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ARTIGO ORIGINAL

ProteOmica e Sepse. Novas Perspectivas para o Diagndstico*

Proteomics and Sepsis. New Perspectives for Diagnosis

Afonso J. C. Soares’, Marise F. Santos?, Janete Chung?®, Cid Marcos N David“, Gilberto B. Domont®

RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: O diagnéstico e o
tratamento da sepse continuam a desafiar a todos; e
desenvolver formas mais precisas de abordagem sao
absolutamente necessarias. O objetivo deste estudo
foi empregar técnicas protedbmicas, eletroforese bidi-
mensional e espectrometria de massa, para verificar a
expressao diferencial de proteinas, em soro de pacien-
tes com sepse comparado com controles saudaveis.
METODO: Amostras de soro de 30 pacientes com
sepse, causada por varios tipos de microorganismos
e de 30 controles saudaveis foram obtidas para anali-
se. A seguir, foram submetidas a 2D-SDS-PAGE, com-
paragcdo entre géis, selecdo de spots para excisao e
digestdo com tripsina, sendo os peptideos analisados
por MALDI TOF-TOF. Os espectros obtidos foram pro-
cessados (Mascot-matrixscience) para identificacdo
de proteinas no NCBInr Data Bank.

RESULTADOS: A andlise das imagens mostrou varios
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spots com expressao diferencial nos géis dos pacien-
tes com sepse em relacédo aos controles. A identifica-
cao de proteinas em alguns destes spots encontrou:
precursor Orosomucoide 1, Apolipoproteina A-1V, pre-
cursor Apolipoproteina A-IV, precursor Haptoglobina,
Haptoglobina, proteina Zinc finger, Amiléide sérico A-
1, Transtiretina, Nebulin, Complemento C4, Alfal-Anti-
tripsina, produto protéico ndo nominado e outros.
CONCLUSOES: Soros de pacientes com diferentes
tipos de sepse expressam padrao protéico caracteris-
tico por 2D-SDS-PAGE comparado com controles. A
maior expresséo foi de proteinas de fase aguda e lipo-
proteinas. E possivel que no futuro, com a protedmica,
criar painel diagnéstico de proteinas, encontrar novos
biomarcadores e alvos para intervencgao terapéutica na
sepse. Esta é a primeira descricdo, com a protedmica,
das alteracbes na expressao protéica, no soro de pa-
cientes com sepse.

Unitermos: eletroforese bidimensional, espectrometria
de massa, protedmica, sepse

SUMMARY

BACKGROUND AND OBJECTIVES: The diagnos-
tic and treatment of sepsis continue to challenger all,
and, more specific 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 identification 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 finger protein, Serum amyloid A-1, Transthyretin,
Nebulin, Complement C4, Alphal-Antitrypsin, Unna-
med protein product and others.

CONCLUSIONS: Serum of the patients with different
types of sepsis express characteristic protein profiles
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, finding news bio-
markers and targets for therapeutic interventions in
sepsis. This is a first 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

INTRODUCAO

A sepse tornou-se um problema de salde publica de-
vido ao crescente numero de casos, alta mortalidade e
custo elevado de tratamento’?. Embora tenha havido
nestes Ultimos anos avancos significativos no entendi-
mento da sua patogénese, com a melhor compreensao
dos mecanismos de ativacdo das vias da inflamacao
e da coagulacdo, e no tratamento, com o desenvolvi-
mento de novos farmacos e recomendagao para uso
de protocolos baseados em evidéncias®4, ainda tem-
se problemas no seu manuseio clinico.

A questao do diagndstico precoce e preciso da sepse
em seus estagios iniciais, onde os resultados terapéu-
ticos sdo mais favoraveis, e também da melhor estrati-
ficacdo dos pacientes, que deve melhor selecionar os
pacientes para as novas intervengdes de tratamento,
ainda sao dificuldades. Persiste a procura pelo biomar-
cador ideal e, vem sendo destacado por varios auto-
res, que 0s avancgos no entendimento e manuseio da
sepse necessitam de abordagens mais rigorosas na
descricdo da doenca e sua estratificacao®®.

A introducéo do conceito de proteoma, termo cunha-
do em 1995, para definir o complemento protéico total
do genoma presente na célula-tecido-organismo, e as
revelagdes do projeto do genoma humano, quando fi-
cou claro que existe um numero muito menor de genes
no genoma humano (25.000), do que proteinas em seu
proteoma (estimativas de até alguns milhGes de espé-
cies protéicas diferentes) sdo marcos vitais. As razdes
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que justificam tal magnitude do proteoma sao as varia-
¢des na clivagem do RNA e/ou modificagbes pos-tra-
ducionais, que o torna varias vezes maior e complexo
que o genoma correspondente. Modificagdes na abun-
dancia (quantidade) das proteinas com o tempo, com
o desenvolvimento do organismo e as alteracbes do
meio ambiente, fazem-no dindmico’.

Tais fatos impulsionaram o desenvolvimento de novas
tecnologias para o estudo deste conjunto de proteinas
expressas. Estas ferramentas, passaram entdo, a ser
denominadas instrumentos da “Protedmica”, revolu-
cionando a Biologia e inaugurando uma nova forma
de fazer ciéncia, a “Ciéncia dirigida para a descoberta”
(Discovery-driven Science), em contraposicao a “Cién-
cia dirigida por hipotese” (Hypothesis-driven Science),
forma cléssica do fazer ciéncia®.

Dentre as ferramentas protedmicas utilizadas, a estra-
tégia classica tem sido separar e quantificar as protei-
nas de uma amostra (célula, tecido ou fluido) por eletro-
forese bidimensional (2D)° e posteriormente, identificar
cada uma das proteinas empregando espectrometria
de massa (MS)'°.

O objetivo deste estudo foi empregar estas técnicas
protedmicas para verificar a expressao diferencial de
proteinas em soro de pacientes com sepse, compara-
do-o com controles saudaveis.

METODO

Ap6s aprovagdo pela Comissdo de Etica do Hospital
de Forca Aérea do Galedo (HFAG) e assinatura de con-
sentimento livre e esclarecido pelo proprio paciente ou
seu responsavel legal, amostras de soro de 30 pacien-
tes com diagnéstico de sepse'' admitidos para trata-
mento na UTl do HFAG e de 30 controles saudaveis
(Tabela 1), foram colhidas e estocadas a -80° C. Além
das amostras individuais, foi constituido 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 esta descrito na figura 1. Eletro-
forese 2D, revelacdo e andlise de imagem: apds do-
sagem de proteinas nas amostras (quimica seca/biu-
reto/Vitros/JJ), 1000 ug de proteinas (cerca de 16 pL
de soro para os casos de sepse) foram diluidos no
tampao de re-hidratacao (1,25 mL uréia 9,5M, 0,03 g
[(8-Cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propane-
sulfonate (CHAPS) 2%, 0,015 g dithiothreitol (DTT)
1%, 0,03 mL buffer IPG 2% 3-10 néo linear, 0,0012
mL de solugdo de azul de bromofenol 1% / Tris e
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Figura 1 — Apds Coleta das Amostras, Sequéncia de Eventos
Utilizados na Proteémica

134 pL de agua MilliQ) para um volume final de 350
pL. Materiais insoluveis foram removidos por centri-
fugacao por 5 min a 14.000 rpm. A amostra foi incu-
bada por 30 min e levada para re-hidratacdo ativa
na tira de focalizacéo isoelétrica de 18 cm x 3 mm
com gradiente de pH imobilizado (IPG gel strip) de
faixa de pH de 3 a 10, nao linear, por 12 horas a 60
volts no equipamento Ettan™ IPGPhor™ (GE-Health-
care) e focalizada com o seguinte programa: IEF 20°
C 50 pA/strip e varios ciclos seqlienciais até atin-
gir 80.000Vhs totais. Apds a focalizagao (12 dimen-
sdo), as tiras de gel IPG eram seladas em plastico
e estocadas -80° C. Antes de proceder a segunda
dimensao, cada tira foi equilibrada em presenca de
SDS e submetida a redugdo com 100 mg de DTT
por 20 minutos e, em seguida, alquilada com 250 mg
de IAA em solucédo de equilibrio (uréia 6 M, 30% de
glicerol, 2% sodium dodecy! sulfate (SDS) e Tris-HCI
0,05 M, pH 8,8) por 20 minutos. Em seguida, a tira
foi transferida para um gel de poliacrilamida homo-
géneo de 12,5%, selada com agarose (low melting
0.5%) e submetida a segunda dimensé&o no sistema
SDS-PAGE Etamm DALTsix (GE-healthcare) sistema
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vertical a 20° C - 2,5 W/ gel por 45 minutos e 100 W
até completar a corrida, em solucédo 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 solugdo a 1% de
azul de Coomassie R-250 ' e descorado em metanol:
acido acético:agua (40:10:50 v/v) em 3 lavagens de 30
minutos e deixados por 12 horas em solugcao de acido
acético a 5% em agua até a revelagdo das manchas
(spots), e, que, a principio, cada spot corresponde a
uma Uunica espécie de cadeia polipeptidica. Os géis
foram digitalizados utilizando-se o programa Labscan
v3.0 (Amershan Bioscience) no Umax scanner com
sistema integrado de transparéncia. Apos este passo,
os géis foram guardados em solugao de acido acético
a 5% em plastico selado. As imagens foram analisa-
das no programa ImageMaster 2D Platinum (Amer-
sham Biosciences) por uma combinacao de deteccao
automatica dos spots feita pelo programa e deteccao
manual. Intensidade, volume e saliéncia dos spots
(grande, pequeno, intenso, fraco) sao inicialmente
observados em area delimitada do gel (preview mode)
e os parametros modificados, para melhor visualiza-
c¢ao dos spots, antes de sua deteccao final (nUmero
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
comparacgao entre géis foi feita de forma automatica
depois de identificar varios pontos de referéncia nos
géis. O software permite localizar, quantificar e fazer
matching dos spots de proteinas entre os géis. Para
a determinacdo da quantidade relativa de cada spot
foi usado o método de normalizagcao 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 area, volume, volume
normalizado (% de cada spot), intensidade normali-
zada (% de cada spot), background e os valores ex-
perimentais do pl da 12 dimensédo e massa molecular
da 22 dimensao de todos os spots (pl e MW tedricos),
permitindo a comparacdo com os dados obtidos de
outros géis, a quantidade relativa de cada proteina e
identificando os spots diferenciais.

Processamento dos spots para espectrometria de mas-
sa: os spots selecionados, foram manualmente excisa-
dos, cortados em pedacos de 1 mm3, descorados em
solugéo de NH,HCO, 50 mM / acetonitrila (1:1) em trés
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lavagens de 30 minutos e desidratados com acetoni-
trila (100%) por 5 minutos. O solvente remanescente
foi removido dos pedacos de gel por centrifugacao a
vacuo no Speed Vac (Savant). As proteinas foram re-
hidratadas no gelo por 15 minutos, em 15 pL de so-
lucdo de bicarbonato de aménio 25 mM contendo 0,2
ug de tripsina "sequence-grade” modificada (Prome-
ga, Madison WI, USA). Pedacos do gel foram cobertos
com 20 pL do tampéo e a digestao (in-gel) realizada a
37° C em banho por 16 horas (overnight). Em segui-
da os peptideos foram extraidos do gel com solugéo
(50%) acetonitrila (45%) e acido trifluoroacético (5%)
em agua e concentrados, até um volume de aproxi-
madamente 5 yL, por centrifugacao a vacuo no Speed
Vac (Savant)'®.

Espectrometria de massa: feita a co-cristalizac&do da
mistura de peptideos da digestéo triptica (300 nL) e
solucdo saturada de acido a-ciano-4-hidroxicinami-
co (matriz) em 50% (v/v) de acetonitrila / 0,3% de
acido trifluoroacético (300 nL) com a aplicagcédo na
placa de MALDI e secagem em temperatura ambien-
te antes da analise no espectrometro de massa. Os
espectros de massa foram obtidos usando-se o equi-
pamento ABI 4700 TOF/TOF (Applied Biosystems)
onde ocorreu a ionizacdo por desorgcao a laser auxi-
liada por matrix e analise por tempo de v6o. Laser de
nitrogénio (337 nm) foi usado para irradiar a amostra.
Os espectros foram obtidos no modo refletor com
variagdes de massa entre 950-3500 m/z e para frag-
mentos entre 60-20Da de ions parentais. O modo de
calibracéo default foi feito antes do uso, da seguinte
forma: alinhando-se a placa e com mistura calibrante
de peptideos, que, consistia de des-Arg'-Bradykinin,
Angiostensin |, Glu'-fribinopeptide B, Neurotensin,
ACTH (1-17) and ACTH (18-39) de Sequazyme Pepti-
de Mass Standards (ABI); para fragmentos, o padréo
usado foram fragmentos de Angiostensin I. Foram
necessarios 4 peptideos para matching minimo, 0,5
m/z de erro e 10 ppm de desvio para o peptideo.
Para a analise MS/MS, 5 fragmentos foram necessa-
rios para matching minimo, usando 0,05 m/z erro. As
analises foram feitas em modo automatico para fazer
o modo MS, escolhendo os 6 peptideos mais inten-
sos, procedendo entdo, a analise MS/MS de cada
amostra.

Pesquisa no banco de dados: os espectros provenien-
tes de anadlises combinadas (MS+MS/MS) foram filtra-
dos pela relacao sinal / ruido dos picos, que foi de 20
para os dados de MS e 10 para MS/MS, e, levados a
busca para comparagao por homologia de massa de
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peptideo e seqliéncia de aminoacidos em bancos de
dados de proteinas ndo redundantes do NCBI (/www.
ncbi.nim.nih.gov/ NCBInr) localmente instalado, de
proteinas humanas (Homo Sapiens), empregando o
software da interface MASCOT (www.matrixscience.
com), que utiliza algoritmo para testar a significancia
estatistica das identificacdes. Nas buscas, foram in-
cluidos os seguintes parametros junto ao MASCOT:
carga dos peptideos protonados +, tolerancia maxima
permitida de erro na massa 50 ppm, tolerancia para
MS/MS +/- 0,2 Da, sendo aceita as modificagdes dos
residuos de cisteina reduzidos e alquilados com io-
doacetamida para carbamidometilacdo, e a oxidacao
da metionina, que ocorre comumente nos residuos da
metionina durante a SDS-PAGE. Foi utilizado o progra-
ma GPS Explorer™ (Applied Biosystems) onde os ar-
quivos txt gerados no espectrémetro, que continha as
massas dos picos monoisotépicos de MS e MS/MS,
foram processados e submetidos conjuntamente a in-
terface MASCOT, gerando relatérios com os resultados
das identificacbes. As massas do peptideo full foram
consideradas para a confianga dos matches. Conside-
radas positivas as identificagdes onde pelo menos 5
peptideos foram encontrados e na maioria das vezes
as identificagdes confirmadas com dados de MS/MS
de pelo menos 2 peptideos por proteina; nestes casos
um espectro de MS/MS foi escolhido e analisado vi-
sualmente para confirmar a seqiiéncia. Em ambos os
casos os valores de jon score (minimo de 30) e protein
score (minimo de 60) foram levados em consideracao
como valores estatisticos para identificagao. Foi utiliza-
do, também, o programa MS-BLAST, para buscas no
caso de identificagdes duvidosas por seqlienciamento
de novo. No programa MS-BLAST foram feitas inter-
pretacdes automaticas dos espectros de MS/MS uti-
lizando-se o programa De Novo sequence™ (Applied
Biosystems)'17.

RESULTADOS

Os controles tinham meédia de idade menor que os
pacientes com sepse. Os niveis de proteinas séricas
estavam menores nos pacientes com sepse compa-
rados aos controles (Tabela 1). As caracteristicas dos
pacientes com sepse, relacionadas a: mortalidade;
APACHE II; SOFA e tempo de internacao, estao des-
critos tabela 1.

Gel 2D tipico do controle, com aplicacao de 1000 ug
de proteinas, em gel de 12,5% na faixa de pH 3-10NL,
com cerca de 700 spots corados e visualizados por
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Tabela 1 - Caracteristicas dos Pacientes com Sepse e Controles Saudaveis.

Caracteristicas Pacientes com Sepse

Controles Saudaveis

70 (18 - 89) anos

32 (18 - 56) anos

Idade (média/variagéo)
Masculino / Feminino (n/%)

14 /16 (46,66% / 53,33%)

15/ 15 (50% / 50%)

Tempo de internagéo na UTI (média/variagao) 14 (8-28) dias

Mortalidade — 28 dias (n/%) 15 /30 (50%)

APACHE Il (média/variacao) 22 (18 - 26)

SOFA no 1° dia diagndstico sepse (média/variagao) 6(4-9)

Proteinas séricas 6 + 0,6 g/dL 7 +0,4 g/dL
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Figura 2 — Gel Bidimensional do Controle.
Aplicados 1000 pg de proteinas, IEF (pH 3-10 NL), SDS-PAGE-Dalt a 12,5%.
Revelagdo dos spots com azul de Coomassie.

Coomassie R-250 esta ilustrado na figura 2; as ima-
gens 2D de outros géis de controles foram similares
(dados nao mostrados).

Imagem representativa do mapa proteémico de pa-
ciente com sepse por gram-positivo, com aplicacao
de 1000pg de proteinas, em gel de 12,5% na faixa
de pH 3-10NL, com cerca de 711 spots corados e
visualizados por Coomassie R-250 esta demonstrado
na figura 3; as imagens 2D de outros géis de sepse
mostraram semelhancas (dados ndo mostrados). Os
géis obtidos (sepse e controle) foram portanto, re-
produtiveis. Para andlise comparativa das imagens,
foi utilizado o programa ImageMaster 2D Platinum
(Amersham Biosciences), e, apds processamento da
lista de todos os spots (dados ndo mostrados), foram
evidenciados varios spots diferencialmente expressos
entre os géis dos pacientes com sepse em relagcédo ao
controle: proteinas expressadas em apenas um dos
géis e proteinas expressadas em ambos os géis, po-
rém com diferencas quantitativas para maior ou me-
nor, sendo alguns selecionados para a excisao, diges-
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Figura 3 — Gel Bidimensional de Paciente com Sepse por Gram-

Positivo.

Assinalados os spots excisados e ID (os numeros tém relagdo com outros géis
que foram comparados). Aplicados 1000 pg de proteinas, IEF (pH 3-10 NL),
SDS-PAGE-Dalt a 12,5%.

Revelagéo dos spots com azul de Coomassie.

tao e identificacdo por espectrometria de massa.
Foram processados 22 spots diferenciais, com as
proteinas sendo identificadas 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 disponivel na Internet, para identificagéo das
proteinas. Nos casos onde foram identificadas pro-
teinas com a seqliéncia completa, o pl e massa mo-
lecular tedricos, de modo geral, coincidiam, com pe-
quenos desvios, com a localizagdo da proteina no gel
2D. Os desvios encontrados (cerca de 10 kDa) podem
ser explicados por erros inerentes a técnica ou por
modificagdes pds-traducionais, que nao sdo conside-
radas para o calculo tedrico das massas. Em relacéo
as identificagdes das proteinas no MALDI-TOF-TOF, a
figura 4 mostra, como exemplo, o espectro obtido de
MS/MS do spot 673.

Encontrou-se expresséao diferencial de varias proteinas
como: precursor Orosomucoide 1 (glicoproteina acida
alfa-1), Apolipoproteina A-IV, precursor Apolipoproteina
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4700 MSMS Precursor 1762.89 Spec #1 MC[BF = 4482 6316]
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Figura 4 — Espectro Referente ao Spot 673 Mostrando a Analise
por MS/MS do Precursor Selecionado (1762.89) apds ser Frag-
mentado na Camara de Coliséo.

A-IV, precursor Haptoglobina, Haptoglobina, proteina
Zinc finger, Amildide sérico A-1, Transtiretina, Nebulin,
Complemento C4, Alfal-Antitripsina, produto protéico
ndo nominado (tabela 2) e outros. A tabela 2 mostra a
lista das identificacbes com o numero do spot, protein
score, ion score, melhor seqiiéncia de peptideos, nu-
mero de entrada no NCBI da proteina que aparecia no
primeiro hit quando a sequéncia do cluster foi subme-
tida ao programa BLAST-p para determinagéo da simi-
laridade com seqUiéncias no banco de dados, nome da
proteina e funcéo.

Tabela 2 - Identificagdo com o Numero do Spot, Protein Score, lon Score, Melhor Seqléncia de Peptideos, Numero de Entrada no

Banco de Dados, Nome da Proteina e Funcéo.

Spot n° Protein  Total lon Sequences of all Identified ID (NCBI) Protein Description Function
Score Score Peptides Best
673 302 245 YVGGQEHFAHLLILR gil20070760 Orosomucoid 1, precursor Binding protein
[Homo sapiens]
1030 133 52 THLAPYSDELR gij178775 Proapolipoprotein Innate immunity
722 104 63 SPVGVQPILNEHTFCAG-  @i|34785974 HP protein [Homo sapiens] Scavenger
MSK
724 130 94 YVMLPVADQDQCIR gi|34785974 HP protein [Homo sapiens] Scavenger
1150 243 187 SPVGVQPILNEHTFCAG- HP protein [Homo sapiens] Scavenger
MSK 0i|34785974
740 208 46 SLAELGGHLDQQVEEFR gi[178779 Apolipoprotein A-1V precursor Innate immunity
744 164 110 VMPICLPSKDYAEVGR gi|34785974 HP protein [Homo sapiens] Scavenger
759 163 106 YVMLPVADQDQCIR 0i|34785974 haptoglobin Scavenger
488 421 262 FLENEDRR gi|[1942629 Alpha1-Antitrypsin Protease inhibitor
1037 204 127 DEPPQSPWDR gi[229513 Protein,lipid binding Al Innate immunity
1074 203 178 LPECEADDG- gi[223976 Haptoglobin Hp2 Scavenger
CPKPPEIAHGYVEHSVR
624 204 123 SGTASVVCLLNNFYPR gi|10835794 Chain C, Crystal Structure Of Host defense
The Fab Fragment Of A Human
Monoclonal Igm Cold Agglutinin
987 192 143 VYACEVTHQGLSSPVTK  gil45501244 IGKC protein [Homo sapiens] Host defense
1081 52 VFSVFSVLTKHK gi|39645637 Zinc finger protein 273 [Homo Transcription
sapiens] factor
1027 268 204 FFGHGAEDSLADQAA- gil49457476 SAAT [Homo sapiens] Scavenger
NEWGR
1097 51 13 YEELQVTAGR gil34069 Unnamed protein product
[Homo sapiens]
1098 110 60 YEELQVTAGR gil34069 Unnamed protein product
[Homo sapiens]
1076 90 58 ALGISPFHEHAEVVFTAN-  gi|14719498 Chain B, Transthyretin Thr- Protein carrier
DSGPR 119met Protein Stabilisation
1080 250 162 AVGDKLPECEAVCGKPK gi[223976 Haptoglobin Hp2 Scavenger
851 89 60 LQNEREYR gil4758794 Nebulin [Homo sapiens]
1024 180 122 TPNIVVRFGDR gi[1498586 Immunoglobulin heavy chain Host defense
variable region [Homo sapiens]
869 123 92 VEYGFQVK gil20141171 C4 complement Complement
component
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DISCUSSAO

Novas tecnologias para deteccdo da sepse nos esta-
gios iniciais e estratificagdo dos pacientes sao urgen-
temente necessarias. A analise das proteinas do soro/
plasma para pesquisa de novos biomarcadores em
doencas tem sido utilizada ha anos, porém, para estu-
dar o conjunto das proteinas expressas deve-se utilizar
as ferramentas protedmicas’®. 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
identificar padrbes de expressao de proteinas diferen-
ciais, para melhor entender os mecanismos patogéni-
cos da sepse. A andlise do proteoma com ferramentas
de alto desempenho, onde milhares de proteinas sao
analisadas em unico experimento, exige qualidade em
todas as fases do processo (separacao, quantificacao,
digestao, identificagdo) para que conclusbes possam
ser obtidas. Os géis foram bastante reprodutiveis, com
padrdo de expressao protéica distinto dos controles.
A espectrometria de massa MALDI-TOF-TOF mostrou-
se um meétodo rapido e eficiente na identificagcdo de
proteinas principalmente utilizando-se a busca conjun-
ta de dados de MS e MS/MS de cada spot.

No estudo, a maioria das proteinas identificadas é de
alta abundancia e caracteristicas de reacdo de fase
aguda. Qual o significado destas identificagoes? De
um papel secundario, apenas como indicador inespe-
cifico da reacdo inflamatdria, até um pdlo oposto, atu-
ando como mediador dos mecanismos patogénicos da
sepse, tudo depende do avanco da ciéncia relaciona-
do a estas proteinas. Alguns estudos apontam neste
sentido, como: a neutralizagdo do LPS em humanos,
por peptideo derivado de aminoacidos entre 27 e 39,
do amildide sérico A (SAA) (proteina com 104 aminoa-
cidos, filogenéticamente conservada (200 milhdes de
anos))'®; a antagonizacdo seletiva dos efeitos in vitro
do LPS, suprimindo a producédo de TNFa, modulando
a resposta inflamatdria, a ativacdo do monécito, prote-
gendo camundongos dos efeitos induzidos pela endo-
toxina, com a haptoglobina®; a relagao entre os niveis
do sCD163, um indicador da ativagdo de macrofagos,
ativado pelo complexo haptoglobina-hemoglobina, de-
terminando fendtipo antiinflamatério no macrofago; e,
os niveis deste receptor soluvel, quando elevados, séo
relacionados com elevada mortalidade nos pacientes
com sepse por pneumonia pneumococica abaixo dos
75 anos?'; a expressao de mRNA alta e temporaria em
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granulos de neutrdéfilos, provavelmente servem como
origem primaria e local da proteina alfa 1 acido glico-
proteina (AGP) (orosomucdide) no local de lesdo / infec-
¢a0?; a possibilidade da AGP modificar diretamente a
resposta da célula endotelial, mantendo sua fungéo de
barreira, reduzindo a formacao de edema, acumulo de
neutrofilos e peroxidacao de lipideos, apds sua adicédo
em fluido de reanimacéo para tratamento de choque,
prevenindo a lesdo capilar®®; a estabilizagcdo do com-
plexo com o inibidor do ativador do plasminogénio 1
(PAI-1), apds interacdo com a AGP, estabilizando sua
conformacao?®4; a administragdo de AGP previamente
e apo6s dose letal de B. anthracis teve efeito protetor
em estudo experimental em animais, interferindo nas
concentragdes de interferon gama e TNFo?. A signifi-
cancia destes estudos, mostrando uma visdo distinta
para estas proteinas, pode trazer novas luzes na pato-
génese da sepse.

Encontrou-se expressao diferencial de lipoproteinas e
o0 papel destas proteinas tem merecido destaque na
sepse. A Apolipopoteina A-1 (apoA-1) é uma proteina
constituinte do HDL e interage com a proteina de li-
gacdo ao LPS, a LBP. A LBP circula no plasma asso-
ciada com a ApoA-1 e modula a ligagao do LPS ao
HDL, atuando como co-fator na neutralizagao do LPS.
LBP tem papel na ligagdo do LPS ao CD14, o receptor
para o LPS presente em varias células do sistema imu-
ne (mondcitos, macréfagos e neutréfilos), mediando a
ativacéo destas células. LBP, CD14, HDL e ApoA-1 tém
papel crucial no balango entre neutralizagdo do LPS e
ativacado imune. Outra proteina que pode se associar ao
HDL é o SAA, que desloca a apoA-1 e torna-se a apoli-
poproteina predominante do HDL, causando sua remo-
delacao (HDL3 para HDL2). Proteinas de transferéncia
de lipideos podem aumentar a captacdo de LPS pelo
HDL, podendo o SAA redirecionar o LPS/neutralizado/
HDL da via de ativagdo do CD14 em macréfago, para
o figado, com rapida depuragao, levando a diminuigcédo
dos niveis de HDL e sua capacidade de neutralizagdo
do LPS durante a reacdo de fase aguda, desta forma
perpetuando a resposta inflamatéria sistémica, contri-
buindo para a faléncia de 6rgaos e 6bito dos pacien-
tes?. A hipocolesterolemia é associada com aumento
da morbidade e mortalidade na sepse, tendo os por-
tadores do polimorfismo ApoE apresentado aumento
da mortalidade na sepse?’. Um aumento da proporcéo
de proapolipoproteina A-1 (proapoA-1) em relacado a
apoA-1 pode ocorrer em processos inflamatérios, com
o figado participando deste processo®. A converséo
de proapoA-1 em apoA-1 é um processo lento media-
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do por enzima dependente de calcio e magnésio pre-
sente na superficie de particulas de lipoproteinas, célu-
las endoteliais e hepaticas®®. Revisao recente discutiu a
neutralizacdo do LPS pelas lipoproteinas e seus exatos
mecanismos, ainda desconhecidos, e que a modula-
¢ao do seu metabolismo pode ter papel importante na
resposta inflamatdria na sepse. Que as lipoproteinas
sao implicadas na imunidade inata, reduzindo a res-
posta de citocinas e mortalidade em modelos animais
de sepse, porém ainda nao sendo identificada relagcédo
entre pacientes sobreviventes e nao-sobreviventes e
seus niveis®. Neste estudo, as lipoproteinas também
apresentavam expressao diferencial nos casos de sep-
se, com expressdao menor no caso da apoA-IV e ex-
pressdo maior na sua forma de precursor.

Outras publicagdes, com a protedmica, descrevem a
expressdo de proteinas em modelos de inducéo de
sepse e para diagndstico de infecgdes. Apds estimulo
de neutréfilos humanos por LPS, observou-se a analise
da transcricao génica e expressao protéica. A analise
protedmica revelou moduladores da inflamagao, molé-
culas de sinalizagdo e proteinas do citoesqueleto, ha-
vendo pouca concordancia entre o transcriptoma e as
proteinas expressadas. Os autores concluiram que os
resultados confirmaram a teoria, que “as proteinas re-
guladas pelo LPS identificadas por PMF (peptide mass
fingerprint) tem concordancia pobre com o encontrado
ao nivel de “mRNA"3'%2, Apds provocar lesao térmica
(20%) e administragcdo de endotoxina em camundon-
gos, comparando com controles normais, géis com pH
3-8 foram separados e corados com SYPRO Ruby. Os
peptideos tripticos analisados levaram a identificacdo
de 38 produtos génicos diferenciais, desde proteinas
de fase aguda, como haptoglobina, amildide sérico A e
P e também proteinas nao descritas no mapa humano
e do camundongo, como o receptor do fator de cres-
cimento epidérmico. A andlise de imagem revelou dife-
rencas na expressao de proteinas inflamatérias depen-
dendo do estimulo, lesdo térmica ou LPS, sugerindo
que o SAA possa diferenciar os estimulos inflamaté-
rios%. Apos inducao de sepse por CLP em camundon-
gos e observou-se a expressao de proteinas apés 4 e
24 horas do inicio da sepse, encontrando, apés 24 h,
spots diferenciais em 2D, que, identificados por MS re-
velaram ser proteinas como apoliproteinas, transtireti-
na, alfa-1 antitripsina, hemopexina, plasminogénio en-
tre outras também de reacao de fase aguda®. Formas
truncadas da alfa-1 antitripsina (TF-alpha(1)-AT) estao
aumentadas em pacientes com SARS, e, seu nivel foi
correlacionado com outros parametros clinico-patolé-
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gicos. O aumento pode ser resultado da degradacéo
da alfa-1 antitripsina, que tem papel importante na fun-
¢ao pulmonar, e, sua degradacdo pode ser um fator
na patogénese da SARS, indicando que seu aumento
pode ser terapeuticamente relevante e marcador biolo-
gico util para o diagndstico da SARS®*. Embora muitas
das identificacdes encontradas neste estudo ja tenham
sido previamente descritas, todas foram em modelos
experimentais de inducdo de sepse e nao em pacien-
tes com sepse.

Pode-se concluir que a ocorréncia de sepse determina
nos pacientes a expressao de padrao protéico tipico,
que foi identificada por tecnologia que permite a ana-
lise em larga escala de proteinas, a protedmica. Cabe
ressaltar que, apesar de encontrar-se expressao dife-
rencial de algumas proteinas, néo foi possivel identifi-
car, até o momento, conjunto de proteinas expressas
que possa ser considerado Unico de um tipo especifico
de sepse, com os géis obtidos. A protedbmica se apre-
senta como opc¢ao para estudo da expressao protéica
na sepse e pode trazer subsidios para a identificacédo
de novos biomarcadores, perfil de espectro tipico,
construcao de painel de proteinas diagnéstico e novos
alvos para intervencao terapéutica. Esta é a primeira
descricdo, com a protedbmica, das alteracbes em pa-
cientes sépticos.
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