de Colisão.



20

SOARES, SANTOS, CHUNG E COL.

Revista Brasileira de Terapia Intensiva
Vol. 19 Nº 1, Janeiro – Março, 2007

DISCUSSÃO

Novas tecnologias para detecção da sepse nos está-
gios iniciais e estratifi cação dos pacientes são urgen-
temente necessárias. A análise das proteínas do soro/ 
plasma para pesquisa de novos biomarcadores em 
doen ças tem sido utilizada ha anos, porém, para estu-
dar o conjunto das proteínas expressas deve-se utilizar 
as ferramentas proteômicas18. Neste estudo foram uti-
lizadas a eletroforese bidimensional e a espectrometria 
de massa em soro de pacientes com diferentes tipos de 
sepse (bactérias gram-positivas, gram-negativas, fun-
gos e culturas negativas) e controles normais, visando 
identifi car padrões de expressão de proteínas diferen-
ciais, para melhor entender os mecanismos patogêni-
cos da sepse. A análise do proteoma com ferramentas 
de alto desempenho, onde milhares de proteínas são 
analisadas em único experimento, exige qualidade em 
todas as fases do processo (separação, quantifi cação, 
digestão, identifi cação) para que conclusões possam 
ser obtidas. Os géis foram bastante reprodutíveis, com 
padrão de expressão protéica distinto dos controles. 
A espectrometria de massa MALDI-TOF-TOF mostrou-
se um método rápido e efi ciente na identifi cação de 
proteínas principalmente utilizando-se a busca conjun-
ta de dados de MS e MS/MS de cada spot.
No estudo, a maioria das proteínas identifi cadas é de 
alta abundancia e características de reação de fase 
aguda. Qual o signifi cado destas identifi cações? De 
um papel secundário, apenas como indicador inespe-
cífi co da reação infl amatória, até um pólo oposto, atu-
ando como mediador dos mecanismos patogênicos da 
sepse, tudo depende do avanço da ciência relaciona-
do a estas proteínas. Alguns estudos apontam neste 
sentido, como: a neutralização do LPS em humanos, 
por peptídeo derivado de aminoácidos entre 27 e 39, 
do amilóide sérico A (SAA) (proteína com 104 aminoá-
cidos, fi logenéticamente conservada (200 milhões de 
anos))19; a antagonização seletiva dos efeitos in vitro 
do LPS, suprimindo a produção de TNF , modulando 
a resposta infl amatória, a ativação do monócito, prote-
gendo camundongos dos efeitos induzidos pela endo-
toxina, com a haptoglobina20; a relação entre os níveis 
do sCD163, um indicador da ativação de macrófagos, 
ativado pelo complexo haptoglobina-hemoglobina, de-
terminando fenótipo antiinfl amatório no macrófago; e, 
os níveis deste receptor solúvel, quando elevados, são 
relacionados com elevada mortalidade nos pacientes 
com sepse por pneumonia pneumocócica abaixo dos 
75 anos21; a expressão de mRNA alta e temporária em 

grânulos de neutrófi los, provavelmente servem como 
origem primária e local da proteína alfa 1 ácido glico-
proteína (AGP) (orosomucóide) no local de lesão / infec-
ção22; a possibilidade da AGP modifi car diretamente a 
resposta da célula endotelial, mantendo sua função de 
barreira, reduzindo a formação de edema, acúmulo de 
neutrófi los e peroxidação de lipídeos, após sua adição 
em fl uido de reanimação para tratamento de choque, 
prevenindo a lesão capilar23; a estabilização do com-
plexo com o inibidor do ativador do plasminogênio 1 
(PAI-1), após interação com a AGP, estabilizando sua 
conformação24; a administração de AGP previamente 
e após dose letal de B. anthracis teve efeito protetor 
em estudo experimental em animais, interferindo nas 
concentrações de interferon gama e TNFα25. A signifi -
cância destes estudos, mostrando uma visão distinta 
para estas proteínas, pode trazer novas luzes na pato-
gênese da sepse. 
Encontrou-se expressão diferencial de lipoproteínas e 
o papel destas proteínas tem merecido destaque na 
sepse. A Apolipopoteína A-1 (apoA-1) é uma proteína 
constituinte do HDL e interage com a proteína de li-
gação ao LPS, a LBP. A LBP circula no plasma asso-
ciada com a ApoA-1 e modula a ligação do LPS ao 
HDL, atuando como co-fator na neutralização do LPS. 
LBP tem papel na ligação do LPS ao CD14, o receptor 
para o LPS presente em várias células do sistema imu-
ne (monócitos, macrófagos e neutrófi los), mediando a 
ativação destas células. LBP, CD14, HDL e ApoA-1 têm 
papel crucial no balanço entre neutralização do LPS e 
ativação imune. Outra proteína que pode se associar ao 
HDL é o SAA, que desloca a apoA-1 e torna-se a apoli-
poproteína predominante do HDL, causando sua remo-
delação (HDL3 para HDL2). Proteínas de transferência 
de lipídeos podem aumentar a captação de LPS pelo 
HDL, podendo o SAA redirecionar o LPS/neutralizado/
HDL da via de ativação do CD14 em macrófago, para 
o fígado, com rápida depuração, levando a diminuição 
dos níveis de HDL e sua capacidade de neutralização 
do LPS durante a reação de fase aguda, desta forma 
perpetuando a resposta infl amatória sistêmica, contri-
buindo para a falência de órgãos e óbito dos pacien-
tes26. A hipocolesterolemia é associada com aumento 
da morbidade e mortalidade na sepse, tendo os por-
tadores do polimorfi smo ApoE apresentado aumento 
da mortalidade na sepse27. Um aumento da proporção 
de proapolipoproteína A-1 (proapoA-1) em relação a 
apoA-1 pode ocorrer em processos infl amatórios, com 
o fígado participando deste processo28. A conversão 
de proapoA-1 em apoA-1 é um processo lento media-
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do por enzima dependente de cálcio e magnésio pre-
sente na superfície de partículas de lipoproteínas, célu-
las endoteliais e hepáticas29. Revisão recente discutiu a 
neutralização do LPS pelas lipoproteínas e seus exatos 
mecanismos, ainda desconhecidos, e que a modula-
ção do seu metabolismo pode ter papel importante na 
resposta infl amatória na sepse. Que as lipoproteínas 
são implicadas na imunidade inata, reduzindo a res-
posta de citocinas e mortalidade em modelos animais 
de sepse, porém ainda não sendo identifi cada relação 
entre pacientes sobreviventes e não-sobreviventes e 
seus níveis30. Neste estudo, as lipoproteínas também 
apresentavam expressão diferencial nos casos de sep-
se, com expressão menor no caso da apoA-IV e ex-
pressão maior na sua forma de precursor. 
Outras publicações, com a proteômica, descrevem a 
expressão de proteínas em modelos de indução de 
sepse e para diagnóstico de infecções. Após estímulo 
de neutrófi los humanos por LPS, observou-se a análise 
da transcrição gênica e expressão protéica. A análise 
proteômica revelou moduladores da infl amação, molé-
culas de sinalização e proteínas do citoesqueleto, ha-
vendo pouca concordância entre o transcriptoma e as 
proteínas expressadas. Os autores concluíram que os 
resultados confi rmaram a teoria, que “as proteínas re-
guladas pelo LPS identifi cadas por PMF (peptide mass 
fi ngerprint) tem concordância pobre com o encontrado 
ao nível de “mRNA”31,32. Após provocar lesão térmica 
(20%) e administração de endotoxina em camundon-
gos, comparando com controles normais, géis com pH 
3-8 foram separados e corados com SYPRO Ruby. Os 
peptídeos trípticos analisados levaram a identifi cação 
de 38 produtos gênicos diferenciais, desde proteínas 
de fase aguda, como haptoglobina, amilóide sérico A e 
P e também proteínas não descritas no mapa humano 
e do camundongo, como o receptor do fator de cres-
cimento epidérmico. A análise de imagem revelou dife-
renças na expressão de proteínas infl amatórias depen-
dendo do estímulo, lesão térmica ou LPS, sugerindo 
que o SAA possa diferenciar os estímulos infl amató-
rios33. Após indução de sepse por CLP em camundon-
gos e observou-se a expressão de proteínas após 4 e 
24 horas do início da sepse, encontrando, após 24 h, 
spots diferenciais em 2D, que, identifi cados por MS re-
velaram ser proteínas como apoliproteínas, transtireti-
na, alfa-1 antitripsina, hemopexina, plasminogênio en-
tre outras também de reação de fase aguda34. Formas 
truncadas da alfa-1 antitripsina (TF-alpha(1)-AT) estão 
aumentadas em pacientes com SARS, e, seu nível foi 
correlacionado com outros parâmetros clínico-patoló-

gicos. O aumento pode ser resultado da degradação 
da alfa-1 antitripsina, que tem papel importante na fun-
ção pulmonar, e, sua degradação pode ser um fator 
na patogênese da SARS, indicando que seu aumento 
pode ser terapeuticamente relevante e marcador bioló-
gico útil para o diagnóstico da SARS35. Embora muitas 
das identifi cações encontradas neste estudo já tenham 
sido previamente descritas, todas foram em modelos 
experimentais de indução de sepse e não em pacien-
tes com sepse.
Pode-se concluir que a ocorrência de sepse determina 
nos pacientes a expressão de padrão protéico típico, 
que foi identifi cada por tecnologia que permite a aná-
lise em larga escala de proteínas, a proteômica. Cabe 
ressaltar que, apesar de encontrar-se expressão dife-
rencial de algumas proteínas, não foi possível identifi -
car, até o momento, conjunto de proteínas expressas 
que possa ser considerado único de um tipo específi co 
de sepse, com os géis obtidos. A proteômica se apre-
senta como opção para estudo da expressão protéica 
na sepse e pode trazer subsídios para a identifi cação 
de novos biomarcadores, perfi l de espectro típico, 
construção de painel de proteínas diagnóstico e novos 
alvos para intervenção terapêutica. Esta é a primeira 
descrição, com a proteômica, das alterações em pa-
cientes sépticos.
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