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não ignorando as limitações, de sua arte; orgulho no 
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RESUMO 
ESTUDO DO PROTEOMA SÉRICO NA SEPSE 
 
Rita de Cássia Vianna de Azevedo 
 
Orientadores: Prof. Dr. Cid Marcos Nascimento David 
Prof. Dr. Gilberto Barbosa Domont 
 
Resumo da Dissertação de Mestrado submetida ao Programa de Pós-
Graduação em Medicina (Clínica Médica), Faculdade de Medicina, da Universidade 
Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessários à 
obtenção do título de Mestre em Medicina (Clínica Médica - Terapia Intensiva). 
 
O termo sepse representa a resposta inflamatória sistêmica à presença de 
infecção que resulta na desregulação da expressão gênica. Os marcadores 
genéticos, pela constância do genoma nas células do organismo, só revelam o 
genótipo do indivíduo, não sendo afetados pelos processos biológicos decorrentes 
da ação do ambiente, estes expressos nas proteínas. Os mecanismos moleculares 
que governam a função celular são determinados pela estrutura e função dessas 
proteínas derivadas do genoma, o proteoma. As variações na clivagem do RNA e/ou 
modificações pós-traducionais tornam o proteoma de um indivíduo muitas vezes 
maior e mais complexo que seu genoma correspondente. Modificações na 
quantidade das proteínas com o tempo somadas às alterações provocadas pelo 
meio ambiente fazem-no dinâmico
. 
Para que seja possível compreender o 
funcionamento da célula é necessário o conhecimento dessas proteínas, como elas 
interagem e qual o resultado dessa interação. O estudo e caracterização dessas 
proteínas através da proteômica - ciência que estuda o conjunto de proteínas 
codificadas pelo genoma - torna-se imprescindível para a elucidação do mecanismo 
de desenvolvimento das doenças. Apesar dos avanços em diversos setores da 
medicina nos últimos anos, a incidência de sepse vem crescendo constituindo-se a 
principal causa de morte em unidades de tratamento intensivo não-coronarianos. 
Apesar do papel fundamental que desempenham na patologia da sepse, o proteoma 
e os mecanismos moleculares por ele governados foram escassamente estudados e 
muito pouco compreendidos nos raros estudos até o momento realizados. Este 
trabalho soma esforços aos já empreendidos nessa área visando à elucidação de 
novas descobertas no campo da proteômica funcional para melhor compreensão e 
atuação nesta doença tão freqüente e letal. Foram coletadas amostras de soro de 
um paciente séptico em três diferentes fases: sepse, sepse grave e choque séptico, 
durante sua internação na unidade de pacientes críticos. As amostras foram 
analisadas por eletroforese bidimensional usando fitas com gradiente de pH 
imobilizado 3-10 não linear para a primeira dimensão e gel de poliacrilamida 12,5% 
para a segunda dimensão. Foram obtidos géis referentes a cada fase da sepse, que 
foram corados, escaneados e analisados através do programa ImageMaster 
Platinum. Foram encontradas várias proteínas expressas diferencialmente entre os 
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géis, assim como proteínas expressas em apenas duas das três fases estudadas, 
sugerindo a identificação de potenciais biomarcadores. Alguns desses spots foram 
excisados, digeridos com tripsina e identificados através de espectrometria de 
massa. Foi analisada a expressão diferencial de proteínas no soro e os resultados 
demonstraram forte participação das vias do complemento e coagulação, do 
metabolismo lipídico e da informação genética na sepse. Houve identificação de 
várias proteínas envolvidas no sistema imune com importante participação dos 
inibidores de proteases. Através do estudo proteômico da sepse seremos capazes 
de identificar padrão de expressão protéico típico propiciando atuação mais precoce 
e precisa e com a possibilidade de predição dos efeitos terapêuticos. 
 
 
Palavras-chave: gel de eletroforese bidimensional, espectrometria de massa, 
proteômica, sepse. 
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ABSTRACT 
STUDY OF THE SERUM PROTEOME IN SEPSIS 
 
Rita de Cássia Vianna de Azevedo 
 
Orientadores: Prof. Dr. Cid Marcos Nascimento David 
Prof. Dr. Gilberto Barbosa Domont 
 
Abstract da Dissertação de Mestrado submetida ao Programa de Pós-
Graduação em Medicina (Clínica Médica), Faculdade de Medicina, da Universidade 
Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessários à 
obtenção do título de Mestre em Medicina (Clínica Médica - Terapia Intensiva). 
 
The term sepsis represents a systemic inflammatory response to the 
presence of infection that results in the deregulation of gene expression. The genetic 
markers, by the constancy of the genome in the cells of the body, only shows the 
genotype of the individual, not being affected by biological processes resulting from 
the action of the environment, expressed in proteins. The molecular mechanisms that 
govern the functions of the cells are determined by the structure and function of 
these proteins derived from the genome, the proteome. Variations in the cleavage of 
RNA and/or post-tradutional modifications make the proteome of an individual many 
times larger and more complex than their corresponding genome. Changes in the 
quantity of the protein with time added to the changes caused by the environment 
make it dynamic. Understanding the functioning of the cells requires the knowledge 
of these proteins, how they interact and what is the outcome of this interaction. The 
study and characterization of these proteins through proteomics-science that studies 
the set of proteins encoded by the genome- is essential for the elucidation of the 
mechanism of development of diseases. Despite the advances in various sectors of 
medicine in recent years, the incidence of sepsis has grown up as the leading cause 
of death in units of non-coronary intensive care. Despite the key role they play in the 
pathology of sepsis, the proteome and the molecular mechanisms by it ruled were 
sparsely studied and understood in very few studies conducted so far. This study 
sums to the efforts already undertaken in this area aimed at elucidation of new 
discoveries in the field of functional proteomics to better understanding and 
performance in this condition so frequent and lethal. Serum samples were collected 
from a septic patient in 3 stages: sepsis, severe sepsis and septic shock during his 
hospitalization in the intensive care unit. The samples were analyzed by two-
dimensional electrophoresis applied to pH 3-10 nonlinear IPG strips (Immobiline Dry 
Strips pH 3–10 NL, 18 cm, GE Healthcare) for the first dimension and 12, 5% 
nonlinear polyacrylamide gels for the second dimension. Gels were obtained for each 
stage of sepsis, which were stained, scanned and analyzed through the program 
ImageMasterPlatinum. We found several proteins differentially expressed among 
gels, and proteins expressed in only two of the three phases studied, suggesting the 
identification of potential biomarkers. Some of these spots were excised, digested 
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with trypsin and identified through mass spectrometry. It was examined the 
differential expression of proteins in serum and the results showed strong 
participation of the complement and coagulation pathways, of lipid metabolism and 
genetic information in sepsis. There were several proteins identified that were 
involved in the immune system with significant participation of the protease inhibitors. 
Through the proteomic study of sepsis it will possible to identify typical pattern of 
protein expression providing early and accurate performance and with the possibility 
of predicting therapeutic effects 
 
 
Key-words:  bi-dimensional gel electrophoresis, mass spectrometry, proteomics, 
sepsis. 
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[image: alt]1 INTRODUÇÃO - ASPECTOS GERAIS DA SEPSE E 
PROTEÔMICA 
1.1 Sepse 
1.1.1 Definição 
O termo sepse deriva do grego, significando putrefato, pútrido. Acreditava-se 
que a putrefação de uma ferida se dava através do contato com o ar e que a morte 
era decorrente do contato desta putrefação com a corrente sanguínea (septicemia). 
O conceito de infecção como causa de sepse foi introduzido no século XIX por 
Semmelweis, obstetra austríaco e Lister, cirurgião britânico (Fink et al., 2005). Em 
1914, Schottmueller descreveu septicemia como sendo o aparecimento de sinais 
decorrentes da passagem do microorganismo do local da infecção para a corrente 
sanguínea (Schottmueller, 1914). Desde então, grande diversidade de definições 
têm sido aplicadas à sepse, todas intimamente relacionadas à infecção bacteriana. 
Sepse pode ser definida como uma invasão de microorganismos ou de suas toxinas 
à corrente sanguínea associada à resposta do organismo a essa invasão (Cohen, 
2002). A sepse representa, portanto, uma combinação de infecção à resposta 
inflamatória do hospedeiro que poderá levar, em última análise, à disfunção orgânica 
e morte. O entendimento e o reconhecimento do limite entre infecção e sepse é, 
ainda hoje, extremamente difícil; infecção seria o processo relacionado à presença 
de microorganismo e sepse o processo relacionado à resposta do hospedeiro à 




 
 
2
infecção (Bone, 1996; Bone et al., 1997). 
Em 1992 foi publicado o consenso norte-americano realizado pela 
Sociedade de Terapia Intensiva e o Colégio Americano de Médicos do Tórax 
(ACCP/SCCM-  American College of Chest Physicians/Society of Critical Care 
Medicine Consensus Conference: definitions for sepsis and organ failure and 
guidelines for the use of innovative therapies in sepsis, 1992) que abandonou as 
expressões síndrome séptica e septicemia para usar somente sepse. Foi então 
introduzido o termo síndrome de resposta inflamatória sistêmica (SIRS) e redefinidas 
as expressões infecção, bacteremia, sepse grave, choque séptico, hipotensão e 
síndrome de disfunção de múltiplos órgãos (SDOM). Sepse foi definida como a 
síndrome de resposta inflamatória sistêmica (SIRS) causada pela infecção. Abaixo 
podemos observar o quadro1, que define melhor esses termos. 
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Quadro 1  Definições empregadas na descrição de pacientes sépticos 
-Síndrome da resposta 
inflamatória e sistêmica 
(SIRS) 
Duas ou mais das seguintes condições: 
- Temperatura axilar >38° ou < 36° 
- Freqüência cardíaca > 90 batimentos por minuto 
- Freqüência respiratória > 20 incursões 
respiratórias por minuto ou PaCO2< 32 mmHg 
- Leucocitose>12.000 células/mm³ ou leucopenia < 
4.000 células/mm³ou > 10% bastões. 
-Sepse 
SIRS associada à identificação ou suspeita de foco 
infeccioso. É a resposta sistêmica à infecção. 
-Sepse grave 
Sepse associada a manifestações de hipoperfusão 
tecidual e disfunção orgânica, caracterizada por 
acidose lática, oligúria ou alteração do nível de 
consciência, ou hipotensão arterial com pressão 
sistólica menor do que 90 mmHg. Porém, sem a 
necessidade de agentes vasopressores. 
-Choque séptico 
Hipotensão ou hipoperfusão induzido pela sepse 
refratária à ressuscitação volêmica adequada, e 
com subseqüente necessidade de administração de 
agentes vasopressores. 
-Síndrome de Disfunção 
orgânica múltipla (SDOM) 
Caracteriza-se pela alteração na função orgânica 
de forma que a homeostasia não possa ser mantida 
sem intervenção terapêutica. Geralmente são 
utilizados parâmetros de 6 órgãos-chave: pulmonar, 
cardiovascular, renal, hepático, neurológico e 
coagulação. 
 
A sepse compreende a resposta inflamatória aguda ao insulto infeccioso. 
Esta resposta geralmente é regional com a participação de componentes estruturais 
do tecido acometido tais como fibroblastos, histiócitos (macrófagos residentes), 
mastócitos e células endoteliais bem como de células que são arregimentadas para 
o foco da infecção, leucócitos polimorfonucleares (neutrófilos), primeira linha de 
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defesa. O processo inflamatório é, portanto uma resposta tecidual de proteção e 
geralmente restrita ao sítio de agressão. Esta reação inflamatória localizada está 
associada à lesão e morte celular sendo dependente da intensidade e da porta de 
entrada do estímulo agressor. Algumas proteínas liberadas, como as citocinas, 
podem apresentar efeito autócrino (quando a célula-alvo é a própria célula que 
secreta a citocina), efeito parácrino (quando a célula-alvo é vizinha) ou efeito 
endócrino, atuando fora dos limites inflamatórios localizados levando a 
manifestações sistêmicas (Bone, 1997). Estas manifestações guardam relação com 
o grau de necrose tissular (morte celular), que desencadeará a resposta de fase 
aguda do processo inflamatório. Esta fase, em processo ainda autolimitado, 
apresenta envolvimento de alguns órgãos acarretando febre, sonolência, anorexia e 
síntese do hormônio liberador de corticotropina, que controla o hormônio 
adrenocorticotrófico (sistema nervoso), síntese de proteínas plasmáticas e 
antioxidantes (fígado), supressão da eritropoiese e indução de trombocitose (medula 
óssea), aumento na produção de cortisol e norepinefrina (supra-renal). Estas ações 
repercutem no organismo no controle hematopoiético, termodinâmico e na maior 
síntese de proteínas específicas aumentando seu estoque plasmático. À medida que 
este processo se mantém e se desenvolve ocorrem flutuações nos níveis 
plasmáticos destas proteínas (Kushner e Rzewnicki, 1997). 
A resposta de fase aguda pode ser transitória resolvendo o processo ou 
pode se perpetuar paradoxalmente em uma resposta crônica de fase aguda. Com o 
estabelecimento da sepse, o organismo perde sua capacidade de controle da 
resposta inflamatória sendo afrontado com os mesmos mediadores integrantes desta 
resposta. No desenrolar deste processo dois mecanismos se opõem: um pró-
inflamatório e outro imunoregulatório. Quando ocorre desequilíbrio entre estas duas 
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respostas com a sobreposição de uma sobre a outra pode sobrevir o acometimento 
de diferentes sistemas orgânicos gerando a síndrome de disfunção orgânica múltipla 
(SDOM). A resposta inflamatória sistêmica exacerbada associada à hipóxia tecidual 
e lesão tecidual resultante da agressão de proteases, radicais livres de oxigênio, 
necrose e apoptose provocam disfunção e por último, falência orgânica (Koch et al., 
2001). 
A avaliação do estágio da sepse é importante para a correta abordagem 
terapêutica. O escore SOFA (sequential organ failure assessment) é habitualmente 
empregado para registrar as variações de disfunção orgânica em pacientes graves, 
quantificando o grau de disfunção. Deve ser realizado diariamente (Takala et al., 
2002). O escore APACHE II (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation) é um 
índice prognóstico que avalia 12 variáveis e para cada valor encontrado há uma 
pontuação. Deve-se considerar o pior valor das primeiras vinte e quatro horas. 
Mas, quais eventos bioquímicos induzem à sepse? Quais critérios 
bioquímicos podem orientar a classificação dos pacientes sépticos e monitorar o 
desenvolvimento da sepse? Vários eventos de sinalização são imediatamente 
evidentes durante as respostas iniciais à sepse, sendo especialmente verdadeiro 
para as citocinas. A interação complexa entre citocinas e moléculas neutralizadoras 
de citocinas provavelmente determina a apresentação clínica e o curso da sepse 
(Hopf, 2003). 
É imperativa a compreensão detalhada das vias de transdução de sinais na 
sepse, de como estes componentes interagem entre eles causando o estado 
séptico. Através da identificação de nós críticos ou interseção nestas vias 
responsáveis pela manutenção da desregulação fisiológica na sepse ou da evolução 
da resposta inflamatória para falência orgânica múltipla seremos capazes de  
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alcançar a compreensão do processo séptico. Através da mensuração de vários 
eventos moleculares simultaneamente e da integração destes dados através de 
computadores seremos capazes de deduzir modelos matemáticos de redes de 
sinalização complexas identificando junções críticas que resultam na patologia 
molecular da sepse. 
1.1.2  Epidemiologia da sepse 
Apesar dos avanços em diversos setores da medicina nos últimos anos, a 
incidência de sepse vem crescendo e a mortalidade apresentou somente diminuta 
redução em sua taxa ocorrendo em todas as idades e sendo freqüente (Abraham et 
al., 2000; Alberti et al., 2002). É a 10ª causa de morte no relatório da CDC (Centers 
for Disease Control and Prevention) ultrapassando as taxas alcançadas pelo 
somatório das neoplasias de mama, pâncreas, colorretal e próstata (Angus et al., 
2001). No mundo ocorrem em torno de 18 milhões de casos de sepse grave por ano. 
No Brasil nos centros de tratamento intensivo 16,7% dos pacientes apresentam 
sepse, com letalidade média de 46,6% sendo 34,4% para sepse grave e 65,3%para 
choque séptico (Andrade et al., 2006). Estudo prospectivo multicêntrico 
observacional realizado na Europa para avaliar a epidemiologia da sepse -The 
SOAP study, 2006- (Vincent et al., 2006) com 3.147 pacientes observou que a taxa 
de mortalidade em pacientes sépticos é maior que em não-sépticos (27% e 14% 
respectivamente) e a mortalidade de pacientes com sepse grave foi 32,2% e de 
choque séptico 54,1% nos centros de tratamento intensivo. Alberti e colaboradores 
(2002) examinaram 14.364 pacientes em seis países europeus e Canadá tendo sido 
detectados 4.500 episódios de sepse documentados e taxa de mortalidade 
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hospitalar de 16.9% para pacientes sem episódios de infecção e 53.6% para aqueles 
com repetidos cursos infecciosos durante permanência no CTI. 
Sepse é a principal causa de morte em unidades de tratamento intensivo 
não-coronarianas, podendo ocorrer em qualquer idade (maior incidência nos mais 
idosos), gênero (5% a mais nos homens) e associado a qualquer processo 
infeccioso, sendo responsável por mais de 200.000 mortes por ano nos Estados 
Unidos da América (EUA). Com a crescente incidência de sepse grave e choque 
séptico nos últimos 20 anos, o número de casos ao ano atualmente oscila entre 500 
a 750.000. Angus e colaboradores (2001) analisaram 6 milhões de prontuários 
médicos em sete estados nos EUA e estimaram que ocorra em torno de 751.000 
casos de sepse grave anualmente nos EUA, com taxa de mortalidade de 28,6%. 
Esse aumento pode ser decorrente do uso indiscriminado de antimicrobianos e 
conseqüente resistência microbiana, cateteres de longa permanência, uso de 
dispositivos de ventilação mecânica, depressão da imunocompetência pelo uso de 
glicocorticóides e na AIDS, envelhecimento populacional e longevidade de pacientes 
com doenças crônicas (Kasper et al., 2006). 
1.1.3  Fisiopatologia da sepse
 
A sepse se caracteriza por perda do equilíbrio hemostático e disfunção 
endotelial resultando em comprometimento cardiocirculatório e da homeostasia 
celular. Em conseqüência ocorre hipóxia celular, necrose e apoptose (morte celular 
programada), responsáveis pela disfunção orgânica e morte. Para que ocorra sepse 
é necessário que exista infecção, que pode ser induzida por bactérias, fungos, 
parasitas e vírus. A SIRS é a via final comum desse processo, mas a via de 
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transdução de sinais da infecção para o hospedeiro difere de acordo com o estímulo 
microbiano (Kasper et al., 2006). 
O modelo de sepse, atualmente aceito, envolve primeiramente a ativação da 
resposta imune inata com menor contribuição por parte da resposta imune 
adaptativa. As células epiteliais, macrófagos e células endoteliais através de 
receptores de reconhecimento de padrões detectam produtos bacterianos como 
lipopolissacarídeos iniciando resposta que vai desde a sinalização de perigo até 
“tempestade de citocinas” (Morrison e Ulevitch, 1978; Matzinger, 2002). Dentre os 
componentes moleculares desta resposta estão o TNF, óxido nítrico (NO), IL-1, IL-
12, IL-18, interferon-gama (IFN-γ), IL-6 e IL-8 que atuando conjuntamente iniciam e 
direcionam a resposta pró-inflamatória sistêmica à infecção (Glauser et al., 1991; 
Akira et al., 2001). 
1.1.4  Contribuições do sistema imune inato 
A resposta pró-inflamatória precoce tem os neutrófilos como células efetoras 
primárias. Estas células são ativadas por produtos das bactérias, fragmentos de 
complemento (C5a) ou produtos liberados pelas células (plaquetas, outros 
neutrófilos, monócitos/macrófagos, células endoteliais) dentre eles leucotrienos, fator 
ativador de plaquetas, IFN-γ, TNF-α, IL-8 e fator estimulador da colônia de 
granulócitos. Os neutrófilos ativados rapidamente se movem para o sítio de infecção 
e removem os agentes agressores com a combinação de fagocitose e degranulação, 
em um processo que pode envolver danos aos tecidos do hospedeiro. Os neutrófilos 
liberam uma série de efetores moleculares que medeiam tanto a defesa quanto a 
agressão ao organismo. O principal mecanismo de combate às bactérias empregado 
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pelos neutrófilos é através da enzima nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato 
(NADPH) oxidase, que produz metabólitos tóxicos de oxigênio diretamente letais aos 
microorganismos (DeLeo e Quinn, 1996). A produção excessiva destes metabólitos 
tóxicos de oxigênio parece ser responsável por diversos aspectos da lesão tissular 
na disfunção de múltiplos órgãos e sistemas. Os neutrófilos ativados ainda ativam, 
por retroalimentação positiva, a resposta inflamatória com a liberação de mais TNF-
α, IL-1, IL-6, IL-8, fatores estimulantes da colônia de granulócitos e ativadores de 
plasminogênio (Rosenberg e Gallin, 1998). TNF-α e IL-1 liberados pelo sistema 
imune inato inibem a contratilidade miocárdica, aumentam a permeabilidade vascular 
e induzem o relaxamento da musculatura lisa vascular. Esta combinação de colapso 
circulatório e microtrombose disseminada levam à falência orgânica múltipla na 
sepse (Ebong et al., 1999). 
1.1.5  Ativação do sistema complemento e da coagulação 
Outros elementos do sistema imune inato também contribuem para 
fisiopatologia da sepse. O sistema complemento age sinergicamente com 
macrófagos e mastócitos recrutando neutrófilos através da liberação de 
anafilotoxinas como C3a e C5a pela fixação de patógenos estranhos. O sistema de 
coagulação é claramente envolvido na progressão da sepse. Os pirógenos 
endógenos IL-1, IL-6 e TNF-α atuam no fígado iniciando a resposta de fase aguda 
programando os hepatócitos de forma a favorecer a síntese de fatores pró-
coagulantes e inibir a síntese de anticoagulantes endógenos. Ocorre assim aumento 
na expressão de fibrinogênio e repressão da liberação de antitrombina. Estudos 
suportam o papel da coagulação na sepse. A dotrecogina alfa (proteína C ativada 
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humana recombinante) tem sido promissora no tratamento da sepse confirmando a 
desregulação da cascata da coagulação como componente crítico na fisiopatologia 
da sepse (Bearden e Garvin, 2002; Poe, 2002). 
1.1.6 Contribuições do sistema imune adaptativo 
Após atuação inicial do sistema imune inato, o sistema imune adaptativo 
inicia sua ação. Sua participação é bastante influenciada pelo perfil das citocinas 
deflagradas pelo sistema imune inato. Em resposta a patógenos estranhos como a 
bactéria, as células T polarizam as células T-helper 1 (Th1) para a produção de IFN-
γ (pró-inflamatório) e as células T-helper 2 para a produção de IL-4 (antiinflamatório), 
em mecanismos que se opõem (Abbas et al., 1996). As células dendríticas e 
macrófagos secretam IL-12 e IL-18 que atuam sinergicamente com as células Th 1 
aumentando a resposta inflamatória. Os linfócitos Th-1 liberam citocinas que ativam 
macrófagos, células NK, neutrófilos, linfócitos citotóxicos, ampliando assim a 
resposta imunológica celular (IFN-γ, IL-1, IL- 6, TNF-α, IL-2). Por outro lado, as 
citocinas Th-2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13) ampliam a resposta humoral por meio da 
ativação das células B. As células Th 2 parecem contribuir para a imunossupressão 
funcional observada na sepse tardiamente (Zimmer et al., 1996; Song et al., 2000). 
A resposta inicial à invasão do organismo por patógenos se baseia, portanto, 
nas células efetoras como macrófagos, células natural  killer (NK) e neutrófilos 
integrantes do sistema imune inato, que atuam contra estes microorganismos 
diretamente por fagocitose ou através de moléculas solúveis como sistema 
complemento e citocinas e de molécula co-estimuladoras do sistema imune 
adaptativo. É de grande importância o reconhecimento dos componentes destes 
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patógenos, diferenciando-os dos componentes do próprio organismo, através de 
receptores restritos que reconhecem os padrões moleculares associados a 
patógenos (PAMPs). Estes receptores podem estar ligados à membrana, serem 
solúveis ou citoplasmáticos e o processo de reconhecimento geralmente resulta em 
fagocitose e ou em ativação de vias pró-inflamatórias (Bozza et al., 2007a). 
Funcionalmente, os receptores de reconhecimento de padrão dividem-se em 3 
categorias: endocíticos, secretados ou de sinalização (Medzhitov e Janeway, 2000). 
Dentre os endocíticos destaca-se o receptor de manose do macrófago e o receptor 
scavenger do macrófago. Nos secretados destaca-se o receptor de manose de 
ligação da lecitina (MBL), que ativa a via lecitina do complemento e os receptores de 
reconhecimento de padrão com sinalização, que quando ativados, induzem a 
transcrição de genes da resposta imune responsáveis pela expressão de diversas 
citocinas. A família dos receptores toll-like (TLR) parece ser de importância no 
reconhecimento de patógenos e na produção de resposta imune e inflamatória 
imediata (Beutler, 2003; Takeda et al., 2003). 
Na sepse por gram-negativos, a resposta imune é deflagrada pelo 
lipopolissacarídeo (LPS), produto da parede bacteriana, que é transportado no 
plasma ligado à proteína de ligação, transferindo-o ao receptor CD14 encontrado na 
membrana celular de monócitos, macrófagos e neutrófilos. LPS e CD14 interagem 
com o TLR 4 e com a proteína acessória MD2 formando um complexo molecular que 
induz através de outras moléculas, a ativação do fator nuclear Kappa B (NF-κB). 
Este fator uma vez ativado migra até o núcleo onde, ativando o gene promotor, 
resulta na transcrição de citocinas e outros mediadores inflamatórios como o fator de 
necrose tumoral, que amplifica o sinal do LPS, transmitindo-o a outras células e 
tecidos (Fink et al., 2005; Kasper et al., 2006). 
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As bactérias gram-positivas, também causadoras de sepse, carecem de 
endotoxinas, apresentando em sua parede celular peptidoglicana e exotoxinas. A 
sepse provocada por bactérias gram-positivas e gram-negativas é semelhante do 
ponto de vista clínico e sugere uma via de transdução de sinal semelhante, onde 
CD14 também estaria envolvido no reconhecimento inicial da bactéria, mas a 
interação seguinte se daria com TLR2. Outros componentes de bactérias, fungos, 
vírus e protozoários são igualmente capazes de estimular o sistema imune inato, 
entre eles os peptidoglicanos, ácido lipoteicóico, lipopeptídeos, lipoarabinomanana, 
mananas da parede de fungos, DNA bacterianos e virais, flagelinas e RNA virais de 
dupla hélice. Estas proteínas desencadeiam respostas semelhantes às provocadas 
pelo LPS, algumas também se ligando ao CD14, porém a diferentes TLR. Dessa 
forma, o CD14 atrai diferentes moléculas para a superfície das células, tornando-as 
reconhecidas pelo hospedeiro. Existem hoje identificados em torno de 10 diferentes 
TLR, possibilitando o reconhecimento de moléculas microbianas diversas. Outras 
proteínas envolvidas no processo de reconhecimento microbiano são a proteína C 
reativa, a lecitina de ligação à manose, o complemento e a proteína de ligação de 
aumento da permeabilidade. Após interação entre hóspede e patógeno, o próximo 
evento que ocorre é a ativação de genes em células da imunidade inata, associados 
à resposta inflamatória que visa organizar mecanismos de defesa tanto humorais 
quanto celulares. Neste processo, as células mononucleares apresentam papel de 
destaque, produzindo tanto moléculas inflamatórias quanto desencadeando 
mecanismos contra-reguladores (Medzhitov e Janeway, 2000; Fink et al., 2005; 
Kasper et al., 2006; Bozza et al., 2007a). 
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1.1.7  Citocinas e outros mediadores 
O fator de necrose tumoral alfa e a interleucina 1 são citocinas inflamatórias 
que agem sinergicamente em várias situações. São liberados após 30-90 minutos do 
estímulo ativando outros mediadores como quimiocinas, mediadores lipídicos e 
radicais de oxigênio e aumentando a expressão de moléculas de adesão que levam 
à migração celular para os tecidos (Thijs e Hack, 1995). O macrófago é a principal 
célula do sistema imune a produzir o TNF- α, mas mastócitos ou células NK e 
linfócitos T também o fazem. Dois receptores transmembrana diferentes medeiam as 
respostas ao TNF- α: TNFR-I e TNFR-II. Grande parte dos efeitos biológicos do TNF 
parece se relacionar ao TNFR-I. Dentre seus principais efeitos estão o aumento da 
expressão de fator tecidual (TF), do inibidor do ativador do plasminogênio (PAI-1) e 
da inibição da trombomodulina. Com isso ocorre efeito pró-coagulante, indução de 
secreção de quimiocinas pelos macrófagos e células endoteliais, aumento da 
expressão de moléculas de adesão na célula endotelial, e, em última análise, 
migração celular para o local da infecção e aumento da síntese de proteínas de fase 
aguda pelo fígado, através do aumento na expressão de citocinas pró e 
antiinflamatórias, indução de enzimas como cicloxigenase-2, fosfolipase A2 
secretada e óxido nítrico sintetase induzida (iNOS) (Bozza et al., 2007a). 
Portanto, IL-1 e TNF- α são mediadores primários que induzem a liberação 
de diversos mediadores secundários que amplificam os sinais da infecção. As 
células dendríticas (DCs) apresentam características que as tornam agentes 
importantes na detecção de patógenos e indução de resposta imune. Elas atuam 
detectando e processando os antígenos para apresentá-los aos linfócitos. Durante 
sua maturação, as DCs secretam citocinas que polarizam as células Th para Th-1 ou 




 
 
14
Th-2, dependendo do tipo de citocina liberada, predominando ação pró ou 
antiinflamatória. O desequilíbrio entre estes mediadores inflamatórios e 
compensatórios leva à alteração na população, atividade e recrutamento das DCs, 
além de macrófagos e linfócitos. A apoptose também atua reduzindo 
significativamente as populações de DCs, CD-4
+ 
e células B (Bozza et al., 2007a). 
Mecanismo de grande importância na amplificação da resposta imune é a 
ativação do sistema complemento, que é ativado por endotoxinas e acúcares da 
parede bacteriana e também por complexos antígeno-anticorpo. O C5a é um produto 
clivado da cascata complemento que tem forte ação quimioatractante. Surge 
aproximadamente duas horas após o início da sepse estimulando os macrófagos na 
produção de mais mediadores pró-inflamatórios. As células T, macrófagos, células 
pituitárias e monócitos também contribuem para o aumento da resposta imune 
através da produção do fator de inibição da migração de macrófagos (MIF) após 
estímulo infeccioso (Fink et al., 2005). O MIF ocupa papel central na fisiopatologia da 
sepse e na resposta inflamatória à infecção. Aparece em torno de 8 horas após o 
início da sepse, ativando células T e macrófagos a produzirem mediadores pró-
inflamatórios. De forma direta ou indireta é capaz de induzir a síntese e secreção de 
mediadores pró-inflamatórios como a IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF, NO e alguns 
mediadores lipídicos. Pode induzir a proliferação de fibroblastos regulando a 
atividade da fosfolipase A2 induzindo a produção de ácido araquidônico (Mitchell et 
al., 1999). O MIF também regula positivamente a expressão de TLR-4 aumentando a 
afinidade de fatores de transcrição à região do gene responsável por sua expressão, 
o que constitui mecanismo importante de resposta à invasão por bactérias gram-
negativas (Roger et al., 2001). O MIF é liberado em grandes quantidades na 
circulação após administração de LPS e sua neutralização com anticorpos 
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representa papel de proteção no choque endotóxico (Bernhagen et al., 1993). Estes 
resultados foram confirmados em estudos realizados em camundongos com choque 
séptico provocado por punção e ligadura cecal e infecção peritoneal com 
Escherichia coli (Bozza et al., 1999; Calandra et al., 2000). 
A proteína HMGB-1 (High Mobility Group Box 1) é uma proteína 
cromossômica presente tanto no núcleo como no citoplasma ou membrana 
citoplasmática. Esta proteína aumenta em torno de 24 horas após o início da sepse 
e parece desempenhar papel nesta doença como mediador tardio. É secretado por 
macrófagos, monócitos e células da hipófise após estímulo com TNF e IL-1 
estimulando a ação de outras células fagocíticas. Dentre outras ações, é capaz de 
ativar NF-κβ e também a secreção de citocinas pró-inflamatórias pelo macrófago 
como a IL-1, IL-8, TNF. As quimiocinas, dentre elas principalmente a IL-8, atraem os 
neutrófilos circulantes para o local da infecção, aumentam a capacidade fagocítica e 
a capacidade de adesão do neutrófilo, podendo também induzir a expressão de 
alguns mediadores lipídicos como PAF e leucotrienos (Mukaida, 2003). A IL-6 
apresenta entre suas principais ações a indução de proteínas de fase aguda pelo 
fígado. É capaz de aumentar a síntese de proteína C reativa em até 100 vezes. 
Modula as respostas de linfócitos ativando os linfócitos T e levando à diferenciação 
de linfócitos B. Outras ações da IL-6 são ativar a fosfolipase A2 aumentando a 
disponibilidade de ácido araquidônico e ativar o gene ICAM-1 (intercellular adhesion 
molecule-1) nas células do endotélio, induzindo maior migração de neutrófilos para o 
sítio de infecção (Jones et al., 2001). A IL-6 induz febre em intensidade menor que a 
IL-1 e TNF-α e inibe a síntese de IL-1 e TNF α através da indução da síntese de IL-
1ra e sTNFr, antagonistas de receptores de IL-1 e receptores solúveis de TNF-α, o 
que proporciona a esta citocina propriedades predominantemente antiinflamatórias. 
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Outra citocina também com atividade antiinflamatória é a IL-10, desempenhando 
papel de destaque na regulação do processo inflamatório tanto local quanto 
sistêmico. É produzida por células B, linfócitos T, monócitos, neutrófilos e células 
epiteliais, sendo seus principais estímulos o LPS e as citocinas IL-1 e TNFα. A 
principal ação desta citocina na sepse é suprimir a expressão e síntese de citocinas 
pró-inflamatórias como a IL-1, TNFα, IL-8, IL-12 e NO. Ela também reduz a síntese 
de radicais livres de oxigênio e prostaglandinas assim como a quimiotaxia de 
neutrófilos e estimula a síntese de imunoglobulinas. 
A epinefrina inibe a resposta do TNFα à endotoxina e acelera a liberação de 
IL-10. A prostaglandina E2 tem ação semelhante sobre os monócitos inibindo sua 
resposta aos agonistas bacterianos. 
A resposta de fase aguda aumenta as concentrações séricas de várias 
moléculas com ação antiinflamatória. Níveis séricos elevados de antagonistas do 
receptor de IL-1 podem inibir a ligação de IL-1β a seu receptor. Níveis elevados de 
receptores solúveis de TNF neutralizam o TNF- α circulante e outras proteínas de 
fase aguda agem como inibidoras de proteases liberadas pelos neutrófilos e outras 
células inflamatórias. Os níveis séricos de citocinas antiinflamatórias se elevam 
paralelamente ao aumento das citocinas inflamatórias havendo, portanto, a 
ocorrência de inflamação e antiinflamação ao mesmo tempo. 
Normalmente o processo inflamatório é balanceado e necessário para o 
enfrentamento do processo infeccioso. À medida que este processo se intensifica, 
diferentes moléculas inflamatórias e antiinflamatórias passam a interagir no plasma 
ocorrendo nos pacientes mais gravemente enfermos um desbalanço onde 
normalmente há predominância das forças antiinflamatórias. É importante ressaltar 
que a mesma citocina pode variar de ação pró para antiinflamatória conforme o 
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momento, não sendo, portanto possível classificá-las como exclusivamente 
pertencentes a uma ou outra categoria. 
Os leucócitos tornam-se freqüentemente hiporreativos a estímulos como o 
LPS. Não se sabe exatamente de que maneira os mecanismos pró e 
antiinflamatórios corroboram para a progressão do quadro séptico com choque e 
disfunção de órgãos afastados do sítio da infecção (Kasper et al., 2006). 
A existência de polimorfismo genético envolvendo sítios de ligação de LPS e 
citocinas tem impacto na resposta imunológica à sepse. Alguns destes polimorfismos 
parecem estar associados à maior susceptibilidade à sepse ou a maior mortalidade 
(Fink et al., 2005). 
1.1.8  A Cascata de coagulação 
A sepse é seguida de reação inflamatória que leva a ativação local e 
sistêmica da coagulação. O fator tecidual (FT) desempenha importante papel neste 
mecanismo. O FT é expresso em células mononucleares que são ativadas por 
citocinas. Quando ocorre infecção grave, ocorre ativação da coagulação através da 
via mediada pelo FT e fator VII. O FT é capaz de ativar o fator VII que 
conseqüentemente ativa outros fatores na via de coagulação extrínseca. O 
complexo FT-FVIIa leva a ativação dos fatores IX e X aumentando a geração de 
protrombina. A ativação do fator VI da via extrínseca leva a ativação do fator XI da 
via intrínseca e a trombina é capaz de ativar os fatores VIII e XI da via intrínseca. 
Desta forma a via extrínseca inicia a coagulação e a via intrínseca a amplifica. 
Em condições normais a parede dos vasos sanguíneos apresenta 
propriedades anticoagulantes. Proteínas de fase aguda como proteína C reativa e 
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citocinas induzem a expressão de FT nos monócitos, células endoteliais e neutrófilos 
levando a formação de trombina dentro dos vasos iniciada pela via extrínseca (Levi e 
Ten Cate, 1999). A via intrínseca também contribui para a produção de mais 
trombina. Como este mecanismo é sistêmico é conhecido como coagulação 
intravascular disseminada (CIVD). 
1.1.9  O endotélio e a regulação da coagulação 
Anticoagulantes naturais como antitrombina (AT), proteína C e inibidores da 
via do fator tecidual limitam a formação de trombina. Estes sistemas encontram-se 
desregulados na sepse grave. A AT é o principal inibidor da trombina e do fator Xa, 
mas sua ação está reduzida na sepse devido à redução em sua síntese, ao 
consumo e sua destruição por elastase de neutrófilos. A proteína C é ativada pela 
trombina ligada à trombomodulina e atua reduzindo a coagulação através da inibição 
dos fatores Va e VIIIa. Na sepse ocorre regulação negativa de trombomodulina 
endotelial afetando a função da proteína C, além dos níveis desta proteína 
encontrarem-se reduzidos per si. Outro mecanismo participante da inibição da 
trombina envolve os inibidores da via do fator tecidual (TFPI) que estão associados a 
lipoproteínas plasmáticas ou células endoteliais. Sua atuação implica na inibição do 
complexo FT-FVIIa (Faust et al., 2001). 
As células endoteliais desempenham inúmeras funções que envolvem não 
só a coagulação, mas também a resposta imune e o tônus vascular. O endotélio 
produz vários mediadores vasoativos como o NO, endotelina e prostaciclinas. O NO 
é um vasodilatador potente produzido pela NO sintetase. Na sepse ocorre maior 
expressão de NO induzido por TNF-α e IL-1 com grande produção de NO e 
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conseqüente vasodilatação. Durante a inflamação as células endoteliais expressam 
moléculas de adesão em sua superfície provocando a adesão de leucócitos que 
migrarão através do endotélio para dentro do tecido. Este processo é um mecanismo 
fisiológico para levar as células do sistema imune até o sitio de infecção. 
1.1.10  Coagulação e inflamação 
A coagulação influencia na inflamação por diferentes mecanismos. A 
coagulação leva à produção de proteases que se ligam a receptores específicos 
celulares mediando respostas inflamatórias. O fator Xa, trombina e fibrina ativam 
células endoteliais levando à síntese de IL-6 e IL-8. Os receptores ativadores de 
proteases (PARs) estão localizados nas células mononucleares endoteliais, 
plaquetas, fibroblastos e musculatura lisa. Foram descritos 4 tipos de PARs, sendo 
os PARs 1, 3 e 4 receptores de trombina e PARs 2 receptor do complexo FT-FVIIa. 
Quando a trombina se liga a esses receptores ocorre produção de citocinas e fatores 
de crescimento. Quando o complexo FT-FVIIa liga-se a PARs 2 ocorre aumento da 
resposta inflamatória por macrófagos com maior expressão de moléculas de adesão 
e estresse oxidativo (Coughlin, 2000). 
A proteína C ativada inibe a produção de TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-8 por células 
mononucleares induzidas por LPS, podendo também reduzir a liberação de citocinas 
bem como a ativação de leucócitos. Inflamação, disfunção orgânica e mortalidade 
foram reduzidas após administração de proteína C ativada, que parece ocorrer 
devido ao bloqueio da translocação de NF-κB ao núcleo inibindo a expressão de FT 
(Bernard et al., 2001). 
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1.1.11 Disfunção de múltiplos órgãos 
Clinicamente é chamada síndrome de disfunção orgânica múltipla (SDOM), 
abrangendo de forma seqüencial no mínimo 2 órgãos. É complicação freqüente da 
sepse podendo envolver qualquer órgão distante não afetado pela doença de base. 
A lesão difusa do endotélio vascular parece ser o principal mecanismo implicado na 
SDOM. TNF-α induz células endoteliais vasculares a produzir citocinas, fator de 
ativação plaquetária (PAF), NO, moléculas pró-coagulantes e outros mediadores. 
Leucócitos e trombos de plaquetas-fibrina-leucócitos também contribuem para a 
lesão do endotélio. Além disso, a ativação da célula endotelial também pode 
propiciar aumento da permeabilidade vascular, hipotensão, trombose microvascular 
e CIVD (Kasper et al., 2006). A oxigenação dos tecidos diminui à medida que os 
capilares funcionais tornam-se obstruídos pela tumefação das células endoteliais, 
pelos trombos de leucócito-plaqueta-fibrina, pela menor deformabilidade dos 
eritrócitos circulantes e pela compressão por edema. A disfunção celular por hipóxia 
parece ser importante fator no desenvolvimento de SDOM, mas outros elementos 
também parecem estar implicados, incluindo a apoptose e necrose celular, além dos 
efeitos lesivos diretos de substâncias como endotoxinas e radicais livres de oxigênio 
(Kasper et al., 2006). 
1.1.12 Choque séptico 
Caracteriza-se por redução da resistência vascular e hipotensão arterial 
sendo uma forma de colapso circulatório agudo em decorrência do processo 
infeccioso grave. É definido como sepse grave associado à hipotensão arterial 
persistente apesar de ressuscitação volêmica adequada. O óxido nítrico, bradicinina, 
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PAF, prostaciclina e β-endorfina são moléculas hipotensoras importantes e parecem 
desempenhar papel neste mecanismo. O macrófago estimulado libera fosfolipídios 
de membrana, que se convertem em ácido araquidônico, substrato bioquímico para 
a conversão de vários outros mediadores inflamatórios pelas cicloxigenases e 
lipoxigenases. Dentre os principais mediadores estão o PAF e o leucotrieno B4 
(LTB4). Clinicamente o PAF causa hipertensão pulmonar, broncoconstricção e 
hipotensão sistêmica grave, funcionando como gatilho para o desenvolvimento e 
progressão do choque séptico. O LTB4, potente fator quimiotáxico para neutrófilos, 
promove alteração na permeabilidade capilar contribuindo para edema tissular, e, 
em última análise, para anormalidades na troca gasosa pulmonar. Com a progressão 
do choque séptico, também progridem a hipóxia tecidual e conseqüente lesão 
isquêmica. O principal objetivo terapêutico no choque séptico tem sido a melhora e 
manutenção da oxigenação dos tecidos. Entretanto, com o restabelecimento da 
oxigenação de tecidos previamente hipóxicos, haverá a formação de vários radicais 
oxigênio reativos produzidos pela respiração celular que não serão totalmente 
absorvidos pelos antioxidantes de defesa locais. O óxido nítrico endógeno é o 
substrato para a produção do radical livre peroxinitrito, envolvido na destruição 
microbiana, mas, quando presente em larga escala pode causar danos teciduais 
diretos. Este processo é conhecido como lesão de reperfusão do óxido nítrico e 
pode afetar qualquer tecido (De Backer et al., 2002). 
Os níveis séricos de lactato estão tipicamente elevados no choque séptico, 
e, se mantidos assim de forma persistente podem ser sinal de mau prognóstico. As 
reservas celulares de ATP e de antioxidantes podem esgotar-se à medida que se 
elevam os níveis séricos de lactato com conseqüente apoptose (Kasper et al., 2006). 
A patogenia da sepse poderia diferir conforme o sítio primário da infecção, o 
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microorganismo infectante e as condições prévias do hospedeiro. Por que indivíduos 
com as mesmas características físicas, nutricionais, infectados pela mesma bactéria 
podem seguir trajetórias tão distintas no desenrolar do surto infeccioso? Fatores 
genéticos e proteômicos podem integrar mecanismos importantes na patogênese da 
infecção, podendo, talvez, responder a estas questões. De maneira geral, as 
citocinas interagem com receptores específicos promovendo sinalização intracelular 
que leva a indução ou inibição de determinados genes, o que acarreta mudanças na 
expressão de proteínas. A sepse é, portanto, uma desregulação da expressão 
gênica, com resposta sistêmica caracterizada pela ativação de vários mecanismos 
produzindo mediadores pró-inflamatórios e antiinflamatórios, alterações endoteliais 
com aderência de leucócitos e alteração no mecanismo de coagulação (aumento da 
coagulação e redução da fibrinólise) (David, 2004). 
Embora muito conhecimento tenha se acumulado ao longo das últimas 
décadas sobre a fisiopatologia da sepse, muitas lacunas e paradoxos permanecem 
especialmente em relação ao papel dos mediadores inflamatórios na sepse. 
1.1.13  Biomarcadores na sepse 
A identificação de pacientes sépticos de alto risco é um grande desafio no 
cuidado de pacientes críticos (Levy et al., 2003; Dellinger et al., 2004). Grande parte 
das decisões tomadas em pacientes com sepse grave tem sido baseada em dados 
clínicos e laboratoriais de baixa acurácia (Vincent e Abraham, 2006). Desta maneira 
torna-se premente o conhecimento das bases fisiopatológicas da sepse e a 
identificação de preditores mais acurados (Cohen et al., 2001; Riedemann et al., 
2003). Recentemente foi proposto um novo sistema de estadiamento clínico para a 
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sepse (Gerlach et al., 2003), onde a identificação de biomarcadores com papel 
central na patogênese da sepse é crucial (Marshall et al., 2003). 
O isolamento dos agentes bacteriológicos faz o diagnóstico definitivo da 
sepse, no entanto, muitas vezes não se conseguem obter culturas positivas apesar 
da certeza do quadro infeccioso. Torna-se então necessário recorrer às 
manifestações clínicas e laboratoriais da sepse para se fazer diagnóstico mais 
preciso possível. Várias moléculas foram investigadas na busca por um biomarcador 
para a sepse, como a procalcitonina (PCT) (Becker et al., 2008; Viallon et al., 2008), 
várias interleucinas incluindo IL-6, IL-ra, IL-8, TNFr (Tili et al., 2007) e proteína C 
reativa (PCR) (Muller et al., 2007; Shorr et al., 2008). Entretanto, até o momento não 
há nenhum biomarcador definitivo que possa de fato identificar a sepse. Uma forma 
de se pesquisar biomarcadores é monitorar as mudanças que ocorrem nas proteínas 
plasmáticas, entretanto, sendo o plasma o maior complexo de proteoma humano, 
esta tarefa torna-se um grande desafio (Kalenka et al., 2006). O marcador ideal da 
sepse ainda está por ser descoberto. Biomarcadores ideais devem prover 
informações valiosas sobre diagnóstico e prognóstico e permitir o monitoramento da 
resposta do paciente ao tratamento realizado de forma não invasiva e específica 
(Marshall, 2006). Devem ainda acrescentar valor à evidência clínica, reduzir o tempo 
para o diagnóstico, ser capazes de diferenciar infecção bacteriana de não-
bacteriana, deve refletir a gravidade do quadro séptico e permitir avaliar quando é 
possível interromper o tratamento antibiótico. De forma suscinta, portanto, o 
biomarcador ideal deve ser simples de usar e interpretar, objetivo, rápido de obter, 
reprodutível, sensível, específico, inalterável por intervenções terapêuticas, 
correlacionar-se com a gravidade e mortalidade e ser barato. 
A leucocitose com neutrofilia é um critério de SIRS e também um dos 
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parâmetros mais usados para a monitorização da sepse. Do ponto de vista 
hematológico, leucocitose significa um aumento do número de leucócitos circulantes 
acima de 10.000/mm
3
 e neutrofilia significa o aumento na contagem de neutrófilos, 
que normalmente contribui com até 74% do total de células (Hoffbrand e Lewis, 
1989). A leucocitose, com neutrofilia, aparece com frequência associada a infecções 
bacterianas. A neutrofilia e o aparecimento de formas jovens são consequência da 
ação do fator de crescimento granulocitário liberado em resposta à endotoxina e 
outros mediadores bacterianos. No entanto, há outras causas fora a sepse que 
também provocam leucocitose com neutrofilia (Christensen e Rothstein, 1979). 
Exemplos dessas situações é o infarto agudo do miocárdio, o exercício físico, a 
gravidez, a hemorragia aguda, a hemólise e a administração de algumas drogas 
(corticosteróides, catecolaminas) (Dale et al., 1975). O leucograma e contagem 
diferencial continuam a ser rotina diária em quase todos os CTI. É um exame barato, 
de execução automática e reprodutível. No entanto, sem grande sensibilidade e 
especificidade no diagnóstico de sepse (Adnet et al., 1997; Korppi et al., 1997; 
Povoa et al., 1998; Ugarte et al., 1999). 
Citocinas são proteínas secretadas por componentes do sistema imune inato 
e adaptativo, que agem como efetores ou moduladores da resposta inflamatória e 
que desempenham papel fundamental no desenvolvimento da sepse (Cohen, 2002). 
As concentrações plasmáticas de citocinas estão associadas à gravidade e 
disfunção orgânica na sepse. Estudo publicado em 2008 por Salluh e colaboradores 
demonstrou que concentrações séricas de IL-1β, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, 
interferon-γ, MCP-1 (macrophage inflammatory protein-1) e TNF-α encontravam-se 
significativamente mais elevados em pacientes com choque séptico do que naqueles 
com sepse grave. A IL-8 e MCP-1 apresentaram a melhor correlação com o escore 
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SOFA. As citocinas IL-1β, IL-4, IL-6, IL-8, MCP-1e G-CSF (granulocyte colony-
stimulating factor) apresentaram boa acurácia em predizer mortalidade precoce (<48 
horas) e IL-8 e MCP-1 em predizer mortalidade no 28º dia. Apenas MCP-1 associou-
se de forma independente ao prognóstico (Bozza et al., 2007b). 
A PCR tem se mostrado um bom marcador de infecção quando ocorre 
aumento brusco em seu valor (Schentag et al., 1984; Matson et al., 1991; Gabay e 
Kushner, 1999), superando a contagem de leucócitos (Lisboa e Rello, 2008). 
O MIF se mostra elevado na sepse e choque séptico, tendo sido relacionado 
à predição de mortalidade em infecções no CTI. É um indicador de mau prognóstico 
em pacientes sépticos (Calandra et al., 2000; Joshi et al., 2000; Beishuizen et al., 
2001). 
A procalcitonina (PCT) é praticamente indetectável nos indivíduos saudáveis 
(< 0.1 ng/mL) (Karzai et al., 1998), enquanto em doentes sépticos se eleva bastante, 
por vezes para valores superiores a 100 ng/mL (Assicot et al., 1993). A PCT tem se 
mostrado um bom biomarcador na sepse, se elevando precocemente e guardando 
correlação com gravidade e com a resposta ao tratamento (Jensen et al., 2006). 
Estudo publicado em 2005 por Routsi e colaboradores revelou aumento 
significante de sTREM-1 (soluble triggering receptor expressed on myeloid cells-1) 
durante a evolução do quadro de sepse ou sepse grave para choque séptico (Phua 
et al., 2006). Este aumento de forma sustentada foi um indicador de mau prognóstico 
e o papel do sTREM-1 nesta transição sepse/sepse grave-choque séptico pode 
constituir novo alvo para a terapia imunomoduladora (Gibot et al., 2004). Níveis 
plasmáticos progressivamente menores na concentração de sTREM-1 indicariam 
evolução clínica favorável durante a fase de recuperação da sepse. Níveis basais de 
sTREM-1 podem ser úteis em predizer sobrevida na sepse (Gibot et al., 2005). 
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O tempo de tromboplastina parcial ativado (PTTa) foi estudado por alguns 
autores e se mostrou um bom biomarcador de sepse, apresentando variações no 
padrão da curva normal. Pacientes sépticos revelaram curvas anormais bifásicas 
quando comparados aos pacientes sem infecção. A curva bifásica de PTTa mostrou 
mais acurácia que PCT e RCP na diferenciação de pacientes com infecção e no 
prognóstico (Chopin et al., 2006; Thomas, 2006). 
HMGB-1 parece ser mediador tardio na sepse tendo se mostrado como 
marcador de gravidade (Wang et al., 1999). Estudos demonstraram um declínio 
progressivo na concentração de HMGB-1 em sobreviventes enquanto nos não-
sobreviventes houve elevação em seus níveis, porém de forma não estatisticamente 
significante (Sappington et al., 2002; Fiuza et al., 2003; Gibot et al., 2007). 
A LBP (LPS binding protein) forma complexo com LPS que é apresentado ao 
CD14 nas células mielóides levando à ativação celular e síntese de citocinas. LBP é 
marcador inespecífico de resposta de fase aguda e não deve ser usado como 
ferramenta diagnóstica na diferenciação entre etiologia infecciosa e não infecciosa 
da sepse (Haudek et al., 2000; Prucha et al., 2003). 
Ainda não existe, até o presente momento, o marcador ideal da sepse. 
Apesar de todos os avanços tecnológicos e científicos, a máxima de que o 
diagnóstico precoce da infecção e da sepse é primordial no doente crítico, mantém-
se atual. A combinação de biomarcadores parece ser a melhor maneira de se prever 
e monitorar a sepse (Povoa, 2000). 
1.1.14  Transdução de sinais levando a sepse 
Cascatas de transdução de sinais formam os condutos centrais na 
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transmissão de informação extracelular que levarão à fisiopatogenia da sepse. A 
sinalização é iniciada pelos receptores reconhecedores de padrões como os 
receptores toll-like e os receptores de citocinas na membrana plasmática das células 
da imunidade inata e adaptativa levando à formação de complexos de sinalização 
multimoleculares na face citoplasmática da membrana. Estes transmitem sinais 
através de uma série de eventos de fosforilação de proteínas e lipídeos para 
controlar a expressão de genes, expressão de marcadores de superfície celular, 
apresentação e processamento de antígenos, motilidade, divisão celular, apoptose, 
secreção de proteases, citocinas, imunoglobulinas e diferenciação de células T e B 
(Vincent et al., 2006). Análises de eventos da fosforilação de proteínas na sepse e 
inflamação levaram ao reconhecimento de alguns temas. A fosforilação de várias 
moléculas pela proteína tirosinaquinase parece controlar o recrutamento de mais 
moléculas de sinalização para os receptores da superfície celular. Já os eventos 
derivados da ativação da proteína serina-treonina quinase controlam diretamente 
eventos que ocorrem no citoplasma, núcleo e mitocôndria incluindo rearranjos do 
citoesqueleto de actina (Higgs e Pollard, 2001), inibição de apoptose pelas proteínas 
do domínio BH3, ativação de espécies reativas de oxigênio e oxido nítrico e 
alterações no padrão de expressão genética através da alteração da função de 
fatores de transcrição (Angus et al., 2001). Através da compreensão destes eventos 
de fosforilação poderemos continuar a seguir as trilhas que nos levam a sepse. 
Como estes eventos de sinalização interagem? Quais os mais preponderantes? 
Acredita-se que elucidando os detalhes moleculares desta complexa rede de 
sinalização sejamos capazes de evidenciar como cada evento em cooperação com 
outros participaria na progressão da sepse. 
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1.1.15  Tratamento da sepse 
Até o momento presente, a abordagem terapêutica da sepse inclui 
antimicrobianos de amplo espectro, suporte hemodinâmico, respiratório e 
metabólico, remoção cirúrgica de focos infecciosos e suporte nutricional. 
Embora várias destas abordagens sejam eficazes, a limitação do tratamento 
encontra-se na carência de diagnóstico precoce. As culturas microbianas levam ao 
menos 24-48 horas para ficarem prontas e os sintomas podem ocorrer mesmo em 
presença de culturas negativas. Nosso conhecimento sobre a base molecular da 
fisiopatologia da sepse aumentou significativamente nos últimos 25 anos, entretanto, 
a abordagem terapêutica atualmente empregada para tratar a sepse apresenta 
sucesso limitado. Os estudos experimentais têm focalizado uma molécula 
individualmente ou algumas poucas moléculas correlatas em modelos animais, 
células isoladas ou culturas de células. Estes estudos revelam vários componentes 
chave das vias de transdução de sinais na sepse, mas permanece obscura a forma 
como estes componentes e vias interagem para promover o estado séptico (Nguyen 
e Yaffe, 2003). Com os altos índices de mortalidade ainda existentes e o maior 
conhecimento da fisiopatologia da sepse, nos últimos anos ocorreu extensa busca 
por novas terapias coadjuvantes. 
Uma revisão dos métodos terapêuticos demonstrou que anticorpos 
monoclonais antiendotoxinas dos componentes do lipopolissacarídeo não reduziram 
mortalidade em pacientes com sepse grave por bactérias gram-negativas em 
ensaios clínicos controlados com placebo (Greenman et al., 1991; Cohen et al., 
1995; Angus et al., 2000; Albertson et al., 2003). Vários estudos randomizados, 
duplo-cegos e multicêntricos não demonstraram alteração de mortalidade com o uso 
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de anticorpos monoclonais anti –TNF-α na sepse e choque séptico (Abraham et al., 
1995; Cohen e Carlet, 1996; Abraham et al., 1998; Abraham et al., 2001; Reinhart et 
al., 2001; Panacek et al., 2004). Alguns trabalhos demonstraram redução de 
mortalidade com o emprego de doses elevadas de imunoglobulinas G (IgG) em 
pacientes cirúrgicos com sepse; anticorpos policlonais (com IgG, IgA e enriquecidos 
com IgM) quando utilizados nas horas iniciais da sepse parecem reduzir a 
mortalidade
 
(Dominioni  et al., 1991; Westermeier e Naven, 2002; Lambert et al., 
2005). 
Numerosos agentes que atuam direta ou indiretamente na resposta 
inflamatória não foram capazes de reduzir a mortalidade em pacientes com sepse 
grave e choque séptico em ensaios clínicos realizados envolvendo antagonistas de 
PAF e anticorpos monoclonais contra IL-1ra recombinante (Fisher et al., 1994; Opal 
et al., 1997; Dhainaut et al., 1998; Opal et al., 2004; Kasper et al., 2006). Estudos 
empregando filtração plasmática para retirada de mediadores inflamatórios não 
demonstraram diminuição da mortalidade (Toft et al., 2008). Trabalhos 
multicêntricos, randomizados, demonstraram que o bloqueio da produção de 
mediadores inflamatórios como TNF-alfa e óxido nítrico, que, em grandes 
quantidades causam danos ao organismo, não reduziram a mortalidade, e, pelo 
contrário, poderiam aumentá-la (Fisher et al., 1996; Lopez et al., 2004). Ao mesmo 
tempo, o bloqueio da produção de IL-6, uma citocina que atrasa a morte celular 
programada (apoptose) dos polimorfonucleares, aumentando a inflamação, pode 
causar imunodepressão no paciente, perpetuando a sepse (Carlet, 2001). Estudos 
multicêntricos que analisaram o uso de ibuprofeno, antagonistas de bradicinina, 
inibidores da fosfolipase A2 e da elastase na sepse não reduziram mortalidade 
(Bernard  et al., 1997; Fein et al., 1997; Abraham et al., 2003; Zeiher et al., 2004; 
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Zeiher et al., 2005). A proteína bactericida de aumento da permeabilidade (BPI) que 
é liberada pelos neutrófilos foi capaz de inibir a expressão gênica de HGMB-1 na 
sepse, demonstrando resultados recentes mais animadores (Zhang et al., 2008). 
A recomendação para o uso de corticosteróides na sepse sofreu variações 
baseadas em dois grandes estudos publicados respectivamente em 2002 (Annane 
et al., 2002) e 2008 (CORTICUS study) (Sprung et al., 2008), sugerindo que apenas 
pacientes com choque séptico refratário se benefeciariam da reposição de doses 
baixas, não sendo recomendado o teste de hormônio adrenocorticotrófico (ACTH). 
O controle glicêmico rigoroso (entre 80-110 mg/dL) estudado por Van Der 
Bergher em pacientes internados em unidades de tratamento intensivo clínicas não 
demonstrou redução na mortalidade (Van den Berghe et al., 2006). O estudo NICE-
SUGAR (Normoglycaemia in Intensive. Care Evaluation - Survival Using Glucose 
Algorithm Regulation) em andamento (Natasha-Clark e Simon-Finfer, 2007), avalia a 
terapia insulínica intensiva como nova estratégia, mas que aumenta os riscos de 
hipoglicemia. Nos primeiros 14 meses, 8% dos pacientes tratados apresentaram 
hipoglicemia, tendo como principais causas erro clínico e interrupção na dieta. 
Atualmente níveis glicêmicos em torno de 150 mg/dL parecem ser os mais 
recomendados (Finney, 2007). 
Bernard e colaboradores (2001) demonstraram redução da mortalidade em 
pacientes sépticos com o uso de proteína C ativada. A proteína C ativada 
recombinante tornou-se a primeira droga aprovada pela Food and Drug 
administration (FDA) dos EUA para o tratamento de pacientes com sepse grave e 
choque séptico. Houve aumento de sobrevida entre os pacientes com elevado risco 
de morte (APACHE II ≥ 25 nas 24 h que antecediam o uso da droga em presença de 
disfunção orgânica múltipla). Esta proteína tem potente ação anticoagulante, 
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bloqueando a formação de trombina, com ainda atividade fibrinolítica e 
antiinflamatória (Bernard et al., 2001). Outras proteínas humanas com ação 
anticoagulante - antitrombina III e inibidor da via do fator tecidual - foram estudadas 
recentemente em ensaios clínicos, não demonstrando aumento de sobrevida 
(Warren et al., 2001; Abraham et al., 2003). 
Apesar do grande esforço empreendido até o momento, não se sabe qual o 
modelo correto para o estudo da sepse. O que mais chama a atenção em relação à 
diferença entre os pacientes e o modelo animal é que além da própria sepse ter uma 
apresentação heterogênea, nos ensaios clínicos os pacientes selecionados para 
estudo apresentam diferentes idades, estado imune, composição genética, levando 
a alterações na resposta inflamatória. Conhecer a evolução do processo infeccioso e 
suas possíveis implicações é fundamental para o acompanhamento do paciente. 
Vários biomarcadores são propostos incluindo as proteínas de fase aguda, citocinas 
e quantidade de polimorfonucleares bastões, sendo, entretanto, inespecíficos. O 
estudo da fisiopatologia da sepse buscando o melhor entendimento da célula torna-
se fundamental, pois ainda não se conseguiu dominar o conhecimento de todas as 
vias de sinalização da resposta imune ou de bloqueio da mesma, nem o papel de 
cada componente da resposta celular. O maior conhecimento no campo molecular 
no futuro permitirá a tomada prévia de decisões e a prevenção de complicações. 
1.2  A Era Pós-Genômica e a Proteômica 
O termo genômica foi introduzido para caracterizar a completa informação 
genética de um organismo (Williams, 1999). O início da genômica desencadeou a 
necessidade de se entender a enorme quantidade de dados obtidos pelos 




 
 
32
programas genômicos, dando início a assim chamada “era pós-genômica”. Os 
marcadores genéticos, pela constância do genoma nas células do organismo, ao 
serem pesquisados no material coletado só revelam o genótipo do indivíduo, não 
detectando os processos biológicos decorrentes do envelhecimento, doenças, estilo 
de vida, estes expressos como proteína. O proteoma pode, portanto, ser descrito 
como a expressão fenotípica do genoma (Ciero e Bellato, 2002). Observa-se, 
portanto, que o proteoma do organismo é bem mais complexo que seu genoma, e é 
o estudo e caracterização destas proteínas que é necessário para a elucidação dos 
mecanismos de doença e envelhecimento. Através deste estudo poderemos 
acompanhar as modificações ocorridas nestas proteínas identificando o alvo de 
drogas a serem empregadas. 
Progressos recentes no seqüenciamento do genoma apresentaram impacto 
significante na pesquisa, porém, embora o rápido avanço na habilidade de obter 
informação genética tenha sido alcançado, muito pouco se obteve em relação à 
informação dos produtos dos genes, as proteínas, deixando claro que o 
conhecimento do seqüenciamento genômico não é suficiente para esclarecer 
relações de sistemas celulares complexos. Seguiu-se a necessidade de se estudar 
as moléculas efetoras, ou seja, as centenas de milhares de proteínas que, 
interagindo entre si, determinam fenótipos, desencadeiam cascatas metabólicas e 
respostas a estímulos externos e internos. 
Proteômica é a ciência que faz o inventário das proteínas codificadas no 
genoma. Seu objetivo principal é identificar todas as proteínas da linhagem celular, 
organismo ou tecido obtendo uma visão biológica integrada e melhor compreender 
os processos patológicos buscando marcadores biológicos específicos (Govorun e 
Archakov, 2002). Proteoma é a caracterização do conteúdo protéico expresso pela 
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célula. Este conteúdo protéico é estimado em alguns milhares de proteínas 
diferentes com grande expressão dinâmica. A função celular é determinada pela 
estrutura e função destas proteínas geneticamente codificadas derivadas do 
genoma, isto é, o proteoma. No genoma humano há aproximadamente vinte e cinco 
mil genes, os quais são constantes. Nas células há aproximadamente cem mil 
diferentes tipos de proteínas, que com permutações, translocações e modificações 
pós-traducionais podem ultrapassar um milhão de proteínas, sendo, portanto, o 
proteoma extremamente dinâmico. A proteômica foi, então, conceituada, como o 
conjunto de técnicas empregadas no estudo de proteomas. O estudo de todas as 
proteínas agora evoca não somente todas as proteínas celulares, mas também o 
conjunto das isoformas e modificações, interações entre elas, descrição estrutural 
das proteínas e seus complexos. 
O avanço da proteômica foi facilitado pelo desenvolvimento de técnicas que 
ocorreram paralelamente, como a eletroforese bidimensional possibilitando alta 
resolução e reprodutibilidade dos géis obtidos com gradiente de pH imobilizado 
aplicados à focalização isoelétrica (Gorg et al., 2000; Gorg et al., 2004); o 
desenvolvimento de um programa que analisa as imagens geradas pelos géis 
permitindo arquivar as imagens e compará-las com outras; a invenção de novas 
técnicas de ionização e detecção para os espectrômetros de massas que 
possibilitaram a análise de proteínas e peptídeos de forma rápida e sensível e ainda 
a análise de modificações pós-traducionais (Mann et al., 2001; Mann e Jensen, 
2003) e o crescimento dos bancos de dados propiciados pelo projeto genoma, pois a 
seqüência de DNA de organismos é muito importante na identificação e 
caracterização de proteínas com o espectrômetro de massa e o desenvolvimento da 
bioinformática fornecendo ferramentas para combinar e armazenar a grande 
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quantidade de dados produzidos por esses novos métodos de análise (Westermeier 
e Naven, 2002). 
Dentre as ferramentas proteômicas utilizadas, a estratégia clássica consiste 
em separar e quantificar as proteínas de uma amostra (célula, tecido ou fluido) por 
eletroforese bidimensional (2D) (Gorg et al., 2004) e, posteriormente, identificar cada 
uma das proteínas através da espectrometria de massa (MS) (Mann et al., 2001). 
1.2.1  Eletroforese bidimensional (2D)
 
Na eletroforese unidimensional as proteínas são separadas baseadas em 
seu volume molecular. É uma técnica reprodutível, podendo ser empregada para 
proteínas com massa molecular entre 10 a 300kDa, sendo principalmente 
empregada para verificação da pureza de proteínas. Para misturas mais complexas, 
como lisados de células, usa-se a eletroforese bidimensional, que utiliza duas 
características físico-químicas das proteínas como meio de separação de amostras 
complexas. Desse modo, essa técnica ocorre em dois passos: o primeiro passo 
(primeira dimensão) é a focalização isoelétrica (IEF), que separa as proteínas de 
acordo com seus pontos isoelétricos (pI); O segundo passo (segunda dimensão) 
consiste na eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS PAGE), onde as 
proteínas são separadas de acordo com seu volume molecular. A figura 1 abaixo 
ilustra esse dois processos. 
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Figura 1  Representação da 2D: focalização isoelétrica usando anfólitos na 
primeira dimensão e SDS-PAGE na segunda. 
 
Os  spots gerados correspondem a uma única espécie de cadeia 
polipeptídica da amostra, e a qualidade e quantidade de cada espécie podem ser 
determinadas através da revelação do gel com corante e posterior análise de 
densitometria. A eletroforese bidimensional permite o estudo de expressão de 
proteínas, que consiste na comparação quantitativa e qualitativa entre duas ou mais 
amostras. O aparecimento ou desaparecimento de spots pode fornecer informações 
sobre expressão de proteínas diferenciais, enquanto que a intensidade dos spots 
fornece informações quantitativas sobre o grau de expressão dessas proteínas. A 2D 
permite ainda análises posteriores por espectrometria de massa, sendo este um 
fator determinante nessa técnica. (Lambert et al., 2005). 
1.2.2  A espectrometria de massa (MS) 
A espectrometria de massa (MS) é ferramenta altamente sensível e capaz 
de analisar moléculas maiores e menores. Esta técnica é baseada na determinação 
precisa da relação massa-carga (m/z) de íons em fase gasosa. Os íons são gerados 
pelo ganho ou perda de uma carga (elétron ejeção, protonação ou desprotonação). 
Uma vez que os íons são formados eles podem ser separados de acordo com a 
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relação m/z e posteriormente detectados. O resultado da ionização, separação dos 
íons e detecção forma um espectro de massa que pode fornecer a determinação 
precisa da massa molecular, quantificação de cisteínas, localização de pontes 
dissulfeto, determinação de modificações pós-traducionais tais como glicosilações e 
fosforilações, determinação da seqüência de aminoácidos e principalmente a 
identificação de proteínas (Siuzdak, 1996). 
O espectrômetro de massa tem como componentes básicos três partes: a 
fonte de ionização (responsável pela introdução de cargas e vaporização da 
amostra), o analisador (que determina a relação m/z do analito) e o detector (que 
mostra a presença do analito) (Yates, 2004), que pode ser observado na figura 2. As 
fontes de ionização mais comumente usadas para volatilizar e ionizar proteínas ou 
peptídeos são a ionização por eletrospray (ESI) e a ionização por dessorção a laser 
auxiliado por matriz (MALDI). Em ambos os métodos, os peptídeos são convertidos 
a íons pela adição ou perda de um ou mais prótons. O ESI ioniza um analito que 
está em solução, enquanto o MALDI ioniza o analito numa seca e cristalina matriz 
via pulsos de laser. O MALDI-MS é empregado para analisar misturas peptídicas 
mais simples, enquanto que o ESI-MS é utilizado para analisar amostras mais 
complexas. O analisador de massas é central no contexto da proteômica, seus 
parâmetros chave são a sensibilidade, resolução, acurácia e capacidade de gerar 
espectros de íons fragmentados. Há quatro tipos fundamentais de analisadores 
sendo eles: íon trap, tempo de vôo (TOF), quadrupolo (Q) e Fourier transform ion 
cyclotron (FT-MS) (Yates, 2004). 
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Figura 2  Componentes básicos de um espectrômetro de massa 
 
As fontes de ionização podem ser combinadas com os analisadores 
permitindo, assim, a construção de equipamentos híbridos de grande desempenho. 
Uma combinação que tem se mostrado eficiente é a MALDI-TOF, na qual a 
ionização e dessorção da amostra ocorrem pela diluição desta em matriz orgânica, 
geralmente ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico, que contém um grupo cromóforo que 
absorve luz no comprimento de onda do ultravioleta ou infravermelho. À medida que 
os solventes da matriz e da amostra evaporam ocorre co-cristalização de ambos em 
placa de aço inoxidável contendo micro-fissuras para aplicação da mistura. Este 
cristal é submetido a pulsos de laser na faixa de absorção do cromóforo, provocando 
fotoionização dos analitos pela transferência de carga dos íons da matriz para a 
amostra e posterior dessorção, fazendo que entrem na fase gasosa. Já na fase 
gasosa, os analitos são encaminhados ao analisador do tipo TOF, onde os íons são 
acelerados por uma diferença de potencial aplicada entre a fonte e o detector, 
percorrendo um espaço livre (tubo de vôo), sob vácuo, até serem detectados (figura 
3). 
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Figura 3  Matriz com analito sob ação do laser  
 
Como a voltagem de aceleração é a mesma, os íons de m/z diferentes 
separam-se no espaço livre e chegam a tempos diferentes proporcionais à raiz 
quadrada da relação massa/carga (m/z) dos íons. Desta forma, os componentes 
individuais em uma mistura de íons são separados de acordo com suas relações 
m/z, tornando possível a determinação da massa de cada proteína ou peptídeo, 
submetido à análise, através da geração dos espectros de massa (Mann et al., 
2001). Depois de determinar os valores m/z e a intensidade de todos os picos do 
espectro, podem-se obter informações sobre a estrutura primária (seqüência) dos 
peptídeos trípticos. Esta estratégia é chamada MS em tandem, MS/MS ou MS², já 
que acopla dois estágios de MS e utiliza equipamentos do tipo MS/MS. Nesta 
técnica um íon-pai (ou precursor) é selecionado no primeiro MS e, no segundo, sofre 
uma fragmentação, geralmente com um gás inerte, denominada de dissociação 
induzida por colisão (Collision-Induced Dissociation, CID). Os novos picos 
produzidos pelos produtos gerados (íons-filhos) têm suas relações massa/carga 
determinadas em um segundo analisador. De modo geral, cerca de seis séries de 
íons que aparecem nos espectros de MS/MS sob baixa energia de colisão. Num 
dado espectro originado da fragmentação de um íon escolhido (precursor) a 
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diferença entre dois picos subseqüentes de uma mesma série tem como resultado a 
massa de um resíduo de aminoácido. Então, desta maneira, pode-se determinar a 
seqüência de aminoácidos considerando a diferença de massa entre picos vizinhos 
(Steen e Mann, 2004). 
1.2.3  Identificação de proteínas por espectrometria de massa 
Algumas estratégias são empregadas para a identificação de proteínas por 
espectrometria de massa. Entre elas estão a identificação por busca de dados 
parciais de seqüência (sequence tag), busca por homologia de seqüência (BLAST 
ou MS-BLAST), por mapa de peptídeos (peptide mass fingerprinting, PMF) e busca 
através de dados oriundos de MS/MS não processados (MS/MS ion search), sendo 
as duas últimas as estratégias empregadas no presente estudo. 
O princípio do PMF basea-se no conceito de que se uma proteína é digerida 
com enzima que apresenta dada especificidade de clivagem, ela gera fragmentos 
únicos e previsíveis. Neste procedimento a proteína de interesse, em muitos casos 
fracionada por eletroforese bidimensional, é enzimaticamente clivada e a mistura de 
peptídeos resultante é analisada por espectrometria de massa. O perfil de clivagem 
gerado funciona como uma impressão digital desta proteína. O mapa peptídico 
obtido por espectrometria de massa é processado e seus dados submetidos a 
programas que permitem compará-lo com os peptídeos gerados in silico para todas 
as seqüências presentes nos bancos de dados (Henzel et al., 2003) (figura 4). 
Apesar de o PMF ser bastante utilizado, a confiança das identificações obtidas é 
questionável, dado o aumento exponencial no número de seqüências conhecidas. 
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Figura 4  Método de Identificação por mapa peptídeo (PMF) 
 
Outra estratégia empregada para a identificação de proteínas por MS é a 
utilização dos dados de MS/MS não processados em programas de busca 
disponíveis. O espectro de fragmentação de peptídeos pode não conter todas as 
informações necessárias para derivar a seqüência completa de aminoácidos sem 
ambigüidades, mas pode ter informação suficiente para combiná-la de maneira única 
com uma seqüência peptídica no banco de dados usando somente os fragmentos de 
íons observados e esperados. O espectro de massa obtido pode ser comparado com 
o espectro calculado para todos os peptídeos no banco, sendo gerado um score 
para determinar como o espectro de massa se assemelha com a seqüência 
calculada. Outros scores indicam quão diferentemente, ou mais próximo, a 
seqüência gerada no espectro de MS/MS se assemelha à obtida do banco de dados. 
Na maioria dos programas é possível submeter os dados de MS junto com os dados 
de MS/MS, gerando um único valor de significância na identificação (score) (Mann et 
al., 2001). A figura 5 ilustra este método. 
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Figura 5  Método de identificação combinada dos dados de MS e MS/MS. 
 
Outras estratégias podem ser empregadas, por exemplo, se a proteína de 
interesse não está presente no banco de dados. Aqui as seqüências dos peptídeos 
podem ser deduzidas por uma interpretação de novo dos espectros de MS/MS, 
usando buscas de similaridades de seqüência em programas específicos (MS-
BLAST). Essa estratégia é relevante quando se trata de organismo com poucas 
informações genômicas (Shevchenko et al., 2001). 
A sepse caracteriza-se por desregulação da expressão gênica, com ativação 
de diferentes mecanismos que promovem a produção de fatores pró e 
antiinflamatórios, alterações endoteliais e ativação da coagulação. A hipóxia pode 
induzir a expressão gênica. A transdução intracelular da ação dos mediadores 
inflamatórios influencia a expressão gênica. O TNF atua em receptores da 
membrana celular ativando certas moléculas intracelulares que podem levar a 
apoptose e no citosol o sistema NF-kβ age no núcleo celular promovendo a 
expressão gênica e produzindo novos mediadores inflamatórios e adesinas (David, 
2004). Estudar os produtos dos genes é uma maneira de se estudar doenças e 
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qualquer problema biológico complexo. Para se compreender molecularmente como 
é o funcionamento de uma célula em um indivíduo doente e em outro sadio faz-se 
necessário conhecer as proteínas e outros componentes celulares que estão 
presentes, de que maneira eles interagem e qual o resultado desta interação. Os 
mecanismos moleculares que governam a função celular são determinados pela 
estrutura e função destas proteínas geneticamente codificadas do genoma (Ashcroft, 
2003). Por esta razão, a análise protéica se faz necessária, pois o estudo genômico 
não refletiria adequadamente a estrutura dinâmica das proteínas, que é justamente 
onde os processos de doenças inicialmente ocorrem e onde muitas das drogas 
agem. 
A biologia molecular, incluindo os estudos genômicos e a proteômica, está 
revolucionando a ciência médica com a promessa da total compreensão e 
tratamento das doenças humanas (Anderson e Anderson, 2002).
 
Alguns estudos de 
eletroforese bidimensional examinaram aspectos de diferentes proteínas do plasma, 
com seu aumento ou redução em resposta a determinado insulto inflamatório (Gorg 
et al., 2000). Outros estudos sugeriram que o polimorfismo genético na sepse 
poderia predizer a sobrevida do paciente (Holmes et al., 2003). Entretanto, estudos 
sobre a expressão dos genes não foram capazes de predizer a estrutura dinâmica 
de suas respectivas proteínas, pois o modelo de RNA não refletiria de forma 
adequada o modelo proteômico (Anderson e Seilhamer, 1997; Haynes et al., 1998), 
que é justamente onde vários processos regulatórios acontecem como, por exemplo, 
as modificações pós-traducionais (Anderson e Anderson, 2002). A proteômica 
quantitativa no plasma foi empregada para demonstrar que o painel de abundantes 
proteínas de fase aguda daria uma melhor medida de inflamação do que 
determinado marcador isoladamente. Evidências científicas na proteômica sugerem 




 
 
43
que há entre as proteínas plasmáticas aquelas cuja abundância e estrutura se 
alterariam na maior parte das doenças humanas (Anderson e Anderson, 2002). A 
análise proteômica pode ser compreendida como abordagem peptídica que visa 
documentar toda distribuição de proteínas nas células, órgãos e outras amostras, 
identificando e caracterizando proteínas de interesse e elucidando suas interações e 
papel no funcionamento celular. 
Na sepse, o sucesso e a sobrevida dependem da precocidade e da 
adequação do tratamento (David, 2004). Com o estudo do proteoma torna-se 
possível monitorar os processos fundamentais da biologia humana; através da 
análise da expressão de proteínas em determinada doença pode-se obter 
diagnóstico mais precoce e predição de efeitos terapêuticos (Hoehn e Suffredini, 
2005). Será possível se obter a história protéica da cada paciente a longo prazo, 
observando as lentas mudanças em seu organismo associadas à determinada 
doença com a possibilidade de interferir em seu processo evolutivo
 
(Anderson e 
Anderson, 2002). A proteômica chega com a promessa de promover uma 
compreensão mais global de sistemas biológicos complexos e proporcionar o 
desenvolvimento de novos Biomarcadores e alvos terapêuticos (Hoehn e Suffredini, 
2005).  
Técnicas proteômicas foram empregadas para investigar o perfil protéico 
sérico na sepse em humanos e modelos animais. Porém a avaliação do 
comportamento destas proteínas no desenvolvimento da sepse para estágios mais 
graves em um mesmo paciente nunca foi realizada. Este estudo inédito fornece 
contribuições para a ciência médica e levanta questões para posteriores 
investigações. 
 




[image: alt]2 OBJETIVOS 
2.1 Objetivo geral 
Analisar a variação de expressão das proteínas séricas em diferentes fases 
da sepse - sepse, sepse grave e choque séptico - em um mesmo indivíduo. 
2.2 Objetivos específicos 
¾  Identificar as proteínas expressadas em cada fase da sepse; 
¾  Avaliar a modificação da expressão destas proteínas de uma fase para 
outra; 
¾ Buscar proteína(s) marcadora(s) de gravidade ou de proteção na 
sepse. 
 
 
 




[image: alt]3 METODOLOGIA 
Este é um estudo prospectivo observacional longitudinal. Foi estudado um 
paciente séptico internado na Unidade de Pacientes Críticos (U.P.C.) do Hospital 
Central do Exército (HCE), Rio de Janeiro, após obtenção do termo de 
consentimento livre e esclarecido (TCLE) pelo responsável legal e aprovação pelo 
Comitê de Ética em Pesquisa (CEP). A U.P.C. é composta de 20 leitos, tendo sido 
necessária a coleta de amostras de 11 pacientes durante 3 meses consecutivos para 
obtenção de 1 que evoluísse sequencialmente nas 3 fases descritas. O trabalho foi 
realizado no laboratório de química de proteínas do Instituto de Química (IQ) da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), que faz parte da rede proteômica do 
Rio de Janeiro. 
3.1  Desenho do Estudo 
Foi realizada a coleta de soro do paciente em 3 momentos ao longo da 
evolução de episódio séptico, sem intervenção ou modificação da rotina do serviço. 
A sepse foi estabelecida em três fases, conforme descrição abaixo: 
a) Sepse  - SIRS associada à identificação ou suspeita de foco 
infeccioso. Esta fase foi definida como fase A. 
b)  Sepse grave - Sepse associada a manifestações de hipoperfusão 
tecidual e disfunção orgânica, caracterizada por acidose lática, 
oligúria ou alteração do nível de consciência, ou hipotensão arterial 
com pressão sistólica menor do que 90 mmHg. Porém, sem a 
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necessidade de agentes vasopressores. Esta fase foi definida como 
fase B. 
c)  Choque séptico - Hipotensão ou hipoperfusão induzido pela sepse 
refratária à ressuscitação volêmica adequada, e com subseqüente 
necessidade de administração de agentes vasopressores.Esta fase 
foi definida como fase C. 
O paciente evoluiu respectivamente da fase A para fase B, da fase B 
para a fase C e então para o óbito. 
3.2 Variáveis determinadas 
¾ Idade; 
¾ Gênero; 
¾  Escore APACHE II; 
¾ Escore SOFA; 
¾ Culturas microbianas; 
¾ Teor protéico; 
¾  Fase da sepse. 
 
O escore SOFA é o índice de gravidade que estabelece pontuação para seis 
parâmetros clínicos determinados, que quando somados levam a escore que denota 
menor ou maior gravidade (Vincent et al., 1996). Quanto maior a pontuação mais 
grave é o quadro clínico do paciente em questão. Deve ser realizado diariamente. O 
índice prognóstico APACHE II avalia 12 variáveis clínicas e para cada valor 
encontrado há uma pontuação. Deve-se considerar o pior valor das primeiras vinte e 
quatro horas. O valor final do APACHE II para cada paciente é o resultado do 
somatório de A (variáveis e pontuações) + B (pontuação para idade) + C (pontuação 
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para doença crônica). Os quadros 2 a 6 se referem respectivamente aos escores 
SOFA e APACHE II. 
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Quadro 2  Escore SOFA- variáveis e pontuação 
Escore SOFA  0  1  2  3  4 
1. Respiratório 
 PaO2/FiO2 
≥ 400  <400  <300  <200 + VM  <100 + VM 
2. Hematológico 
 Plaquetas x 10³mm³ 
≥ 150  <150  <100  <50  <20 
3. Hepático 
 Bilirrubina mg/dL 
<1,2 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 >12 
4. Cardiovascular 
PAM≥70mmHg 
Sem amina 
vasoativa 
PAM < 70 
mmHg 
Dopa ≥5 ou 
Dobuta qq 
dose 
Dopa > 5 ou 
Adren≥0,1ou 
Nor ≥0,1 
Dopa>15 ou 
adren.>0,1 ou 
nor > 0,1 
5. Neurológico 
 Escala de coma de Glasgow 
15 13-14 10-12 6-9 <6 
6. Renal 
 Creatinina mg/dL ou débito urinário 
<1,2 1,2-1,9 2,0-3,4 
3,5-4,9 ou < 
500 mL / dia 
≤ 5,0 ou <200 
mL / dia 
      Vincent JL et al. Intensive Care Med 1996, 22(7):707-10. 
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Quadro 3  Escore APACHE II – variáveis e pontuações 
A) ESCORE FISIOLÓGICO AGUDO 
Variáveis fisiológicas  +4  +3  +2  +1  0  +1  +2  +3  +4 
Temperatura retal (C)  > 41 39-40,9   38,5-38,9  36-38,4  34-35,9 32-33,9  30-31,9  < 29,9 
Pressão arterial média mmHg  >160 139-159 110-129   70-109    50-69    < 40 
Frequência cardíaca bpm  > 180 140-179 110-139   70-109  55-69  40-54  < 39   
Frequência respiratória irpm (ventilados 
ou não) 
> 50 35-49  25-34  12-24  10-11  6-9    < 5   
Oxigenação A-aDO2                   
a) FiO2 > 0,5 A-aDO2  >500 350-499 200-349   < 200         
b) FiO2< 0,5 PaO2          >70  61-70    55-60  < 55 
pH Arterial  > 7,7 7,6-7,69   7,5-7,59  7,33-7,49   7,25-7,32 7,15-7,24 < 7,15 
Sódio sérico (mEq/L)  > 180 160-179 155-159 150-154  130-149    120-129  111-119  < 110 
Potássio sérico (mEq/L)  > 7  6-6,9    5,5-5,9  3,5-5,4  3-3,4  2,5-2,9    < 2,5 
Creatinina sérica (mg/dL) dobrar pontos 
se IRA 
> 3,5 2-3,4  1,5-1,9    0,6-1,4    < 0,6     
Hematócrito (%)  > 60   50-50,9  46-49,9  30-45,9    20-29,9    < 20 
Número de leucócitos (%)  > 40   20-39,9  15-19,9  3-14,9    1-2,9    < 1 
Escala de Glasgow para o coma Escore 
= (15-escore atual) 
                 
Total do escore fisiológico agudo                   
Bicarbonato sérico (mEq/L) (usar se 
não coletar gasometria) 
> 52 41-51,9   32-40,9  22-31,9    18-21,9  15-17,9  < 15 
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Quadro 4  Escore APACHE II – variáveis e pontuações 
B) PONTOS PARA A IDADE 
         
Pontos  0  2  3  5  6 
Idade (anos)  < 44  45-54  55-64  65-74  > 75 
 
Quadro 5  Escore APACHE II – variáveis e pontuações
C) PONTOS PARA DOENÇA CRÔNICA 
Se o paciente tem uma história de insuficiência grave de órgãos ou é 
imunocomprometido; assinale pontos como se segue: 
a) Para pacientes não-cirúrgicos ou pós-operatórios de emergência: 5 pontos 
b) Para pacientes de pós-operatórios eletivos: 2 pontos 
Definições: a insuficiência de órgão ou o estado de imunodepressão deve ser 
evidente antes da admissão hospitalar e deve obedecer ao seguinte critério: 
Fígado: Cirrose comprovada por biópsia, hipertensão portal documentada; 
episódios passados de hemorragia gastrintestinal atribuídos à hipertensão portal; 
episódios anteriores de insuficiência hepática, encefalopatia ou coma 
Cardiovascular: New York Association classe IV 
Respiratória: Doença crônica restritiva, obstrutiva ou vascular resultando em grave 
restrição ao exercício, isto é, incapaz de subir escadas ou fazer serviços 
domésticos; hipóxia crônica documentada, hipercapnia, policitemia secundária, 
hipertensão pulmonar grave (> 40 mmHg); dependência de prótese ventilatória 
Renal: Recebendo diálise cronicamente 
Imunocomprometido: Paciente ter recebido terapia que suprime a resistência à 
infecção, isto é, imunossupressores, quimioterapia, radioterapia, corticóides 
cronicamente ou recente em altas doses; doença que é suficientemente avançada 
para suprimir a resistência à infecção, isto é, leucemia, linfoma, AIDS 
ESCORE APACHE II = A + B + C 
     Knaus WA et al. Crit Care Med. 1985;13:818-29. 
Quadro 6  Avaliação da mortalidade 
0-4  Aproximadamente 4 % 
5-9  Aproximadamente 8% 
10-14  Aproximadamente 15% 
15-19  Aproximadamente 25% 
20-24  Aproximadamente 40% 
25-29  Aproximadamente 55% 
30-34  Aproximadamente 75% 
> 34  Aproximadamente 85% 
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Foram realizadas coletas de sangue do paciente nas 3 fases da sepse 
determinadas no desenho do estudo, totalizando três amostras. O paciente foi 
comparado a ele mesmo, não havendo caso- controle. 
3.3  Coleta de sangue 
A coleta de sangue com técnica asséptica (5mL em tubo contendo heparina 
sódica) é realizada diariamente nos pacientes internados na U.P.C.. Quando o 
paciente atingiu as fases desenhadas no estudo (A, B e C) foi retirado o total de 2 
mL do montante coletado (5mL) e transferido para tubo Falcon estéril sendo 
centrifugado a 3.000 rpm (rotações por minuto) por 20 minutos em centrífuga clínica 
à temperatura ambiente, conforme rotina estabelecida pelo laboratório de análises 
clínicas. Com o auxílio de uma pipeta automática e em câmara de fluxo laminar, 1 
mL do sobrenadante (soro) foi dividido em três alíquotas e transferido para três 
eppendorffs  respectivamente identificado com a fase do estudo (A, B ou C) e 
estocado em freezer a -20°C inicialmente, sendo posteriormente transferido para 
freezer especial e armazenado a -80°C. As coletas foram seqüenciais de acordo 
com a mudança de fase do paciente. Foram realizadas culturas microbianas do 
paciente (sangue, urina e secreção traqueal), realizado o escore APACHE II nas 
primeiras 24 horas de admissão e escore SOFA diariamente. 
O trabalho foi realizado com a infra-estrutura já existente e instalada nas 
instituições – Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e Hospital Central do 
Exército (HCE). Os recursos existentes na instituição foram suficientes para a 
execução da pesquisa. O tratamento do paciente foi efetivado conforme a rotina 
estabelecida pela U.P.C., sem nenhuma alteração ou intervenção por parte do 
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estudo. 
3.4  Eletroforese bidimensional (2-D) e Espectrometria de massa (MS): 
Todo o procedimento descrito a seguir foi realizado com luvas, máscara e 
capote evitando qualquer contato com proteínas que não as do soro do paciente. Em 
cada uma das três amostras, definidas como A, B e C foi realizada a dosagem do 
teor protéico pelo método de Lowry (Gorg et al., 2000), segundo a modificação de 
Hartree (Govorun e Archakov, 2002). As amostras foram submetidas à eletroforese 
uni e bidimensional no Laboratório de Química de Proteínas da Universidade 
Federal do Rio de Janeiro. A identificação das proteínas foi feita a partir dos mapas 
peptídicos de seus hidrolisados trípticos obtidos por espectrometria de massa em um 
sistema MALDI-TOF da Rede Proteômica do Rio de Janeiro (Fundação e Instituto 
Oswaldo Cruz-FioCruz). Todos os equipamentos e técnicas proteômicas estão 
disponíveis na Rede Proteômica do Rio de Janeiro. Os mapas foram comparados. 
3.4.1  Preparo para a 1ª dimensão 
 
Após dosagem de proteínas nas amostras, cerca de 1000 μg de proteínas 
(16,1μL de soro da amostra A e 16,7 μL das amostras B e C) foram diluídos no 
tampão de re-hidratação (2,7g uréia 9,0M, 0,1g [(3-Cholamidopropyl) 
dimethylammonio]-1-propanesulfonate (CHAPS) 2%, 3,5mg ditiotreitol (DTT) 1%, 
1,75 μL buffer IPG 0,5% 3-10 não linear, 10 μL de solução de azul de bromofenol 1% 
/ Tris e 134 μL de água MilliQ) para um volume final de 350 μL. Cada amostra foi 
colocada no vortex por 30 minutos com a intenção de agitar e desnaturar as 
proteínas. Materiais insolúveis foram removidos por centrifugação por 5 minutos a 
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14.000 rpm. 
3.4.2 Primeira dimensão 
Focalização isoelétrica (IEF) em gradiente de pH imobilizado (IPG). Promove 
a separação das proteínas de acordo com seus pontos isoelétricos (pI). O sistema 
para focalização isoelétrica empregado foi o equipamento EttanTM IPGPhor IITM 
(GE-Healthcare) que possui controle de temperatura e fonte programável. As 
amostras foram incubadas por 30 min e levadas 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, em um total de 9 amostras, sendo três de 
cada fase (3 amostras representativas da fase A, 3 da fase B e 3 da fase C). A 
focalização isoelétrica foi realizada utilizando o seguinte programa: IEF 20ºC 50 
μA/strip e vários ciclos seqüenciais até atingir 80.000Vh totais: 1º passo, 30 V por 
12:00 h; 2º passo, 200 V por 1:00h e; 3º passo, 500 V por 1:00h; 4° passo, 1000 V 
por 1:00h; 5° passo 8000V por 10:00 h; corrida: 8.000 V; 82.060 Vht em 25:00h. 
As tiras de gel IPG foram seladas em plástico e estocadas a -80º C. 
3.4.3 Segunda dimensão 
Eletroforese em gel poliacrilamida sodium doldecyl sulfate (SDS-PAGE) a 
12,5% - equipamentos e reagentes da Amersham Biosciences. Realiza a separação 
das proteínas de acordo com seu peso molecular (MW). Foi utilizado o sistema Ettan 
Dalt six – Vertical Electrophoresis System com circulador de água para controle da 
temperatura (Multitemp III). Antes de proceder à segunda dimensão, cada tira foi 
retirada do freezer a -80°C e equilibrada em presença de SDS e submetida à 
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redução com 100 mg de ditiotreitol (DTT) por 20 minutos e, em seguida, alquilada 
com 250 mg de IAA em solução de equilíbrio (uréia 6 M, 30% de glicerol, 2% SDS e 
Tris-HCL 0,05 M, pH 8,8) por 20 minutos. Terminado o equilíbrio as tiras foram 
mergulhadas em tampão de corrida (Tris 0,25M, glicina 1,92M, SDS a 1% e água 
destilada até completar 1000 mL) por 10 segundos para livrá-las do excesso de 
solução de equilíbrio. Logo após foram postas no topo do gel da segunda dimensão 
e fixadas com tampão de corrida contendo ágar 0,5%, sendo então submetidas à 
segunda dimensão no sistema SDS-PAGE Etamm DALTsix (GE-HealthCare), 
vertical a 20ºC. O sistema foi alimentado por uma fonte Power-Pac 3000 (Bio-Rad). 
A corrida transcorreu em duas etapas, na primeira utilizamos 1,5 W /gel durante 30 
minutos e na segunda 16,6 W /gel por 3:30h, totalizando 299V, 96W, 321 mA. 
Terminada a corrida, cada gel foi colocado em solução de fixação, etanol: 
ácido acético: água (40:10:50 v/v/v), durante três horas , corados por 24 horas em 
solução a 1% de azul de Coomassie R-350 (PhastGel Blue R) (Candiano et al., 
2004) e descorados em metanol:ácido acético: água (40:10:50 v/v/v) em 3 lavagens 
de 30 minutos e deixados por 24 horas em solução de ácido acético a 5% em água 
até a revelação das manchas (spots), onde,a princípio, cada spot  corresponde a 
uma única espécie de cadeia polipeptídica. 
Os nove géis gerados foram digitalizados utilizando-se o programa Labscan 
v 3.0 (Amershan Bioscience) no Umax scanner  com sistema integrado de 
transparência. Após este passo, foram guardados em solução de ácido acético a 5% 
em plástico selado. As imagens foram digitalizadas e analisadas para determinar a 
massa molecular e os pontos isoelétricos (pIs) das proteínas separadas no gel que 
foram obtidas, respectivamente, a partir de padrões e da análise da faixa de pH do 
IPG -buffer utilizado. O programa utilizado para análise dos géis foi o ImageMaster 
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2D Platinum (Amersham 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) foram inicialmente observados em área 
delimitada do gel (preview mode) e os parâmetros modificados, para melhor 
visualização dos spots, antes de sua detecção final. Foram detectados 636 spots. O 
programa permite localizar, quantificar e fazer a comparação dos spots de proteínas 
entre os géis. Para a determinação da quantidade relativa de cada spot foi usado o 
método de normalização do volume. Neste método o volume de cada spot foi 
dividido pelo volume total de todos os spots  no gel sendo calculada sua 
percentagem. Para processamento, é gerada uma lista de todos os spots 
visualizados contendo dados como área, volume, volume normalizado (% de cada 
spot), intensidade normalizada (% de cada spot), e os valores experimentais do pI da 
1ª dimensão e massa molecular da 2ª dimensão de todos os spots (pI e MW 
teóricos). Através destes dados pode-se comparar com os dados obtidos de outros 
géis, a quantidade relativa de cada proteína e identificar os spots  diferenciais. 
Apenas foram considerados para análise os spots que apresentaram percentual de 
volume maior que 0,5.  Spots com intensidade aumentada ou diminuída foram 
selecionados para identificação. A seleção foi baseada na variação de intensidade 
entre eles. Os spots que apresentaram entre si a razão de pelo menos 1,5 vezes de 
aumento ou redução de intensidade (% volume) foram selecionados. A comparação 
entre géis foi feita de forma automática depois de identificar vários pontos de 
referência nos géis (landmarks). Após digitalização, spots representando proteínas 
específicas em cada gel foram comparados a spots correspondentes no gel de 
referência. Após a edição dos spots e comparação entre os géis (total de nove géis, 
3 de cada fase da sepse), foi iniciado processo para a elaboração de um gel único 
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sintético, representativo de cada fase da sepse, isto é, cada três géis referentes à 
fase A deram origem a um gel único sintético representativo da fase A, e assim 
igualmente com os três géis referentes às fases B e C. A construção de 3 géis 
relativos a uma mesma fase foi feita para demonstrar a reprodutibilidade do 
experimento. Novamente foi feita a comparação (análise diferencial) entre géis, 
dessa vez entre cada gel sintético de cada fase (A, B e C). 
3.4.4  Seleção e processamento dos spots para espectrometria de massa
 
As proteínas de interesse foram excisadas manualmente dos géis 
bidimensionais em pedaços de 1 mm
3 
com o auxílio de um bisturi e transferidas para 
tubos eppendorfs. As proteínas foram então descoradas em solução de NH4HCO3 
50 mM / acetonitrila (1:1) em três lavagens de 30 minutos e desidratados com 
acetonitrila (100%) por 5 minutos. O solvente remanescente foi removido dos 
pedaços de gel por centrifugação a vácuo no Speed Vac (Savant) (Jeno et al., 
1995). As proteínas foram re-hidratadas no gelo por 15 minutos, em 15 μL de 
solução de bicarbonato de amônio 25 mM contendo 0,2 μg de tripsina sequence-
grade modificada. Pedaços do gel foram cobertos com 20 μL do tampão e a digestão 
realizada a 37ºC em banho por 16 horas. Em seguida os peptídeos foram extraídos 
do gel com solução acetonitrila 50% e ácido trifluoroacético (5%) em água e 
concentrados, até um volume de aproximadamente 5 μL, por centrifugação a vácuo. 
A figura 6 ilustra os processos de 1D e 2D até o direcionamento para espectrometria 
de massa. 
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IEF gradiente de pH 
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Adaptado de Pandey e Mann, 2000.
Redução
 
Figura 6 Representação de seqüência metodológica do 
estudo proteômico 
 
3.4.5  Espectrometria de massa 
Depois de selecionadas, excisadas e hidrolisadas as proteínas, a mistura de 
peptídeos da digestão tríptica foi misturada 1:1,5 com uma solução saturada de 
ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico em acetonitrila 50% / ácido trifluoroacético 0,3% em 
água. Um µL da mistura foi aplicado na placa de MALDI e a cristalização da matriz 
ocorreu à temperatura ambiente antes da análise no espectrômetro de massa. 
Os espectros de massa foram obtidos usando-se o equipamento ABI 4700 
TOF/TOF (Applied Biosystems). Foi usado o modo interativo onde todas as amostras 
eram analisadas, automaticamente, no modo refletor MS sendo, posteriormente, os 
seis picos mais intensos submetidos à análise posterior por MS/MS. A intensidade 
do laser utilizada foi 4800 para o modo MS e 5200 para o modo MS/MS e a célula de 
colisão configurada para 1 kV em pressão de 1x 10-6 torr em presença de gás 
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atmosférico. 
3.4.6  Pesquisa no banco de dados 
Os espectros provenientes de análises combinadas (MS e MS/MS) foram 
filtrados 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 (National Center for Biotechnology Information - 
/www.ncbi.nlm.nih.gov/NCBInr) localmente instalado, de proteínas humanas (Homo 
sapiens), empregando o software da interface MASCOT (Matrix Science Ltd.), que 
utiliza algoritmo para testar a significância estatística das identificações. Os critérios 
de busca foram todas as massas moleculares, cisteínas modificadas por 
carboxamidometilação e as modificações possíveis, a saber: oxidação de metionina, 
fosforilação e cisteínas modificadas por acrilamida. Foi tolerada no máximo uma 
clivagem para peptídeos semi-trípticos e uma variação de massa dos peptídeos de 
70 ppm. Foi utilizado o programa GPS Explorer™ (Applied Biosystems) onde os 
arquivos txt gerados no espectrômetro, que continha as massas dos picos 
monoisotópicos de MS e MS/MS, foram processados e submetidos conjuntamente à 
interface MASCOT, gerando relatórios com os resultados das identificações. Foram 
consideradas positivas as identificações onde pelo menos 5 peptídeos foram 
encontrados e na maioria das vezes as identificações confirmadas com dados de 
MS/MS de pelo menos 2 peptídeos por proteína; nestes casos um espectro de 
MS/MS foi escolhido e analisado visualmente para confirmar a seqüência. Em 
ambos os casos os valores de íon score (mínimo de 30) e protein score (mínimo de 
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70) foram levados em consideração como valores estatísticos para identificação. Foi 
utilizado, também, o programa MS-BLAST, para buscas no caso de identificações 
duvidosas por seqüenciamento de novo. No programa MS-BLAST foram feitas 
interpretações automáticas dos espectros de MS/MS utilizando-se o programa De 
Novo sequence™ (Applied Biosystems) (Jeno et al., 1995; Habermann et al., 2004). 
A figura 7 ilustra a técnica proteômica empregada. 
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Figura 7  Diagrama representativo da seqüência de estudo proteômico realizado 
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No quadro abaixo estão as informações relacionadas ao paciente em 
estudo. O paciente, que teve como motivo de internação acidente vascular 
encefálico hemorrágico, apresentando no 23° dia de internação quadro de sepse por 
cateter, seguida de síndrome de angústia respiratória aguda (SARA) tendo 
permanecido internado por 37 dias, evoluindo para óbito. O APACHE II foi 18. A 
primeira coleta de sangue ocorreu com o paciente na fase A do estudo (sepse), 
definido como D1, a segunda no D11 na fase B (sepse grave) e a terceira no D15 já 
na fase C (choque séptico). O patógeno identificado nas hemoculturas foi 
Escherichia coli, colhidas em cada fase definida pelo desenho do estudo. As demais 
culturas microbiológicas foram negativas. O escore SOFA, calculado em cada 
momento de coleta das amostras, a dosagem do teor protéico, o escore APACHE II 
e demais dados sobre o paciente encontram-se descritos no quadro 7. As 3 fases da 
sepse definidas como A, B e C foram bem definidas e de fácil identificação, tendo 
como instrumento pessoal médico bem qualificado e treinado para tal. 
 
Quadro 7  Gênero, idade, escore APACHE II, SOFA, culturas e dosagem de 
proteína sérica total do paciente em estudo 
GÊNERO IDADE
A

PACHE II
A

MOSTRASPATÓGENO FASE SOFA 
PROTEÍNA 
S

ÉRICA (g/dL)
Masculino 57  18 
D1 E. coli 
A 2  6,2 
     
D11 E. coli 
B 4  6,0 
     
D15 E. coli 
C 6  6,0 
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As figuras 8, 9 e 10 encontram-se as imagens representativas do mapa 
proteômico do paciente estudado, portador de sepse por gram-negativo nas fases A, 
B e C do estudo. Para ilustrar está demonstrada também a imagem do gel sintético 
de cada fase, elaborado a partir dos três géis de referência. As imagens 2D dos 
demais géis representativos de cada fase não foram mostradas, mas encontram-se 
disponíveis nos anexos. 
 
 
Figura 8  Gel 2D representativo da fase A e seu respectivo gel sintético 
 
 
 
Figura 9  Gel 2D representativo da fase B e seu respectivo gel sintético 
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Figura 10  Gel 2D representativo da fase C e seu respectivo gel sintético 
 
Foram separados para identificação 15 spots que, nesta análise, 
apresentaram a razão entre o maior e o menor valor do volume (range ratio) maior 
do que 2. Os spots diferenciais estão identificados na figura 11. 
 
 
Figura 11  Gel 2D referente à fase B com os spots excisados identificados 
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As proteínas escolhidas foram então excisadas, processadas e identificadas 
utilizando-se dados de PMF e MS/MS, com a interface MASCOT, e, submetidas ao 
banco local do National Center for Biotechnology Information (NCBI), sendo também 
utilizado o banco de dados do NCBI disponível na Internet, para identificação das 
proteínas. Nos casos onde foram identificadas proteínas com a seqüência completa, 
o pI e massa molecular teóricos, de modo geral, coincidiam, com pequenos desvios, 
com a localização da proteína no gel 2D. Os desvios encontrados (cerca de 10 kDa) 
podem ser explicados por erros inerentes à técnica ou por modificações pós-
traducionais que não são consideradas para o calculo teórico das massas. 
Foram evidenciados vários spots  diferencialmente expressos entre as 
diferentes fases da sepse. Uma proteína identificada apresentava-se expressada em 
apenas dois dos três géis e quatorze proteínas expressadas nos três géis, porém 
com diferenças quantitativas para maior ou menor grau. No quadro 8, podemos 
observar os spots escolhidos como resultado da análise. 
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Quadro 8  Grupo de spots identificados e suas variações de expressão entre os 
géis A, B e C. 
GRUPO DE 
IDENTIFICAÇÃO 
PROTEÍNA IDENTIFICADA  EXPRESSÃO
66  AMILÓIDE SÉRICO A   B>C 
60  PROTEÍNA ZINC FINGER 222  A<B>C 
98 
Estrutura cristalizada de complexo serpina-
protease, cadeia A 
A<B>C 
113 APOLIPOPROTEINA-A1  A>B>C 
114 APOLIPOPROTEINA- A1  A>B>C 
133 ALBUMINA SÉRICA  A>B>C 
109  PRO2619 (Superfamília albuminóide)  A>B>C 
118  Imunoglobulina de cadeia leve kappa região VLJ  A<B<C 
35  Imunoglobulina M monoclonal de aglutinação a frio  A<B<C 
148 A  ALFA-1-ANTITRIPSINA  A<B<C 
148 B  ALFA-1-ANTITRIPSINA  A<B<C 
148 C  ALFA-1-ANTITRIPSINA  A<B<C 
51 
Serpina, inibidor de peptidase, classe A 
(antiprotease alfa-1, antitripsina), membro 1 
A<B<C 
187 
Inibidor de serina proteinase, classe A, (alfa-1 
antiprotease, antitripsina), membro 1 
A<B<C 
186 
Inibidor de serina proteinase, classe A, (alfa-1 
antiprotease, antitripsina), membro 1 
A<B<C 
 
As proteínas cujas expressões diferenciais foram consideradas significativas 
foram: amilóide sérico A, duas isoformas de apolipoproteína A1, sete membros da 
família das serpinas, proteína zinc finger 222, albumina sérica, PRO 2619 
(superfamília albuminóide), imunoglobulina de cadeia leve kappa região VLJ e 
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imunoglobulina M monoclonal de aglutinação a frio. As proteínas integrantes da 
família das serpinas identificadas foram respectivamente três isoformas de alfa-1 
antitripsina, serpina, inibidor de peptidase, classe A (antiprotease alfa-1, antitripsina), 
membro 1, duas isoformas de Inibidor de serina protease, classe A, (alfa-1 
antiprotease, antitripsina), membro 1 e estrutura cristalizada de complexo serpina-
protease, cadeia A. 
No quadro 9 encontramos as proteínas identificadas com o número do spot, 
ponto isoelétrico e peso molecular teórico e experimental, protein score (mínimo de 
70), ion score (mínimo de 30), melhor Seqüência de Peptídeos, o número de entrada 
para acesso nos bancos de dados do National Center for Biotechnology Information 
(NCBI), função da proteína e expressão diferencial nas fases da sepse. 
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Quadro 9  Número do spot, ponto isoelétrico e peso molecular teórico e experimental, protein score,ion score, melhor sequência 
de peptídeos, número de entrada no banco de dados, nome da proteína, função e expressão diferencial nas fases da sepse. 
MW (kDa)/pI 
Grupo de 
identificação 
Theor  Exp. 
Protein 
score / 
ion score
Sequência de peptídeos 
Número 
de acesso 
Descrição da proteína  Função 
V

ariação d
e

expressão 
66  13.4/9.2 13.9/10.1  196/174
GPGGAWAAEVISNAR 
SFFSFLGEAFDGAR 
gi|337743  Amilóide sérico A 
Scavenger 
C<B 0A 
113 28.0/5.2 26.0/5.3 449/370
EQLGPVTQEFWDNLEK 
THLAPYSDELR 
WQEEMELYR 
DEPPQSPWDR 
gi|90108664 Apolipoproteina A-1 
Imunidade 
inata 
A>B>C 
114  28.0/5.2 26.3/5.2  448/378
EQLGPVTQEFWDNLEK 
THLAPYSDELR 
WQEEMELYR 
DEPPQSPWDR 
gi|90108664  Apolipoproteina A-1 
Imunidade 
inata 
A>B>C 
98  37.6 /5.2 37.3/6.5  342/291
ITPNLAEFAFSLYR 
LYHSEAFTVNFGDTEEAKK 
VFSNGADLSGVTEEAPLK 
gi|11514321 
Estrutura cristalizada de 
complexo serpina-protease, 
cadeia A 
Inibidor de 
protease 
C<B>A 
133  66.3/5.6 69.3/6.1  168/100
VFDEFKPLVEEPQNLIK 
FQNALLVR 
gi|23307793  Albumina sérica 
Metabolismo 
de 
aminoácido
A>B>C 
109  56.7/5.9 58.0/7.2  481/342
HPYFYAPELLFFAK 
HPDYSVVLLLR 
VFDEFKPLVEEPQNLIK 
RPCFSALEVDETYVPK 
gi|11493459 
PRO 2619 (superfamília 
albuminóide) 
Metabolismo 
de 
aminoácido
A>B>C 
60  46.2/9.0 37.2/6.3  100/- 
EKPFQGENCK 
SFCLRSSLNR 
gi|20988840  Proteína zinc finger 222 
Fator de 
transcrição
C<B>A 
118  29.1/8.8 28.4/10.1  200/191
SGTASVVCLLNNFYPR 
VYACEVTHQGLSSPVTK 
TVAAPSVFIFPPSDEQLK 
gi|21669353 
Imunoglobulina de cadeia leve 
kappa região VLJ 
Defesa do 
hospedeiro
C>B>A 
186  46.7/5.3 122.1/4.9  209/142
VFSNGADLSGVTEEAPLK 
DTEEEDFHVDQVTTVK 
gi|50363217 
Inibidor de serina protease, 
classe A, (alfa-1 antiprotease, 
antitripsina), membro 1 
Inibidor de 
protease 
C>B>A 
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Quadro 8 Número do spot, ponto isoelétrico e peso molecular teórico e experimental, protein score,ion score, melhor sequência 
de peptídeos, número de entrada no banco de dados, nome da proteína, função e expressão diferencial nas fases da sepse. 
MW (kDa)/pI 
Grupo de 
identificação 
Theor  Exp. 
Protein 
score / 
ion score
Sequência de peptídeos 
Número 
de acesso 
Descrição da proteína  Função 
V

ariação d
e

expressão 
187  46.7/5.3 122.1/4.8  191/143
ITPNLAEFAFSLYR 
LYHSEAFTVNFGDTEEAKK 
gi|50363217 
Inibidor de serina protease, 
classe A, (alfa-1 
antiproteinase, antitripsina), 
membro 1 
Inibidor de 
protease 
C>B>A 
35  23.2/5.7 27.6/7.9  150/140
SGTASVVCLLNNFYPR 
VYACEVTHQGLSSPVTK 
TVAAPSVFIFPPSDEQLK 
gi|10835792 
Imunoglobulina M monoclonal 
de aglutinação a frio 
Defesa do 
hospedeiro
C>B>A 
51  46.6/5.3 51.0/4.2  172/143
ITPNLAEFAFSLYR 
VFSNGADLSGVTEEAPLK 
gi|15080499 
Serpina, inibidor de peptidase, 
classe A (antiprotease alfa-1, 
antitripsina), membro 1 
Inibidor de 
protease 
C>B>A 
148 A  45.6/5.4 57.1/4.7  229/181
LYHSEAFTVNFGDTEEAKK 
LYHSEAFTVNFGDTEEAK 
gi|177831  Alfa-1- antitripsina 
Inibidor de 
protease 
C>B>A 
148 B  44.2/5.4 56.1/4.8  376/318
LYHSEAFTVNFGDTEEAKK 
LQHLENELTHDIITK 
VFSNGADLSGVTEEAPLK 
LQHLENELTHDIITK 
gi|6137432  Alfa-1- antitripsina 
Inibidor de 
protease 
C>B>A 
148 C  44.2/5.4 46.7/5.3  396/355
LYHSEAFTVNFGDTEEAKK 
LQHLENELTHDIITK 
TDTSHHDQDHPTFNK 
GKWERPFEVK 
gi|224224  Alfa-1- antitripsina 
Inibidor de 
protease 
C>B>A 
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Classificação funcional das proteínas 
Cada proteína identificada foi classificada em uma das categorias funcionais 
estabelecidas: metabolismo, processamento de informação genética, processamento 
de informação ambiental, processos celulares e doenças humanas. Foi considerada 
a classificação adotada por Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes - 
www.genome.jp/kegg/ - KEGG, que observamos no quadro abaixo: 
 
Quadro 10  Classificação das proteínas em categorias funcionais (Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes) 
1. Metabolismo 
Carboidrato, energia, lipídeo, nucleotídeo, aminoácido, cofator/vitamina, 
metabólito secundário 
2. Processamento de informação genética  
Transcrição, translação, replicação e reparo, degradação 
3. Processamento de informação do ambiente 
Transporte de membrana, transdução de sinais, moléculas de sinalização e 
interação 
4. Processos celulares  
Motilidade celular, crescimento e morte celular, comunicação celular, sistema 
endócrino, sistema imune, sistema nervoso, sistema sensorial, desenvolvimento, 
comportamento 
5. Doenças humanas 
Neoplasias, doenças neurodegenerativas, desordens metabólicas, doenças 
infecciosas 
 
 
A busca pela função de cada proteína foi realizada no banco de dados do 
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes - www.genome.jp/kegg/ - KEGG, 
complementada pelo NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) e pelo The ExPASy (Expert 
Protein  Analysis  System) provedor de proteômica do Instituto Suíço de 
Bioinformática  (SIB)- http://expasy.org/. O quadro 11 refere-se a cada proteína 
identificada, sua classe funcional e seu papel no metabolismo celular. 
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Quadro 11  Proteína identificada, classificação funcional e ação 
 
PROTEÍNA CLASSIFICAÇÃO FUNCIONAL  AÇÃO 
1. Amilóide sérico A  Processos celulares / sistema imune / 
complemento e cascata de coagulação 
-Remodelação do HDL com 
deslocamento da APO-A1 
-Perpetuação da resposta inflamatória 
2. Apolipoproteína -A1  Processos celulares / Sistema endócrino / via 
de sinalização PPAR 
-Neuroproteção 
-anticoagulação 
-Anti-endotoxina 
-proteção doenças cardiovasculares 
-Imunidade inata 
3. Serpina, inibidor de peptidase, classe 
A (antiprotease alfa-1, antitripsina), 
membro 1 
Processos celulares / sistema imune / 
complemento e cascata de coagulação 
-Crescimento celular 
-Coagulação 
-Imunidade 
-Regulação da pressão arterial 
-Proteção pulmonar 
4. Proteína zinc finger 222  Processamento de informação genética / fator 
de transcrição 
-Regulação de transcrição 
-Manutenção e regeneração tecidos 
5. Imunoglobulina de cadeia leve kappa 
região VLJ 
Processos celulares / sistema imune / 
complemento e cascata de coagulação 
-Imunidade 
6. Imunoglobulina M monoclonal de 
aglutinação a frio 
Processos celulares / sistema imune / 
-Citotoxidade mediada por células NK 
-Apresentação e processamento de antígenos 
-Via de sinalização de receptores de células B 
-Imunidade 
7. Alfa-1 antitripsina  Processos celulares / sistema imune / 
complemento e cascata de coagulação 
-Crescimento celular 
-Coagulação 
-Imunidade 
-Regulação da pressão arterial 
-Proteção pulmonar 
 




[image: alt] 
 
71
Quadro 10  Proteína identificada, classificação funcional e ação 
PROTEÍNA CLASSIFICAÇÃO FUNCIONAL  AÇÃO 
8. Estrutura cristalizada de complexo 
serpina-protease, cadeia A 
Processos celulares / sistema imune / 
complemento e cascata de coagulação 
-Crescimento celular 
-Coagulação 
-Imunidade 
-Regulação da pressão arterial 
-Proteção pulmonar 
9. Inibidor de serina proteinase, classe 
A, (alfa-1 antiprotease, antitripsina), 
membro 1 
Processos celulares / sistema imune / 
complemento e cascata de coagulação 
-Crescimento celular 
-Coagulação 
-Imunidade 
-Regulação da pressão arterial 
-Proteção pulmonar 
10. Albumina sérica  Metabolismo de aminoácidos  -Volemia 
-Equilíbrio ácido-básico 
-Transporte 
-Reservatório aa 
11. PRO 2619  Metabolismo de aminoácidos  -Volemia 
-Equilíbrio ácido-básico 
-Transporte 
-Reservatório aa 
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As proteínas identificadas pertencem em sua maior parte à categoria de 
processos celulares/sistema imune (66,6%), correspondendo a 10 proteínas; 2 
proteínas pertencem à categoria processos celulares/ sistema endócrino (13,3%); 2 
proteínas pertencem à categoria metabolismo (13,3) e 1 proteína integra a categoria 
informação genética/fator de transcrição (6,6%) conforme ilustrado na figura 12 
abaixo. 
 
Processos celulares/Sistema
imune
Processos 
celulares/Sistema endócrino
Metabolismo
Informação genética/fator de
transcrição
 
Figura 12  Distribuição funcional relativa das proteínas identificadas. As categorias de classificação 
foram previamente reportadas pelo Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




[image: alt] 
 
73
5 DISCUSSÃO 
A relativa abundância de proteínas envolvidas nos processos celulares 
referentes ao sistema imune pode estar associada à reação do organismo ao 
processo infeccioso instalado. Estas proteínas estão presentes nas vias das 
cascatas de coagulação e do sistema complemento. Os resultados indicam um foco 
significante nestas vias, conhecidas como de papel relevante na sepse. (Shen et al., 
2006). 
5.1  A via complemento 
Esta via consiste de uma série complexa de mais de 30 proteínas, que são 
parte da resposta imune que promove defesa contra a infecção. A ativação do 
sistema complemento lisa as células bacterianas, leva a formação de peptídeos 
quimiotáxicos que atraem células imunes (C3a e C5a) e aumenta a fagocitose das 
células infectantes. De forma adicional, a via complemento pode resultar em 
aumento da permeabilidade vascular e inflamação. A figura13 ilustra de forma 
diagramática esta via. 
5.2  A via da coagulação 
A ativação da coagulação é parte integrante da resposta inflamatória aguda 
e distúrbios da coagulação são comuns na sepse. A produção de fatores teciduais 
está aumentada, levando à ativação das vias intrínseca e extrínseca de ativação da 
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protrombina. O complexo de ativação da protrombina é formado por 2 vias, cada 
qual resultando em uma forma diferente de ativador de protrombina (Shen et al., 
2006). 
Os demais sistemas envolvidos no estudo foram o sistema endócrino com as 
vias de sinalização PPAR (13,3%), metabolismo (13,3%) e processamento de 
informação genética/fator de transcrição (6,6%). A via de sinalização PPAR está 
envolvida no metabolismo lipídico (KEGG). 
5.3 Proteínas identificadas 
Neste estudo encontrou-se expressão diferencial de lipoproteínas e o papel 
destas proteínas têm merecido destaque na sepse.  A hipocolesterolemia está 
associada ao aumento da morbidade e mortalidade na sepse. A apolipoproteína A-1 
(APO A-1) é o principal componente protéico do HDL (Lipoproteína de Alta 
Densidade) no plasma promovendo o efluxo de colesterol dos tecidos, e o colesterol 
esterificado resultante pode então ser transportado para o fígado, onde sofre 
metabolização e é excretado. A APO A-1 se liga a lipopolissacarídeos ou 
endotoxinas, apresentando um papel relevante na função anti-endotoxina do HDL 
(Harris, 2005). Ela interage com a proteína de ligação do LPS, a LBP e circula no 
plasma modulando a ligação do LPS ao HDL, atuando como co-fator na 
neutralização do LPS. LBP tem papel na ligação do LPS ao CD14, receptor para o 
LPS presente em várias células do sistema imune (monócitos, macrófagos e 
neutrófilos), mediando a ativação destas células. LBP, CD14, HDL e APO A-1 têm 
papel crucial no balanço entre neutralização do LPS e ativação imune. Revisão 
recente discutiu a neutralização do LPS pelas lipoproteínas e seus exatos 
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mecanismos, ainda desconhecidos, e que a modulação do seu metabolismo pode 
ter papel importante na resposta inflamatória da sepse. Acrescentou ainda que as 
lipoproteínas estariam implicadas na imunidade inata, reduzindo a resposta de 
citocinas e mortalidade em modelos animais de sepse (van Leeuwen et al., 2003). A 
APO A-1 foi também identificada como fator estabilizador de prostaciclina (PG12), 
portanto apresentando atividade anticoagulante (Yui et al., 1988). Pessoas com 
alterações vasculares arterioescleróticas freqüentes apresentam diminuição nos 
níveis de APO A-1, que pode representar fator de risco para processos 
arterioescleróticos, incluindo doenças cardiovasculares (Chiesa e Sirtori, 2003). A 
APO A-1 parece também estar implicada na proteção contra Alzheimer, devido à 
ação sinérgica com alfa-tocoferol (Maezawa et al., 2004). Em estudo publicado, 
níveis reduzidos de APO A-1 foram detectados no LCR, cérebro e tecidos periféricos 
de pacientes esquizofrênicos (Huang et al., 2007). A APO A-1 apresentou expressão 
decrescente no estudo, conforme evolução de gravidade do quadro séptico, 
podendo significar redução de ação da imunidade inata, efeitos anti-endotoxinas, 
proteção cardiovascular e neurológica. 
Outra proteína capaz de se associar ao HDL é o amilóide sérico A (SAA), 
que é uma apolipoproteina do complexo HDL. É expressa pelo fígado e secretada no 
plasma após estimulo por citocinas e atua deslocando a APO A-1 e tornando-se a 
apolipoproteína predominante do HDL, o que provoca sua remodelação (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 inflamatória sistêmica e contri-
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buindo para a falência de órgãos e óbito dos pacientes (van Leeuwen et al., 2001). O 
SAA no presente estudo não foi detectado na fase inicial da sepse, e apresentou 
expressão maior na fase B (sepse grave), decrescendo sua expressão para a fase C 
do estudo, possivelmente refletindo uma menor expressão devido a menor 
necessidade na fase C de deslocamento da APO A-1 ou a redução da capacidade 
do fígado em secretá-la. 
 Também identificada no estudo e incluída na categoria do sistema imune e 
parte das cascatas de coagulação e complemento encontra-se a imunoglobulina 
kappa de cadeia leve região VLJ. Imunoglobulinas são proteínas utilizadas pelo 
sistema imune para identificar e neutralizar agentes estranhos ao organismo como 
bactérias e vírus. São compostos tipicamente de unidades estruturais básicas, cada 
qual com 2 cadeias pesadas grandes e 2 cadeias leves pequenas (Litman et al., 
1993). Existem dois tipos de cadeia leve, lambda e kappa (Janeway et al., 2001). As 
imunoglobulinas são parte integrante do sistema imune humoral. Contribuem para a 
imunidade de 3 formas principais: previnem a entrada de patógenos na célula 
ligando-se a eles; estimulam a remoção de um patógeno pelos macrófagos cobrindo-
o e podem desencadear a destruição direta do patógeno através do estímulo de 
outras respostas imunes como ativação da via do complemento (Ravetch e Bolland, 
2001). O gene da imunoglobulina kappa cadeia leve é polimórfico e acredita-se que 
tenha papel na patologia de doenças infecciosas e autoimunes (Dugoujon e 
Cambon-Thomsen, 1995). Outra imunoglobulina identificada no estudo foi a 
imunoglobulina M monoclonal de aglutinação a frio. Esta proteína também faz parte 
da categoria sistema imune, participando das vias relacionadas à citotoxicidade 
mediada pelas células Natural Killer, apresentação e processamento de antígenos e 
via de sinalização de receptor da célula B.  As aglutininas a frio são auto-anticorpos 
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IgM caracterizados por sua habilidade em se aglutinar em temperaturas baixas com 
os glóbulos vermelhos in vitro (4-22°C) (Ciejka et al., 1999). Elas têm especificidade 
contra glicoconjugados (principalmente oligossacarídeos) ligados a lipídeos e ou 
proteínas da membrana celular. Estes anticorpos são normalmente encontrados em 
títulos baixos nos adultos normais, embora esses níveis se elevem em diferentes 
processos infecciosos (Janney et al., 1978; Leoni et al., 1991). As duas diferentes 
imunoglobulinas identificadas no estudo apresentaram maior expressão na fase C, 
decrescendo até a fase A, portanto mais expressas nas fases mais graves do 
processo infeccioso. 
A proteína zinc finger 222 (ZNF 222) é um fator de transcrição e pertence à 
família da proteína krueppel C2H2-type zinc-finger (Gerhard et al., 2004; Gregory et 
al., 2006). Transcrição em biologia molecular é copiar o RNA do molde de DNA para 
criar uma nova molécula de RNA. Um fator de transcrição é a proteína que liga o 
DNA a sítios específicos onde ele pode regular a transcrição. Eles estão envolvidos 
no estagio inicial da transcrição do RNA. Sem os fatores de transcrição a criação de 
novo RNA do DNA não poderia ocorrer. A resposta celular aos sinais do ambiente é 
mediada em parte pela indução ou inibição da transcrição dos genes (Tjian e 
Maniatis, 1994). Através de dados obtidos pelo National Center for Biotechnology 
Information  (NCBI), o fator de transcrição zinc zinger 222 teria suposto papel de 
repressão transcricional, regulando a transcrição, divisão celular e partição de 
cromossomas. Sua expressão aumenta da fase A para a fase B e em seguida 
diminui na fase C. Seu comportamento na evolução da sepse pode refletir a tentativa 
do organismo de bloquear a produção de proteínas cujos efeitos possam ser 
prejudiciais ao organismo (citocinas, p.ex). Com a redução em sua concentração na 
fase C haveria menor repressão da transcrição destas proteínas, instalando-se o 
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choque. O mesmo se aplicaria à regeneração tecidual, também parte de sua função. 
A albumina é a mais abundante proteína plasmática, totalizando 50% das 
proteínas do soro humano. Comparada a outras proteínas, ela é uma molécula 
relativamente pequena, formada por uma cadeia de 584 aminoácidos, constituindo-
se em um polipeptídio simples com peso molecular em torno de 69000 Daltons, 
arranjada predominantemente em alfa-hélices sustentadas e unidas por 17 pontes 
dissulfeto (Doweiko e Nompleggi, 1991). A albumina foi identificada nesse estudo 
diminuindo sua expressão com a piora do quadro séptico. Uma das importantes 
funções da albumina é a manutenção do volume plasmático circulante, devido ao 
seu peso molecular relativamente baixo e sua alta concentração. A albumina 
desempenha também papel na manutenção do equilíbrio ácido-básico. Resíduos de 
histidina presentes na estrutura da albumina, por terem um pKa em torno de 7,4, 
conferem a ela uma função de tamponamento em situações de acidose metabólica, 
enquanto que na vigência de alcalose metabólica, ela também exerce função 
tampão, já que é capaz de liberar seus íons hidrogênio (Doweiko e Nompleggi, 
1991). Além disso, a albumina está envolvida no transporte de uma ampla variedade 
de substâncias fisiológicas: moléculas lipossolúveis como os ácidos graxos de 
cadeia longa, hormônios como a tiroxina, cortisol e aldosterona e pequenos íons 
como o cálcio, cobre, níquel e zinco e desempenha também importante papel na 
distribuição e metabolismo de diferentes substâncias endógenas e exógenas que a 
ela se ligam (ácidos graxos, aminoácidos, esteróides, drogas). Por último, a 
albumina ainda atua como um reservatório de aminoácidos, contribuindo com cerca 
de 5% dos aminoácidos disponíveis para os tecidos periféricos, sendo que esta 
oferta encontra-se aumentada na presença de algumas doenças malignas, e em 
situações nas quais o balanço nitrogenado é negativo (Whicher e Spence, 1987). 
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A concentração da albumina no fluido intravascular é o resultado do balanço 
entre a síntese e o catabolismo. Estes processos são complexos e independentes, 
embora ocorram simultaneamente (Peters, 1977). O fígado é o único órgão capaz de 
sintetizar albumina. Cerca de 12% a 20% da capacidade da síntese hepática é 
disponibilizada para a síntese desta proteína, produzindo diariamente 150mg a 
250mg de albumina por quilograma de peso corporal em indivíduos saudáveis (Hill, 
1985; Doweiko e Nompleggi, 1991), o que consome 6% da ingestão diária de 
nitrogênio (Rothschild et al., 1972). Devido ao comprometimento hepático resultante 
da piora do processo infeccioso, seria esperado que ocorresse redução em sua 
síntese. A síntese de albumina não sofre influência dos níveis séricos per se, mas 
depende da interação complexa entre pressão coloidosmótica no fluido extracelular 
hepático, níveis séricos de hormônios que sabidamente estimulam esta síntese 
(corticosteróides, esteróides anabólicos e tiroxina), presença de citocinas pró-
inflamatórias que inibem esta síntese e estado nutricional, que inclui a 
disponibilidade de energia, proteínas e micronutrientes (Whicher e Spence, 1987). 
Baixos níveis séricos de albumina podem adversamente afetar o sistema de 
coagulação (Doweiko e Nompleggi, 1991). 
A proteína PRO 2619
  pertence à família albuminóide, sendo um precursor 
sérico da albumina. Como tal, durante a evolução da sepse para fases mais graves, 
decresceu sua expressão. 
Vários spots relacionados à família das serpinas foram identificados nesse 
estudo. Nome dado à família dos inibidores de proteases, as serpinas compartilham 
uma estrutura terciária complexa e bem conservada. Estão contidas neste estudo as 
seguintes proteínas integrantes da família serpina: inibidor de serina protease, 
classe A, (alfa-1 antiprotease, antitripsina), membro 1; alfa-1 antitripsina e a cadeia A 
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da serpina presente em um complexo serpina-protease cristalino. A presença de um 
anel reativo móvel, com a habilidade de modificar profundamente sua conformação 
permite às serpinas se ligarem à sua protease alvo como um complexo virtualmente 
irreversível. Essa é a razão do sucesso evolucionário das serpinas. Notoriamente, as 
serpinas são os principais inibidores de proteases no plasma humano e atuam 
inibindo a ação de sua respectiva protease, como pode ser observado no quadro 
abaixo: 
 
Quadro 12  Proteases e serpinas correspondentes 
Protease serina  Serpina 
Quimotripsina Alfa-1-antiquimotripsina 
Fator complemento C1s  inibidor de C1 (C1INH) 
Elastase (secretada por neutrófilos)  Alfa-1-antitripsina 
Fator de coagulação 10 (X)  Antitrombina III 
Trombina Antitrombina III 
Plasmina Alfa-2-antiplasmina 
Tripsina  Inibidor de enzima pancreática 
 
Em conjunto, as serpinas contam por aproximadamente 10%, em termos 
molares, das proteínas do plasma humano. Também no plasma, mas em menor 
concentração estão outras serpinas que perderam sua atividade inibitória, mas 
adquiriram outras funções vitais à vida, como por exemplo, a fonte de peptídeo 
vasopressor angiotensinogênio e as globulinas de ligação de tiroxina e 
corticosteróides (Southan, 2001; Hedstrom, 2002). A alfa-1 antitripsina é uma 
glicoproteína conhecida como inibidora de tripsina. Seu nome correto, porém é 
inibidor de protease alfa-1 porque é um inibidor de serina protease (serpina) inibindo 
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uma variedade de proteases. É o mais abundante e conhecido membro da família 
das serpinas de inibidores de protease e exerce papel central no controle da 
homeostase neutralizando os efeitos deletérios da elastase, enzima poderosa 
encontrada nos glóbulos brancos. Essa enzima combate a infecção quando liberada 
pelos glóbulos brancos, mas pode lesar o tecido pulmonar se não for controlada pela 
alfa-1 antitripsina. Na sua ausência a elastase destrói a elastina, que confere 
elasticidade aos pulmões, resultando em complicações respiratórias como enfisema 
pulmonar (Stecenko e Brigham, 2003). Como inibidoras das proteases, as serpinas 
têm um arranjo de funções incluindo regulação da coagulação sanguínea, via de 
complemento, remodelação da matriz extracelular e motilidade celular, atuando 
também na regulação da pressão sanguínea e angiogênese ou como proteínas de 
transporte ou armazenamento (Barret, 1986; Ye et al., 2001). A serpina identificada 
no banco de dados como parte de um complexo serpina-protease apresentou 
aumento de expressão da fase inicial de sepse para a fase de sepse grave, 
decrescendo a seguir. Este fato pode sugerir, por tratar-se de um complexo 
envolvendo proteases, que, já no choque séptico, encontravam-se reduzidas estas 
enzimas, ou, de outra forma, que a quantidade de enzima permaneceria a mesma 
havendo em contra partida menor expressão da serpina. As demais serpinas 
apresentaram grau de expressão aumentado conforme a piora do quadro infeccioso 
do paciente, isto é, expressão crescente nas fases A, B e C respectivamente. Este 
perfil apresentado demonstrou grande envolvimento do sistema imune e vias de 
cascata de coagulação e complemento na evolução da sepse, abrangendo 
mecanismos de reparo de tecidos e proteção pulmonar possivelmente conseqüente 
ao quadro de SARA desenvolvido pelo paciente e concomitante elevação na 
concentração de elastase. 
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Isoformas de algumas proteínas foram identificadas no corrente estudo. A 
isoforma de uma proteína é uma versão da proteína com apenas pequenas 
diferenças. Aproximadamente 8% das isoformas são geradas durante o processo de 
transcrição dos genes codificadores em RNAm. Mais de 90% são gerados por 
modificações pós-translocacionais após o RNAm ser traduzido em proteína. A 
descoberta de isoformas explica o aparente pequeno número de genes 
codificadores revelados pelo genoma: a habilidade de se criar proteínas 
categoricamente diferentes através do mesmo gene aumentando a diversidade do 
proteoma. As isoformas representam uma nova classe de biomarcadores 
diagnósticos. Evidências científicas recentes demonstraram que a diferenciação e 
quantificação das isoformas individuais de proteínas poderiam melhorar a percepção 
sobre o diagnóstico da doença e seu manejo (Langdown et al., 1992). 
Isoformas de alfa-1 antitripsina foram isoladas. Vários fatores podem afetar a 
apresentação dessas isoformas no plasma. O grau de glicosilação da proteína, que 
por sua vez depende da capacidade de glicosilação dos hepatócitos e da integridade 
da cadeia de polipeptídeos gerada, podendo gerar isoformas hipoglicosiladas, bem 
como o clearance destas isoformas pela circulação são alguns deles. A alfa-1 
antitripsina é um inibidor de proteases do plasma cuja principal função é controlar a 
atividade proteolítica da elastase de neutrófilos que hidroliza proteínas estruturais. 
As isoformas, que normalmente estão presentes em baixa concentração, têm seu 
nível aumentado em mais de 100 vezes sob condições inflamatórias (Ferrero et al., 
2005) indo ao encontro dos resultados desse estudo. O aumento pode ser resultado 
da fragmentação da alfa-1 antitripsina, que tem papel importante na função 
pulmonar, e, sua fragmentação pode ser um fator na patogênese da SARA, 
indicando que seu aumento pode ser relevante e marcador biológico útil para o 




 
 
83
diagnóstico da SARA. 
Igualmente foram identificadas isoformas de apolipoproteína A-1. Mateos-
Cáceres, em 2004, publicou um estudo em pacientes com IAM, onde foram 
identificadas cinco isoformas dessa proteína, e, como nesse estudo sobre sepse, 
todas se encontravam reduzidas (Mateos-Caceres et al., 2004). Variações no 
percentual dos diferentes tipos de isoformas de APO A-1 podem ocorrer devido à 
modificação na taxa catabólica fracional desta apolipoproteína. Um estudo propôs a 
aplicabilidade da avaliação de anormalidades quantitativas nas isoformas de APO A-
1 envolvidas no desenvolvimento de doenças coronarianas (Contiero et al., 1997). A 
expressão decrescente destas isoformas no estudo conforme evolução de gravidade 
do quadro séptico pode significar redução da capacidade de atuação da imunidade 
inata, dos efeitos anti-endotoxinas e da proteção cardiovascular e neurológica. 
Somadas às observações de variações na expressão protéica nas diferentes 
fases da sepse, foi abordado concomitantemente o significado funcional destas 
proteínas. Enquanto indubitavelmente muitos desses sejam biomarcadores de 
inflamação e de resposta aguda, a lista de proteínas que está expressa para mais ou 
para menos demonstra claramente que a sepse tem efeitos importantes sobre a 
coagulação, sistema imune, metabolismo lipídico, apoptose e informação genética. 
Afigura 14 ilustra o perfil apresentado pelas proteínas identificadas no estudo de 
acordo com as variações de expressão entre as fases. 
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Figura 13  Gráfico representativo das variações de expressão entre as proteínas em % de volume 
nas fases A, B e C 
 
Na figura 14 observa-se a franca variação na expressão das proteínas entre 
as fases da sepse estudadas. A apolipoproteína A-1 e a albumina decrescem sua 
expressão da fase A para a fase C enquanto as serpinas e as imunoglobulinas 
aumentam. Níveis crescentes dos inibidores de protease neste caso podem 
representar a tentativa do organismo de inibir quantidades cada vez maiores de 
elastase expressadas durante o episódio de SARA. 
A SAA não está presente na fase A, surgindo na fase B e reduzindo 
expressão para a fase C. Este comportamento pode implicar a menor necessidade 
na fase C de deslocamento da APO A-1, que já se apresentava neste momento em 
menor quantidade ou na menor capacidade do fígado em secretá-la. 
A proteína zinc finger 222 aumenta sua expressão da fase A para a fase B 
decrescendo a seguir para a fase C. Por tratar-se de fator repressor de transcrição, a 
redução em sua expressão e, portanto, diminuição da repressão sobre alguma 
proteína com ação deletéria pode ter contribuído para o estabelecimento da fase de 
choque séptico. 
A fase A caracterizou-se pela predominância de APO A-1 e albuminas, 
representando resposta protetora e de manutenção da homeostase na sepse. Na 
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fase B predominaram o fator de transcrição zinc finger 222 e SAA, demonstrando 
atividade inflamatória intensa pelo deslocamento da APO A-1 e tentativa de 
repressão de proteínas. A fase C caracterizou-se pela expressão maior de inibidores 
de proteases e imunoglobulinas, proteínas funcionalmente responsáveis pela defesa 
do organismo. 
5.4  Estado da arte 
Publicações com o instrumental proteômico descrevem a expressão de 
proteínas em modelos de indução de sepse para o diagnóstico de infecções. Vários 
estudos têm revelado que a resposta de fase aguda ligada a alterações fisiológicas 
em resposta à inflamação resultou em mudanças significantes nas proteínas 
plasmáticas, principalmente de origem hepática reguladas por várias células do 
sistema imune, particularmente monócitos. 
Em 1999, Gabay e Kushner resumiram as proteínas de fase aguda 
descobertas desde 1984 e descobriram que mais de 40 proteínas plasmáticas eram 
reguladas positiva ou negativamente pelas desordens inflamatórias. Em 2002, 
Gianazza e colaboradores descreveram as alterações das proteínas plasmáticas em 
resposta à inflamação provocada pelo tratamento com drogas em modelo animal. 
Algumas das proteínas identificadas foram comuns às observações proteômicas 
deste estudo sendo que aqui é apresentada uma visão da evolução do perfil protéico 
de acordo com a progressão da gravidade do quadro séptico, não antes descrito em 
seres humanos. 
Após estímulo de neutrófilos humanos por LPS, observou-se a análise da 
transcrição gênica e expressão protéica. A análise proteômica revelou moduladores 
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da inflamação, moléculas de sinalização e proteínas do citoesqueleto, havendo 
pouca concordância entre o transcriptoma e as proteínas expressadas. Os autores 
concluíram que os resultados confirmaram a teoria, que “as proteínas reguladas pelo 
LPS identificadas por PMF têm concordância pobre com o encontrado ao nível de 
RNAm (Gygi et al., 1999; Fessler et al., 2002). 
Após provocar lesão térmica e administração de endotoxina em 
camundongos, comparando com controles normais, géis com pH 3-8 foram 
separados e corados com SYPRO Ruby. Os peptídeos trípticos analisados levaram 
à identificação 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 crescimento 
epidérmico. A análise de imagem revelou diferenças na expressão de proteínas 
inflamatórias dependendo do estímulo, lesão térmica ou LPS, sugerindo que o SAA 
possa diferenciar estes estímulos (Duan et al., 2004). 
Após indução de sepse por CLP em camundongos observou-se a expressão 
de proteínas após 4 e 24 horas do início da sepse, encontrando, após 24 h, spots 
diferenciais em 2D, que, identificados por MS revelaram ser as proteínas 
apoliproteína A-1, transtiretina, alfa-1 antitripsina, hemopexina, plasminogênio entre 
outras também de reação de fase aguda (McDunn et al., 2004). Formas truncadas 
da alfa-1 antitripsina estão aumentadas em pacientes com SARA e seu nível foi 
correlacionado com outros parâmetros clínico-patológico (Ren et al., 2004). A 
degradação da alfa-1 antitripsina pode levar a esse aumento observado. A ATT 
desempenha importante papel na função pulmonar, e, sua degradação pode 
contribuir para o surgimento da SARA. 
Em 2005, estudo publicado na Shock por Struck e colaboradores, sugeriu, 
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através de estudo proteômico que a enzima carbamoyl phosphate synthase-1 (CPS-
1) atuaria como marcador sérico de acometimento mitocondrial hepático e/ou 
intestinal na sepse. Esse estudo foi realizado em modelo animal (babuínos) e 
humanos, e sugere que os níveis de CPS-1 na circulação deva ser objeto de futuras 
investigações. 
Shen e colaboradores em 2006 publicaram um trabalho onde realizou estudo 
proteômico da sepse buscando a identificação de biomarcadores. Ele analisou o 
soro de 50 pacientes, sendo 25 com SIRS e 25 com sepse, comparando os mapas 
proteômicos. Houve destaque nas vias de complemento e coagulação nos pacientes 
sépticos, podendo estas vias estarem implicadas na distinção entre sepse e SIRS. 
Foram identificados 10 potenciais biomarcadores da sepse, dentre eles o amilóide 
sérico A (reação de fase aguda) que se encontrava mais expressa no grupo sepse 
como no presente estudo e apolipoproteína A1 (transporte de lipídeos) menos 
expressa no grupo sepse como também ocorreu no atual estudo. As demais 
proteínas estavam envolvidas nas reações de fase aguda (proteína C reativa, 
plasminogênio) vias complemento (componente complemento C4), via coagulação 
(antitrombina) ou ambas (inibidor de plasma protease C1). Níveis alterados destas 
proteínas têm sido correlacionados com SIRS e sepse assim como as vias 
complemento e coagulação encontram-se sabidamente ativadas na sepse. 
Também em 2006, Kalenka e colaboladores publicaram estudo proteômico 
de 18 pacientes com sepse/choque séptico, comparando-os com controles 
saudáveis. Estes pacientes foram acompanhados por 28 dias e separados em dois 
grupos: sobreviventes e não sobreviventes no 28º dia (D28). Foram encontradas 
alterações no padrão de expressão protéica em 6 spots entre os pacientes sépticos 
sobreviventes e os não sobreviventes. Spots diferencialmente expressos, com maior 
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expressão nos sobreviventes do que nos não sobreviventes, estiveram relacionados 
ao sistema complemento – 1ª linha de defesa contra a infecção- e citotoxidade 
mediada pelos monócitos, sugerindo um sistema imune mais competente nos 
sobreviventes. Um spot da super família das imunoglobulinas de função ainda 
desconhecida (alfa-1-B-Glycoprotein) apresentou expressão maior no grupo não 
sobrevivente. 
Estudo publicado em 2007 no  Journal of Proteome Research por Ren e 
colaboradores monitorizou a resposta proteômica plasmática ao insulto séptico 
induzido em modelo animal, identificando 13 spots diferencialmente expressos entre 
o modelo séptico e o controle. Dentre essas proteínas encontrava-se a alfa-1 
antitripsina, o amilóide sérico e o precursor de apolipoproteína A1, que se 
encontravam mais expressos no modelo sepse. 
Em novembro de 2007, Hinkelbein e colaboradores realizaram estudo 
explorando o proteoma cerebral de ratos sépticos encontrando 29 proteínas 
diferencialmente expressas entre o grupo sepse e o grupo controle, estando 
principalmente locadas na via de inflamação. Múltiplas proteínas diferencialmente 
expressas classificavam-se na categoria metabolismo, sinalização e stress celular. 
Este trabalho buscou melhor compreensão do desenvolvimento da encefalopatia na 
sepse. 
Em 2007, Dear e colaboradores empregaram um modelo de sepse em ratos, 
observando as proteínas hepáticas que variavam em abundância entre o grupo 
sepse e o controle. As proteínas identificadas estavam relacionadas ao stress 
oxidativo, coagulação, resposta de fase aguda, apoptose dentre outras categorias. 
Uma dessas proteínas foi a cyclophilin, com atividade inflamatória. Através do 
bloqueio da ação desta proteína, pela inibição do receptor CD147, conseguiu-se 
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diminuição na insuficiência renal induzida pela sepse, bem como redução na 
produção de citocinas. 
Soares et al., também em 2007, publicou estudo proteômico de 30 pacientes 
sépticos comparados com controles sem infecção onde comparou a expressão 
diferencial de proteínas entre esses dois grupos. Foram identificadas várias 
proteínas em comum com o presente estudo, como a apolipoproteína A-1, proteína 
zinc finger, amilóide sérico A e alfa1-antitripsina, que demonstraram padrão de 
expressão protéica diferente entre os controles saudáveis e os pacientes sépticos. 
As proteínas identificadas neste estudo guardam relação com aquelas 
descritas nos estudos proteômicos previamente realizados em sepse, citados acima. 
Aqui, porém, foi feita uma abordagem longitudinal do mesmo paciente, impedindo o 
aparecimento de viéses decorrentes da mistura (pool) de soros de diferentes 
pacientes para formação de uma única amostra. Vários trabalhos citados 
empregaram esta técnica fragilizando, portando, os resultados obtidos. 
Este estudo apresenta como limitação a análise de apenas um paciente, o 
que não permite a inferência dos resultados. Em contrapartida, o estudo de um único 
paciente sem a formação de uma mistura (pool) de amostras torna-se de maior valor 
pela inexistência de fatores de confundimento decorrentes da mistura de soros de 
pacientes de diferentes gêneros, idades, origens raciais (africana, asiática, européia, 
p.ex), microorganismos infectantes, resposta imunológica ao agente agressor, 
hábitos alimentares, fatores estes capazes de influenciar a expressão protéica. 
A proteômica é geralmente empregada para gerar hipóteses, podendo 
também ser utilizada para elucidar vias moleculares e caracterizar modificações nas 
proteínas. Uma das grandes possibilidades vislumbradas através do estudo 
proteômico é caracterizar diferenças na expressão protéica para identificar 
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potenciais alvos de drogas e biomarcadores de doenças, ampliando nossa 
compreensão dos processos biológicos. A construção de novas drogas para 
neutralizar produtos bacterianos ou bloquear sua interação com receptores 
específicos nas células imunes é conceito bastante atraente. Alvos potenciais 
incluem a LBP, CD14 e TLR4 para sepse por gram-negativo. Anticorpos 
monoclonais anti-CD14 encontram-se em estudos fase II. Várias outras moléculas 
de sinalização são outros possíveis alvos. Entretanto, a inativação de moléculas 
importantes da imunidade inata pode ser lesiva ao organismo, como demonstrado 
em estudo em que mutações no gene TLR4 em ratos resultaram em maior 
sensibilidade à sepse bacteriana (Roger et al., 2001). 
A sepse é doença multifatorial que promove desafios únicos para o médico 
intensivista. O diagnóstico é atrasado pela carência de testes diagnósticos e basea-
se fundamentalmente em série de avaliações clínicas. A natureza complexa da 
doença com envolvimento de diferentes sistemas fisiológicos sugere a necessidade 
de monitorização de vários parâmetros clínicos simultaneamente. Embora a 
desregulação das vias inflamatórias tenham papel de destaque na sepse, a 
compreensão baseada na resposta integrada das vias múltiplas de transdução de 
sinais ainda é elusiva. A abordagem da proteômica funcional poderia fornecer dados 
sobre a descrição quantitativa e os mecanismos associados à rede de sinalização 
inflamatória na sepse, identificando nós regulatórios críticos para a melhor 
manipulação terapêutica. A integração destas mensurações com os parâmetros 
clínicos de cada paciente poderá promover a melhor compreensão do diagnóstico e 
progressão da doença e permitir selecionar o regime terapêutico otimizado e 
precoce. Mas, como os dados proteômicos irão nos ajudar a direcionar nossos 
tratamentos a uma via de sinalização específica ou a um entroncamento crítico entre 
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as vias de conexão que seja responsável pela manutenção do estado séptico? O 
desafio futuro será traduzir o que estes dados obtidos nas pesquisas trazem para o 
diagnóstico clínico, levando ao grande impacto nas tomadas de decisões no 
tratamento do paciente. Esses dados possivelmente precisarão ser analisados por 
computadores, onde, de posse de informações sobre a abundância de proteínas, 
localização e cinética da fosforilação/modificação, deverá ser possível deduzir 
modelos matemáticos de redes de sinalização complexas com identificação de 
junções críticas nesta rede e que resulta na patologia molecular da sepse. Uma vez 
definidas as chaves de sinalização na sepse, será papel das indústrias 
farmacêuticas o desenho racional de uma droga para produzir inibidores específicos 
com maior atividade in vitro associado a menos efeitos colaterais. 
A despeito das limitações apresentadas neste estudo, ele torna-se de 
grande valor por representar um ponto de partida para a realização de outros 
trabalhos nesta linha. Nenhum outro estudo publicado avaliou a evolução da sepse 
sendo um trabalho inédito. Mais do que a importância dos dados aqui descritos 
encontra-se o fato de apresentar um método que pode e deve ser levado adiante -
proof of concept. Este trabalho deflagra a necessidade de novos estudos 
longitudinais neste tema para generalização das observações aqui demonstradas. 
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6 CONCLUSÃO 
1.  Foram identificadas 15 proteínas, todas com variação de expressão 
entre as fases estudadas; 
2.  Foram identificados níveis crescentes de inibidores de proteases e de 
imunoglobulinas da fase A para a fase C do estudo; 
3.  Foram identificados níveis decrescentes de albumina, PRO 2619 e 
apolipoproteína A-1da fase A para a fase B do estudo; 
4.  O amilóide sérico A não foi detectado na fase A e apresentou níveis 
decrescentes da fase B para a fase C do estudo; 
5.  Foram detectados níveis crescentes da proteína zinc finger protein 222 
da fase A para a fase B, decrescendo em seguida para a fase C; 
6.  O desenho apresentado pelos níveis crescentes dos inibidores de 
protease e SAA antagonizando a ação da apolipoproteína A-1, podem 
representar um painel característico de evolução da sepse para 
quadros mais graves; 
7.  O amilóide sérico A e os inibidores de proteases podem representar 
potenciais biomarcadores de gravidade e a apolipoproteína A-1 de 
proteção na sepse; 
8.  A fase A caracterizou-se por maior expressão de APO A-1 e 
albuminas, a fase B pela expressão predominante do fator de 
transcrição zinc finger 222 e o SAA e a fase C pela expressão maior de 
inibidores de proteases e imunoglobulinas. 
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Este trabalho demonstra a possibilidade do uso de técnicas proteômicas - 
eletroforese bidimensional e espectrometria de massa - no estudo da sepse; 
Esta é a primeira descrição, com a proteômica, das alterações evolutivas do 
processo séptico em um paciente. Os achados deste trabalho criam a demanda por 
estudos prospectivos, em grandes coortes, para validar estas conclusões por ora 
desenhadas sobre o padrão da expressão protéica na sepse. 
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Anexo 1  Aprovação pelo CEP 
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Anexo 2  Trabalho publicado no congresso brasileiro de terapia intensiva 
2008 
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Anexo 3  Géis das fases A, B e C 
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Gel da fase B 
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Gel da fase C 
 
 
 
Gel da fase C 




[image: alt]Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )
 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas





















































































































































































































































[image: alt]Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 
























































































































































[image: alt]


