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RESUMO

A sepse representa um desafio para os sistemas de saude em todo o mundo, pela sua
elevada incidéncia, mortalidade e custos associados. O evento fundamental para o
desenvolvimento da sepse parece ser a desregulacdo e perda do direcionamento da
resposta inflamatéria, podendo resultar em estados hiperinflamatérios ou de
imunossupressao, com reflexos patologicos sistémicos. No entanto, o mecanismo através do
qual esta disfungdo imunoldgica se estabelece ainda permanece em grande parte obscuro, e
nenhum agente imunomodulatdrio se encontra disponivel para o tratamento clinico da
sepse. As células da linhagem monocitica fagocitdria sao agentes essenciais na resposta
inicial a infecdo. Um conjunto crescente de evidéncias aponta para uma relacdo de
interdependéncia entre o metabolismo e o estado de ativagao imune dessas células. Ao
mesmo tempo, estudos prévios sugerem que uma disfuncao bioenergética de leucécitos na
sepse poderia prejudicar a formagao de uma resposta imune efetiva, associando-se a
desfechos clinicos desfavordveis. Nos estudos que compdem esta tese, procuramos
caracterizar o fendtipo imunometabdlico de mondcitos na sepse. Demonstramos em
experimentos in vitro que macréfagos e mondcitos ativados apresentam um intenso
aumento da atividade glicolitica, que passa a ser a principal fonte geradora de ATP celular,
acompanhado de uma redugdo da fosforilagao oxidativa. Em seguida, estabelecemos uma
coorte prospectiva para caracterizar o proteoma dos mondcitos do sangue periférico,
comparando quantitativamente amostras de doadores sauddaveis as de pacientes na fase
aguda da sepse e na fase de recuperagao. Utilizando uma abordagem de proteémica
exploratdria, nossos dados evidenciaram que, de forma semelhante ao observado nos
modelos experimentais, a transicao para a glicdlise é uma caracteristica proeminente na
fase aguda da sepse. Além disso, o perfil da coorte foi inicialmente sugestivo de
imunossupressao, sendo sucedido na fase de recuperacdo pela restauracdo da
imunocompeténcia, o que foi documentado pela regulacdo diferencial de proteinas
envolvidas na apresentagao de antigenos, como o HLA-DR, e sinalizagdo por citocinas,
particularmente o IFN-y. Avaliamos também a aplicabilidade de uma metodologia de
protedmica dirigida para a verificagdo e aprofundamento da investigagao das alteragdes
observadas. Nosso estudo sugere que as vias do metabolismo energético podem ter um
papel relevante na imunopatogénese da sepse.
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ABSTRACT

Sepsis represents a challenge for healthcare systems around the world due to its high
incidence, mortality, and associated costs. The fundamental event for the development of
sepsis seems to be the deregulation and loss of directionality of the inflammatory response,
which may result in hyperinflammatory or immunosuppressive states, with systemic
pathological reflexes. However, the mechanism by which this immunological dysfunction is
established remains largely obscure, and no immunomodulatory agent is available for the
clinical treatment of sepsis. Mononuclear phagocyte system cell lines are essential agents in
the initial response to infection. A growing body of evidence points to a relationship of
interdependence between the metabolism and the immune activation state of these cells.
At the same time, previous studies have suggested that a bioenergetic dysfunction of
leukocytes in sepsis could impair the formation of an effective immune response, associated
with unfavorable clinical outcomes. In the studies that compose this thesis, we sought to
characterize the immunometabolic phenotype of monocytes in sepsis. We demonstrated
using in vitro experiments that activated macrophages and monocytes present an intense
increase of glycolytic activity, which becomes the main source of cellular ATP, accompanied
by a reduction of oxidative phosphorylation. Next, we established a prospective cohort to
characterize the proteome of peripheral blood monocytes, comparing quantitatively healthy
donor samples to those of patients in the acute phase of sepsis and in the recovery phase.
Using an exploratory proteomics approach, our data showed that, similar to that observed
in the experimental models, the shift to glycolysis is a prominent feature in the acute phase
of sepsis. In addition, the cohort profile was initially suggestive of immunosuppression,
being succeeded by the restoration of immunocompetence in the recovery phase, which
was documented by the differential regulation of proteins involved in the presentation of
antigens, such as HLA-DR, and cytokine signaling, particularly IFN-y. We also evaluated the
applicability of a targeted proteomics methodology to verify and deepen the investigation
of the observed changes. Our study suggests that energetic metabolic pathways may play a
relevant role in the immunopathogenesis of sepsis.
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1. Introducao

1.1 O conceito e defini¢bes de sepse

A degeneracdo das fungdes vitais que se segue a infecdo é um fendmeno descrito ao
longo da Histdria, incorporado aos modelos de salde e doenca de diferentes povos e
épocas.

A palavra "sepse" é origindria do grego, significando o processo de decomposicdo da
matéria organica. Na literatura médica, o termo é inicialmente encontrado na colecao
hipocratica, empregado dentro do contexto da "discrasia", ou desequilibrio da constituicao
natural dos humores corporais (1).

O conceito atual de sepse comecou a tomar forma no século XIX, a partir do
estabelecimento da Teoria dos Germes e da descricdo da imunidade celular e humoral,
continuando a evoluir através do século XX até o presente. Em 1914, Hugo Schottmdiller
propo6s que o desenvolvimento da sepse seria dependente da invasdo da corrente sanguinea
por bactérias provenientes de um foco infeccioso (2). Paralelamente, o conceito da
manutengdo da estabilidade do ambiente interno como o principio fisiolégico fundamental
foi elaborado por Claude Bernard e, posteriormente, por Walter Bradford Canon, que criou
o termo "homeostase", reforcando a nogdo de que estados patolégicos podem decorrer de
perturbacdes que excedem a capacidade de compensacdo pelos mecanismos
homeostaticos do organismo (3). A partir de experimentos em ratos expostos a diversos
estimulos nocivos, Hans Seyle descreveu uma sindrome em estagios, que representaria um
"esforco generalizado do organismo para adaptar-se a novas condi¢des" (4).

Na segunda metade do século XX, essas ideias se consolidaram na clinica a partir da
criacdo das unidades de terapia intensiva, que permitiram o estudo sistemadtico de doentes
graves em um ambiente controlado. Na década de 1970, Tilney e colaboradores
caracterizaram uma "faléncia sequencial de sistemas" baseando-se na investiga¢cdo de uma
série de casos de pacientes submetidos a cirurgia para reparacdo de aneurisma adrtico roto
(5). Sobre essa sindrome, Baue observou, a partir da revisdo de necrdpsias de pacientes que
morreram apés um periodo prolongado de ressuscitacdo e suporte em unidades de terapia
intensiva, que “...a mesma combinac¢do de problemas é observada em diversos pacientes
com diagndsticos primarios muito diferentes" (6). Configurou-se, portanto, uma entidade
clinica distinta, comum a pacientes expostos a elevados niveis de estresse fisioldgico de

etiologias diversas, incluindo a infeccdo. A percepcao de que uma resposta pro-inflamatéria
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exacerbada seria o elemento central da resposta patolégica do hospedeiro na sepse
também tornou-se proeminente nessa época, estimulada pela descoberta do fator de
necrose tumoral (TNF) e da interleucina-1 (IL-1), cuja administracdo exdgena foi capaz de
reproduzir os sintomas caracteristicos da endotoxemia em modelos animais (7).

E nesse contexto que Bone e colaboradores decreveram uma “sindrome séptica”,
composta por taquicardia, taquipnéia, hiper ou hipotermia e disfuncdo de drgdos
secundaria a hipoperfusdao, o que seria, segundo os autores, o reflexo de uma “resposta
sistémica a uma infeccdo” e representaria, “critérios clinicos ndo invasivos, prontamente
disponiveis em um estdgio da deterioracdo mais precoce do que descricdes prévias na
literatura” (8). Essa sindrome foi tomada como o fundamento de uma conferéncia de
consenso de sociedades de terapia intensiva organizada em 1991 com o objetivo de
estabelecer uma estrutura pratica e conceitual para o diagndstico, monitoramento e
pesquisa da sepse (9). Como resultado da conferéncia, foi criada a “sindrome da resposta
inflamatadria sistémica” (SIRS), que incorporou as varidveis da sindrome séptica, tendo como
causas potenciais as infec¢des, mas também injurias inflamatérias ndo-infeciosas como o
trauma, pancreatite e queimaduras (Tabela 1.1). O termo “sepse” passa a descrever a SIRS
provocada por uma infeccdo, que pode ser classificada adicionalmente como “sepse grave”
ou “choque séptico” quando acompanhada por disfungdes organicas, hipoperfusao,

hipotensao e choque circulatério.

Tabela 1.1: Sindrome da resposta inflamatdria sistémica (SIRS)

Dois ou mais dos critérios:

* Febre (temperatura corporal > 38 c)C), ou hipotermia (temperatura corporal < 36
°0).

* Taquipnéia (FR > 20 ipm), ou hiperventilacdo (PaCO2 < 32 mmHg).

* Taquicardia (Frequéncia cardiaca > 90bpm).

* Leucocitose (Leucometria total > 12000 cu/mm), ou leucopenia (Leucometria
total < 4000 cu/mm), ou presenca de neutréfilos imaturos (“bastdes”) >10% do
total.

FR: frequéncia respiratdria; PaCO2: pressao parcial de didxido de carbono no sangue arterial

A conferéncia de 1991 resultou no primeiro conjunto de definicbes relacionadas a
sepse amplamente difundidos e adotados mundialmente. Com isso, permitiu o intercambio
de dados epidemiolégicos e a confeccdo de protocolos de pesquisa clinica em torno de um

vocabuldrio comum. No entanto, limitacdes praticas, relacionadas principalmente aos



critérios diagnodsticos propostos para a SIRS tornaram-se evidentes ao longo dos anos.
Apesar de haver evidéncias de que a histéria natural da sepse evolui de acordo com o
espectro de gravidade proposto pelas classificacbes do consenso, diversos estudos
apontaram para uma alta prevaléncia da SIRS nas populacbes de pacientes de UTls,
independentemente do diagndstico primario, conferindo um baixo poder discriminatério
para essa sindrome (10,11).

A necessidade de critérios mais acurados para o diagndstico clinico da sepse tornou-
se, portanto, o ponto central de discussdo na segunda conferéncia de consenso para
definicbes de sepse, em 2001 (12). O grupo de especialistas reconheceu a limitada
aplicabilidade dos critérios de sepse entdo vigentes na pratica clinica e seguiu com a
proposta de ampliar as varidveis empregadas no diagndstico da sepse para que refletissem
0 processo através do qual “um clinico experiente conclui que um paciente infectado
‘parece séptico’”. Sugeriram também que a estratificacdo dos pacientes de acordo com
caracteristicas de base (ex. comorbidades, idade), da infeccdo (ex. agente etioldgico, sitio
anatomico), e da resposta inflamatéria e disfuncGes organicas (sinais clinicos,
biomarcadores), poderia melhorar a predicdo do progndstico e resposta terapéutica. O
debate dessas questdes nao resultou, entretanto, em uma nova definicdo operacional para
a sepse, o que seria, segundo os autores, um reflexo da auséncia de evidéncias cientificas
suficientes para orientar uma revisdo dos critérios de 1991.

A resposta a esse desafio s6 foi elaborada por uma forca-tarefa internacional
organizada em 2016 (13). Primeiramente, o painel de especialistas propés o abandono da
SIRS, em favor do surgimento de disfuncbdes organicas potencialmente letais, como a
caracteristica clinica fundamental para a distincdo entre a infeccdo ndo complicada e a
sepse. Em seguida, empregando uma abordagem baseada em evidéncias, analisaram
grandes bancos de dados de pacientes hospitalizados por infec¢cdo, buscando as varidveis
clinicas que melhor se correlacionaram com a evolucdo para a sepse, servindo como suporte
para o estabelecimento de novos critérios diagndsticos. Como resultado, o escore SOFA
(Sequential Organ Failure Assessment) foi eleito como a ferramenta para o diagndstico das
disfuncbes organicas relacionas a sepse, pela sua boa performance como preditor de
progndstico e por ser um instrumento relativamente simples e j& previamente validado e
conhecido nas unidades de terapia intensiva (Tabela 1.2). Os critérios para a definicdo do

choque séptico também foram reformulados, passando a contemplar a existéncia
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concomitante de hipotensdo, com necessidade do uso de vasopressores, e hiperlactatemia

(Tabela 1.3). Além disso, foi criado um novo escore, denominado qSOFA, para a triagem de

pacientes potencialmente sépticos utilizando variaveis facilmente acessiveis ao examinador

na beira do leito.

Tabela 1.2: Escore SOFA

Pontuagao
Sistema 1 2 3 4
Respiragdo (PaOZ/FiOZ) <400 <300 <200 (e suporte <100 (e suporte
ventilatdrio) ventilatdrio)

Coagulacao <150 <100 <50 <20

3 3
(plaquetas x 10 /mm )
Figado (bilirrubina - mg/dL) 1,2-1.9 2,0-59 6,0-11,9 >12,0

Cardiovascular
(hipotensdo arterial)*

Sistema nervoso central
(Escala de Coma de Glasgow)

Renal (creatinina - mg/dL) ou
débito urindrio - mL/dia

PAM < 70 mmHg

13-14

1,2-1,9

Dopamina <5, ou
dobutamina
(qualquer dose)

10-12

2,0-3,4

Dopamina > 5, ou
adrenalina<0,1, ou
noradrenalina <0,1

6-9

3,5-4,9,0u<
500mL/dia

Dopamina > 15, ou
adrenalina>0,1, ou
noradrenalina > 0,1

<6

>5,0,0ou<
200mL/dia

Pa0,: pressdo parcial do oxigénio no sangue arterial; FiO,: fracdo inspirada de oxigénio, PAM:

pressdo arterial média.

Tabela 1.3. Correspondéncia entre as classificacdes de sepse

Classificagao prévia

Classificagdo da forgca-tarefa de 2016

Sepse: Infec¢do, com =2 critérios de SIRS

Sepse grave: Sepse com disfungao organica,

hipoperfusao ou hipotensao

Choque séptico: Sepse com hipotensdo ndo

responsiva a expansdo volémica

Infecgdo

Sepse: Infecgdo com disfungdo organica definida
por mudanca de =2 pontos no escore SOFA

Choque séptico: Sepse com hipotensdo e
hiperlactatemia ndo responsivas a expansao

volémica




A revisdo proposta pela forga-tarefa provocou uma polémica considerdvel na
comunidade médica, e ndo foi integralmente endossada por importantes sociedades como
o American College of Chest Physicians, American College of Emergency Physicians e
Instituto Latino Americano de Sepse. A criticas se concentraram principalmente em
aspectos metodoldgicos, relativos a analise das bases de dados utilizada para a validacao
das novas definicdes, com a qualidade dos critérios empregados para definir casos de
infecgao, a localizagdo geografica restrita e a andlise exclusivamente retrospectiva sendo
apontados como fatores limitantes (14,15). Também ressaltou-se que a reducdo da
sensibilidade dos critérios de sepse pode restringir a capacidade de deteccdo precoce dos
casos, e vai de encontro ao interesse das acdes de saude de paises em desenvolvimento,
onde o objetivo é ampliar a percepc¢do do problema (16).

Apesar do objetivo eminentemente clinico, o documento da forga-tarefa de 2016
também representa um marco conceitual, a medida que incorpora e consolida a evolugao
do entendimento da fisiopatologia da sepse ao longo dos 25 anos que sucederam a
conferéncia de 1991. A natureza da resposta desregulada do hospedeiro que resulta na
sepse se mostrou muito mais complexa e heterogénea do que inicialmente se supos. O
desequilibrio entre a ativacdo de vias pro e anti-inflamatérias pode resultar frequentemente
em um estado de imunossupressdo nos pacientes sépticos (17). A isso, soma-se a
constatacdo de que algum grau de reacdo sistémica clinicamente detectavel acompanha
também os casos de infeccdo ndo complicada, suscitando o argumento dos autores de que
a SIRS seria uma concepcdo muito genérica e imprecisa para ser tomada como base para a
descricdo da fisiopatologia da sepse (18). A obtencdo de dados por técnicas de larga escala,
como a genbmica, transcriptomica e protedmica, nos forneceu uma janela para a
diversidade das relagdes entre os elementos dos sistemas bioldgicos que podem resultar em
estados patoldgicos, permitindo a aplicacdo empirica de conceitos, até entdo relativamente
inacessiveis, da teoria geral de sistemas, cibernética e teoria do caos (19). Talvez o efeito
mais importante do conhecimento acumulado seja o amadurecimento da percep¢ao dos
limites e incertezas atuais, resumidos pelos autores: “A sepse ndao é uma doenca especifica,

mas uma sindrome que envolve uma patobiologia ainda indefinida”(13).



1.2 O problema clinico da sepse

Consideracdes epidemiolégicas

A sepse representa um desafio para os sistemas de saude em todo o mundo, pela sua
elevada incidéncia, mortalidade e custos associados. Reconhecendo a sepse como uma
prioridade global, a Organizacdo Mundial da Saude publicou uma resolucao no ano de 2017
convocando o0s paises membros a tomarem medidas urgentes para melhorar a sua
prevencdo, diagndstico e assisténcia (20).

E dificil obter estimativas precisas relativas & epidemiologia da sepse em escala
mundial. Uma meta-analise recente sugeriu que ocorrem anualmente cerca de 31.5 milhdes
de casos no mundo, ocasionando 5.3 milhGes de mortes (21). No entanto, esse calculo foi
prejudicado pela falta de dados provenientes de paises em desenvolvimento, tendo que ser
extrapolado a partir de estudos realizados em paises desenvolvidos. Essa é uma limitagao
importante, ja que paises de baixa e média renda comportam a maior parte da populacao
global e apresentam caracteristicas da distribuicao de doengas e acesso a assisténcia de
saude que diferem substancialmente daquelas dos paises de alta renda (22).

Estatisticas nacionais dos Estados Unidos da América (EUA) obtidas a partir de grandes
bancos de dados administrativos de hospitais, apontam para uma incidéncia de sepse grave
gue pode variar entre 300 a 1031 por 100.000 habitantes ao ano, com mortalidade entre
14.7 e 29.9%, contribuindo para 1 a cada 2 a 3 dbitos hospitalares (23). Os paises da Europa,
apesar de heterogéneos, apresentam nimeros semelhantes (24).

No Brasil, as informacbes epidemioldgicas disponiveis sugerem uma mortalidade
ainda maior. Cinco estudos multicéntricos prospectivos que incluiram dados do pais foram
conduzidos nas ultimas duas décadas (Tabela 1.4)(25-29). O mais recente e abrangente foi
o estudo Sepsis Prevalence Assessment Database (SPREAD), que realizou o
acompanhamento pacientes identificados em um Unico dia em 227 UTIs. A prevaléncia de
sepse grave foi de 36,7% (794 de 2632 pacientes), com uma taxa de mortalidade hospitalar
de 56%. O desenho experimental, que incluiu a amostragem aleatdria de UTls previamente
estratificadas pela regido geografica e caracteristicas dos hospitais, permitiu pela primeira
vez a obtengdao de uma estimativa nacional de 419.047 casos de sepse em adultos tratados

em UTls ao ano, provocando 233.409 mortes.



Tabela 1.4: Mortalidade hospitalar em diferentes estudos epidemioldgicos que incluiram

dados do Brasil.

Autor

Numero de pacientes

Mortalidade

Abrangéncia

Silva e cols., 2004 (27) 241 Sepse: 33,9 % 5 hospitais de Sdo
Sepse grave: 46,9% Paulo e Santa Catarina
Choque séptico: 52,2%
Sales Junior e cols., 521 Sepse: 16,7 % 65 hospitais
2006 (25) Sepse grave: 34,4% distribuidos por todas
Choque séptico: 65.3%  as regides do pais
Sogayar e cols., 2008 524 Mortalidade global 21 em hospitais das
(26) (sepse, sepse grave e regioes sul, sudeste e
choque séptico):43,9% nordeste
Beale e cols., 2009 (28) 931 Sepse grave: 67,4% Amostra brasileira de
um total de 12.881
casos de sepse grave
em 37 paises
Machado e cols., 2017 794 Mortalidade global 227 UTls distribuidas

(29)

(sepse grave e choque
séptico): 56%

por todas as regides do
pais

O impacto da sepse sobre a saude nao se limita ao periodo da internagdo hospitalar.

Estudos que acompanharam pacientes que sobreviveram a sepse, revelaram um declinio
persistente na capacidade fisica e cognitiva, que pode estar associado a um aumento da
mortalidade no longo prazo (30,31).

A ocorréncia e evolucdo clinica da sepse sdo influenciadas por caracteristicas do
hospedeiro e do agente infecioso. Dos fatores demograficos, o mais importante é a idade,
observando-se uma distribuicdo bimodal, com aumento da incidéncia em criangas menores
de 1 ano e idosos (32). Em um grande estudo observacional de adultos com sepse ao longo
de 24 anos nos EUA, os pacientes com idade maior ou igual a 65 anos representaram 64.5%
dos casos, com risco de morte 1.56 vezes maior do que o restante da populagao da coorte
(33). Comorbidades como diabetes, DPOC, cancer e SIDA podem predispor ao surgimento
da sepse e prejudicar a capacidade de recuperacdo do organismo (34). Mesmo em

individuos previamente sauddveis, caracteristicas genéticas podem levar a uma



variabilidade na resposta inflamatdria a patdégenos, com diferentes reflexos nos desfechos
clinicos (35).

Com relacdo aos agentes etiolégicos, a sepse é mais frequentemente associada a
infeccOes bacterianas, apesar de poder ser provocada por qualquer tipo de microorganismo
patogénico. Portanto, hd potencialmente uma ampla gama de fatores relacionados, por
exemplo, a viruléncia ou resisténcia a antimicrobianos que poderiam afetar o curso da
sepse. Em aproximadamente 30 a 50% dos casos as culturas sdo negativas, o que pode ser
decorrente de limitacdes técnicas dos ensaios laboratoriais ou da administracdo de
antibioticos antes da obtencdo dos espécimes clinicos (36). No estudo Extended Prevalence
of Infection in Intensive Care (EPIC 1), que avaliou casos de sepse em adultos de 75 paises
(incluindo o Brasil), 62% dos patdgenos identificados foram bactérias gram-negativas, 47%
bactérias gram-positivas e 19% fungos. O sitio anatdmico mais acometido foram os pulmdes
(64% dos casos), seguido pelas infeces abdominais (20%), da corrente sanguinea (15%) e
do trato genitourindrio (14%) (37). Além de frequentes, ha evidéncias de que as infeccbes
causadas por Pseudomonas sp., bem como as de foco abdominal, estdo associadas a uma
maior mortalidade hospitalar (24,37). Os casos de sepse por outros agentes como os virus
influenza, arboviroses e maldria se tornam mais proeminentes dentro do contexto sazonal
ou geografico, e os virus respiratdrios podem estar sendo subdiagnosticados como agentes
primarios ou coinfectantes nas UTIs (38).

O estado atual do tratamento

A sepse é uma emergéncia médica e, portanto, o manejo bem-sucedido dos pacientes
depende da deteccdo e intervengdes terapéuticas precoces. Em uma dimensdao mais ampla,
isso representa uma questdo que deve ser abordada em conjunto pelos drgdos de saude
publica e sociedades médicas. A resposta mais consistente a essa demanda foi a Campanha
de Sobrevivéncia a Sepse (CSS), uma iniciativa internacional de sociedades de terapia
intensiva, coordenada no Brasil pelo Instituto Latino-americano de Sepse, que tem como
objetivo educar o publico geral e os profissionais de salde. Para o clinico, o aspecto mais
relevante da campanha sdo as diretrizes assistenciais, inicialmente publicadas no ano de
2002 e atualmente em sua terceira revisdo, que se tornaram o padrdao mundial para o
tratamento da sepse (39).

A partir do diagndstico, as condutas imediatas visam a estabilizagdao clinica e o

controle da infeccdo. Essas intervencGes sdo prioritdrias, pois sdo as que tem

8



potencialmente o maior impacto sobre o progndstico e, por outo lado, sua eficdcia é
negativamente afetada por atrasos na implementacao.

A antibioticoterapia empirica de amplo espectro deve ser iniciada o mais rapido
possivel, apds a obtencdo de culturas. Uma analise retrospectiva de uma grande base de
dados da CSS demonstrou um aumento linear da probabilidade de mortalidade hospitalar a
cada hora em que inicio de antibidticos é adiado, com uma variacao de aproximadamente
10% apods 6 horas (40).

A hipoperfusdo tecidual induzida pela sepse é um dos principais fatores que
desencadeiam as disfuncdes organicas. A ressuscitacdo hemodindmica precoce, baseada na
administragdao de fluidos para restaurar o volume intravascular e, nos pacientes com
resposta inicial insatisfatdoria, fdrmacos vasopressores, foi capaz de reduzir
significativamente a mortalidade de pacientes com sepse em um ensaio clinico randomizado
(41). Apesar das varidveis fisioldgicas especificas tomadas como alvos para a ressuscitacdo
nesse estudo terem sido questionadas subsequentemente, os seus fundamentos
permanecem como um guia para a pratica atual (42). Em contraste, um protocolo
semelhante de otimizagdo hemodinamica ndao demostrou nenhum efeito sobre os
desfechos clinicos em um momento mais tardio da internacdo (43).

As principais condutas recomendadas pelas diretrizes da CSS tipicamente sao
apresentadas em um pacote de tratamento, com o objetivo de simplificar e organizar o
processo da assisténcia, estabelecendo prioridades e metas a serem atingidas pelas equipes

responsaveis pelo cuidado dos pacientes (Tabela 1.5) (44).



Tabela 1.5: Pacote de tratamento da Sepse, de acordo com as recomendacdes da CSS

Elemento do pacote

For¢a da recomendacio e qualidade de evidéncia*

Meca o lactato sérico. Mec¢a novamente (em 2-4
horas) se o valor inicial for > 2 mmol/L

Obtenha hemoculturas antes da administracdo de
antibidticos

Administre antibidticos de amplo espectro

Recomendacao fraca, baixa qualidade de evidéncia

Declaragdo de melhores praticas

Recomendacao forte, moderada qualidade de

evidéncia

Administre rapidamente 30 ml/kg de cristaldide para
hipotensdo ou lactato 2 4 mmol/L

Recomendacao forte, baixa qualidade de evidéncia

Administre vasopressores se o paciente estiver
hipotenso durante ou ap0ds a ressuscitacdo volémica
inicial para manter uma PAM = 65 mm Hg

Recomendacao forte, moderada qualidade de
evidéncia

* De acordo com o sistema GRADE (45). PAM: Pressao arterial média

A difusdo dessas estratégias e os avancos qualitativos das unidades terapia intensiva
sdo apontados como os principais fatores para a redu¢do da mortalidade associada a sepse
gue vem sendo documentada nos ultimos anos (46,47).

No entanto, examinando-se as terapias empregadas na pratica clinica atual, é notavel
a auséncia de farmacos dirigidos especificamente para a modulacdo da resposta imune, que
é o elemento central da fisiopatologia da sepse. Uma revisdo recente contabilizou mais de
100 estudos clinicos de fases Il e lll realizados nas ultimas cinco décadas com esse objetivo
(48). Os primeiros agentes estudados foram os corticdides, administrados em doses
imunossupressoras, e anticorpos neutralizadores da endotoxina (49,50). Em seguida, a
medida que a compreensdao dos mecanismos da resposta inflamatéria avancou ao longo dos
anos, propuseram-se diversas terapias que visam principalmente suprimir a cascata de
sinalizacdo por citocinas, incluindo inibidores de mediadores especificos como o TNF e IL-1,
e antagonistas de receptores como o Toll 4 (TLR4) (51). De todos os potenciais tratamentos
avaliados, somente um, a proteina C ativada, chegou a ser aprovado para o uso clinico, mas
foi posteriormente retirado do mercado apds um estudo confirmatério ndao ter demostrado
um efeito benéfico (52,53).

Os motivos dessa incapacidade de se produzir medicamentos clinicamente efetivos a

partir de alvos farmacoldgicos hipotéticos vém sendo debatidos por diversos autores e nao
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sao inteiramente compreendidos, mas parece haver um consenso a respeito da importancia
de alguns temas (48,54,55):

- Historicamente, muitos estudos clinicos foram propostos diretamente a partir de
resultados de eficdcia em modelos animais, que apresentam uma série de limitacdes. Os
experimentos pré-clinicos de sepse tipicamente utilizam animais jovens e saudaveis, nos
guais a aplicacdo de um estimulo agudo, que pode variar da administracdo de padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs), como o LPS, a infeccdo por microoganismos
vidveis, como na ligadura e puncado cecal (CLP), resulta em uma rdpida e intensa ativacdo de
uma resposta proé-inflamatéria (56). A maior parte dos pacientes, por sua vez, é idosa,
possui comorbidades e desenvolve a sepse com um curso inicialmente subagudo (57,58).
Apesar dessas discrepancias entre os modelos animais e a sepse clinica serem transponiveis
pelo desenvolvimento de protocolos experimentais mais complexos, outras diferencas
importantes provavelmente ainda permanecerdo. A sepse, por definicdo, envolve o
surgimento de disfungdes organicas graves, o que no ambiente clinico resulta
invariavelmente no emprego de modalidades sofisticadas e custosas de suporte vital, como
ventilagdo mecanica e hemodidlise, com ajustes das condutas baseadas em monitoramento
continuo, por vezes ao longo de semanas. Esse nivel de cuidados é muito dificil de ser
reproduzido em modelos experimentais, e contribui para um estado de perturbacao
fisiolédgica particular na sepse clinica, o que se reflete inclusive em curvas de sobrevida
marcadamente distintas entre as duas condi¢des (Figura 1.1). Além disso, as respostas
genOmicas a estimulos inflamatdrios também podem variar significativamente entre as
espécies. Em um estudo que realizou a andlise transcriptomica de leucécitos do sangue no
trauma, queimaduras e endotoxemia, houve uma correlacdo muito baixa da expressao

génica entre humanos e murinos (59).
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Figura 1.1: Curvas de sobrevida representativas da sepse experimental em murinos (A) e na clinica
(B). Em (A), o eixo y representa a sobrevida percentual de grupos de animais sépticos (CLP),
submetidos ou ndo a um tratamento experimental (BV) e controles sem sepse (Sham), ao longo de
horas (eixo x). Em (B), as linhas representam pacientes individuais, ordenados de cima para baixo do
menor (azul) ao maior (vermelho) grau de disfuncGes organicas e mortalidade (preto), ao longo de
dias (eixo x). CLP: ligadura e puncdo cecal; TRR: tempo até a recuperacdo. A figura B foi reproduzida
de (60).

- O uso das defini¢des clinicas de sepse como critério Unico de inclusdao em estudos
de intervencdo pode levar a selecdo de populagdes muito heterogéneas. A diversidade das
caracteristicas de base dos pacientes e da infeccdo poderiam resultar em variacdes na
resposta patoldgica da sepse. Com isso, o efeito benéfico de uma terapia em um subgrupo
de individuos seria ocultado pelo efeito ausente, ou até mesmo oposto, em outros
individuos do mesmo estudo. A procura de biomarcadores capazes de estratificar com mais
precisdo os pacientes é, consequentemente, um dos principais focos de pesquisa da sepse.
Nesse contexto, moléculas individuais como citocinas ou receptores celulares ja foram
associadas a predicdo de desfechos clinicos ou estados de ativacdo imune, com
reprodutibilidade varidvel (61). Nos ultimos anos, a configuracdo de perfis moleculares
através do uso de tecnologias 6micas vem se tornando mais comum e tem o potencial de
capturar a natureza complexa e dindmica da resposta do hospedeiro de forma mais efetiva
e personalizada (62). Curiosamente, a categorizacdo resultante desses estudos nem sempre
confirma as caracteristicas clinicas que presumivelmente seriam fontes de heterogeneidade.
Por exemplo, em uma analise recente da resposta transcricional de leucdcitos do sangue, as

assinaturas de expressdo génica que se correlacionaram com a probabilidade de
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mortalidade precoce foram andlogas entre pacientes com sitios de infecdo abdominal e
pulmonar (63).

Tendo em vista essas questdes ainda ndo resolvidas, parece ser imprescindivel o
estudo direto e aprofundado do material clinico, como uma etapa para a confirmacdo de
efeitos observados em modelos animais ou para se explorar os mecanismos que sao
peculiares da sepse em humanos. Nesse sentido, os avancos na capacidade da obtencdo e
analise de informacdes abrangentes a partir de quantidades restritas de amostras bioldgicas
podem ajudar a esclarecer as controvérsias e especulacdes a respeito da fisiopatologia da
sepse, 0 que se faz necessdrio para fundamentar o investimento em alvos farmacoldgicos
mais plausiveis e individualizados.

1.3. Fisiopatologia da sepse

A resposta inicial a infeccdo depende do reconhecimento dos patégenos pelas células
efetoras da imunidade inata, como mondcitos, macrofagos e neutrdfilos, que atuam em
conjunto com outros tipos celulares do tecido acometido. Esse reconhecimento se da
através dos PRRs (pattern recognition receptors), receptores capazes de identificar padrdes
moleculares associados a patdgenos (pathogen-associated molecular patterns - PAMPS),
estruturas altamente conservadas associadas a grupos de microorganismos (64). Os
exemplos de PAMPS bem caracterizados sdo numerosos, e incluem moléculas presentes em
bactérias (LPS), virus (RNA de fita dupla), e fungos (B-glucana). Moléculas enddgenas,
denominadas damage-associated molecular patterns (DAMPS), cuja liberacdo esta
associada ao dano ou estresse celular, dentre as quais podemos citar a proteina high
mobility group box (HMGB)-1, heat shock proteins e DNA mitocondrial, também sdo
reconhecidas por esses receptores (65). Os PRRs sdo classificados em familias, que podem
estar associadas a membrana celular, como os receptores do tipo Toll (TLR) e C-type lectin
receptors (CLRs) ou presentes de forma livre no citoplasma, como os nucleotide-binding
domain receptors, (NLRs), RIG-I- like receptors (RLRs) e AIM2-like receptors (ALRs), sendo,
portanto, capazes de detectar moléculas presentes no meio intra ou extracelular. Esses
receptores atuam de forma integrada como uma rede sensorial que detecta a presenca de
microorganismos e cujo padrdo de ativacdo combinada determina a natureza das respostas
subsequentes. A ligacdo aos PRRs deflagra mecanismos especificos de sinalizacdo celular,
gue induzem a expressdo de genes mediada por fatores de transcricdo como o nuclear fator

(NF)-kB, ou ainda a formacdo de inflamassomas, complexos proteicos que ativam a enzima
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caspase-1. O resultado final desses mecanismos sdo respostas transcricionais relacionadas a
inflamacao, inducdo da fagocitose e regulacdo do processamento de citocinas, autofagia e
morte celular, gerando novas demandas sobre o metabolismo celular (66). Esses fenbmenos
precoces sao necessarios para a coordenacdo da resposta imune, de forma a controlar
localmente o foco infeccioso e orientar a resposta imune adaptativa adequada.

A restauracdo da homeostasia do tecido infectado é possivel através de um delicado
equilibrio entre fatores pro e anti-inflamatérios. Um evento fundamental para o
desenvolvimento da sepse parece ser a desregulacdo e perda do direcionamento da
resposta inflamatdria, com reflexos patoldgicos sistémicos. A administracdo exégena de
altas doses de citocinas pré-inflamatérias, como o TNF e IL-1, é capaz de induzir
rapidamente um estado de choque hemodindmico, o que foi tomado como um dos
principais mecanismos indutores da sepse nas primeiras constru¢des tedricas da
fisiopatologia, baseadas no conceito da hiperinflamacdo sistémica (9,67,68). Apesar de
haver situacdes clinicas especificas que presumivelmente correspondem a esse modelo,
como a meningococcemia, a maior parte dos pacientes apresenta um curso de evolugdo
mais indolente, com as disfun¢des organicas se instalando de forma gradual, muitas vezes ja
no ambiente hospitalar, em uso de antibioticoterapia e de medidas de suporte vital (58).

ApOds a resposta inflamatdria inicial, o estado de ativagao imune que se sucede na
sepse é ainda alvo de controvérsia, com modelos discordantes sendo apresentados na
literatura. Na hipotese vigente mais tradicional, mecanismos desregulados de resolugdo da
inflamacdo induzem em sequéncia um estado mais tardio de imunossupressdo nos
pacientes, a Sindrome da Resposta Anti-inflamatdria Compensatoria (CARS) (69). Esse
conceito parece ser corroborado pelos achados de um estudo de necropsia de pacientes
gue morreram por sepse, onde em 76% dos casos foi encontrado um foco infeccioso
persistente (70). E também concordante com as observa¢des da ocorréncia de infec¢Bes
oportunistas por bactérias de baixa viruléncia (como Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumanii e Enterococcus sp.), candidiase invasiva e reativacdo de infeccGes
virais (71). Além disso, ha evidéncias diretas da imunossupressdo em pacientes com sepse.
Por exemplo, em um estudo que avaliou amostras de bidpsias de baco e pulmao coletadas
imediatamente apds o dbito na UTI, os esplendcitos apresentaram uma hiporresponsividade
na producdo de citocinas apds o estimulo com o LPS, acompanhada de uma reducdo de

moléculas co-estimuladoras e de apresentacdo de antigenos. Adicionalmente, observou-se
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um aumento de populagdes celulares de carater inibitorio, como linfécitos T reguladores e
células supressoras de origem mieldide (MDSC) (72).

Em contrate, um segundo modelo mais recente postula que progressao das disfuncdes
organicas que levam a morte pela sepse seria o resultado de um estado de ativacao
inflamatdria persistente, que é acompanhado pela supressdo da imunidade adaptativa
(Figura 1.2). Essa hipdtese foi inicialmente proposta a partir da andlise da transcriptdomica de
leucécitos do sangue de pacientes internados por trauma ou queimaduras, cuja evolugao
clinica e o padrdo de expressdao génica sdo semelhantes aos observados em coortes de
pacientes com sepse (60,73).

Os motivos para essas divergéncias entre os modelos sdo desconhecidos e podem
estar relacionados as diferencas na capacidade da construcdo de significado bioldgico a
partir de abordagens reducionistas baseadas em proteinas em oposicdo a técnicas de larga

escala baseadas em RNA.
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Figura 1.2: Modelos propostos da imunopatologia da sepse. Estd representada a magnitude da
resposta imune (eixo y) ao longo do tempo de evolucdo da sepse (eixo X). Em (A) o paradigma da
SIRS/CARS, onde a resposta imune oscilaria entre a hiperinflamagdo e imunossupressdo. O termo
“2" hit” denota um episédio de reinfecdo, representando uma complicacdo da fase da CARS. Em (B)
um modelo alternativo, onde os casos complicados cursariam com uma ativacdo inflamatodria
persistente. A figura foi reproduzida de (60)

Apesar da evidente desregulacdo do sistema imune na sepse, ndo ha um nexo causal
ou mecanismos claramente estabelecidos relacionando esse fendmeno ao surgimento das
disfuncbes organicas. Existem indicios de que uma disfuncdo microcirculatéria pode ocorrer

nos orgdaos acometidos (74). O endotélio ativado pela inflamacdo sistémica expressa
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moléculas de adesdo, fator tecidual e substancias vasoativas. Esse processo resulta na
ativacdo e recrutamento de células inflamatdrias, inducdo de um estado prd-coagulante e
alteracdes no fluxo sanguineo regional, o que tem o potencial de gerar lesdo e quebra da
barreira endotelial, formagao de trombos e desvios no fluxo sanguineo regional. Como
resultado desses disturbios microciculatérios pode se instalar um déficit perfusional, com
reflexos na fungao organica.

No entanto, o dano estrutural tissular que seria esperado como resultado da isquemia
ou toxicidade inflamatéria direta ndo é uma caracteristica proeminente na sepse. Em
estudos de necropsia, a morte celular é um achado infrequente e desproporcional ao grau
das disfuncbes organicas observadas (75). Além disso, o consumo de oxigénio pode
permanecer reduzido mesmo apds a restauracdo da perfusdo tecidual (76). Isso levou a
hipdtese de que um disturbio bioenergético primario se estabelece em algum momento da
evolugdao da sepse. As células entrariam em um estado de “hibernagdo”, utilizando os
substratos energéticos para executar somente fungbes basicas relacionadas a sua
sobrevivéncia, perdendo a atividade especializada e integracdo necessdrias para o
funcionamento fisiolégico dos 6rgdos e sistemas vitais. Mecanismos especificos
relacionados a um déficit da producdo de ATP mitocondrial, como o desacoplamento da
fosforilacdo oxidativa e inibicdo de complexos da cadeia transportadora de elétrons ou da
ATP sintase foram propostos para explicar esse fenémeno (77).

Imunometabolismo

A relacdo entre o metabolismo e estados de ativacdo imune estd ligada aos temas
centrais da fisiopatologia da sepse. Assim como ocorre com outros tipos celulares, a
disfuncdo bioenergética de leucécitos poderia prejudicar o estabelecimento de uma
resposta imune adequada. Por outro lado, a transicdo do estado quiescente ao ativado,
normalmente impde um extenso redirecionamento de substratos celulares para atingir as
novas demandas funcionais. Células T efetoras passam por um processo de expansao clonal,
aumentando substancialmente suas popula¢des. Os fagdcitos precisam atuar nos tecidos
infectados, que sdao ambientes onde a tensdao de oxigénio encontra-se em niveis muito
reduzidos como resultado das alteracdes perfusionais. Portanto, parece plausivel que esses
processos tenham evoluido de forma interdependente, e, de fato, nos ultimos anos vem se

tornando cada vez mais evidente que a sua regulacdo ndo é simplesmente um reflexo da
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disponibilidade de oxigénio e nutrientes no ambiente tecidual, mas um processo altamente
controlado por mecanismos especificos (78).

Os Mondcitos e suas respostas imunometabdlicas

Os mondcitos, em conjunto com os macrofagos, células dendriticas e seus
progenitores, constituem o sistema monocitico fagocitdrio, uma rede celular essencial para
a coordenacdo da resposta a infecdo e homeostasia tecidual. Apds a sua formacdo na
medula éssea, os mondcitos sdo liberados na corrente sanguinea, onde constituem até 10%
dos leucdcitos. Na técnica de fracionamento do sangue por gradiente de densidade, se
acumulam com os linfocitos na camada das células mononucleares do sangue periférico
(PMBC). Em humanos, os mondcitos circulantes sdo divididos em subpopula¢ées, baseando-
se na expressao de CD14 e CD16 na superficie celular (79). A populagdo principal,
denominada classica, compreende 85% das células e tem expressdo alta de CD14 e ausente
de CD16. As populagdes minoritdrias sdo a ndo-classica, com expressao baixa de CD14 e alta
de CD16 e a intermedidria, que apresenta expressdo relativamente alta dos dois
marcadores.

Quando ativados, os mondcitos sdao capazes de migrar rapidamente para os tecidos e
se diferenciar em macrdfagos e células dendriticas, atuando em conjunto com as células
residentes. Esse papel tem sido associado principalmente aos mondcitos cldssicos, enquanto
gue a populacdo ndo-classica sdo atribuidas propriedades de patrulhamento e suporte do
endotélio (80). Além disso, mais recentemente vem sendo demonstrado que os mondcitos
também atuam diretamente como efetores da imunidade inata, exibindo atividade
microbicida por fagocitose, producao de NO, espécies reativas de oxigénio e citocinas, bem
como apresentacdo de antigenos e direcionamento da reposta imune adaptativa (81,82).

Para entendemos o espectro potencial das respostas imunometabdlicas dos
mondcitos, é util examinarmos os fendtipos induzidos experimentalmente nas células do
sistema monocitico fagocitario. Em macrdéfagos, é possivel se obter in vitro uma polarizacao
funcional através da incubacdo com LPS e interferon (IFN)-y ou alternativamente IL-4,
resultando em perfis de ativacdo pré-inflamatdria (M1) ou anti-inflamatéria e reparadora
(M2), respectivamente (83).

Os macrofagos M1 sofrem uma intensa reprogramacdo do seu metabolismo
energético em relacdo ao estado quiescente, com reducdo da fosforilacdo oxidativa e

aumento da glicdlise, que pode se tornar a ser a principal fonte de ATP celular, mesmo em
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condicdes de normoxia (Figura 1.3) (84,85). O piruvato gerado ao final glicélise é convertido
a lactato e excretado pela célula, resultando em um fluxo reduzido para o ciclo do acido
citrico. Esse fendbmeno se assemelha ao “efeito Warburg”, ou glicélise aerdbia, inicialmente
descrito em células neoplasicas por Otto Warburg na década de 1920 (86,87). Apesar da
glicélise ser menos eficiente em termos da producdo de ATP por molécula de glicose
guando comparada a respiracdao mitocondrial, as enzimas glicoliticas podem sofrer uma
rapida e acentuada regulacdo positiva, sendo capazes de suprir a demanda energética de
células com metabolismo acelerado. A ativacdo desse fendtipo disponibiliza precursores
para vias anabdlicas e pode proporcionar a manutencdo da producdo de ATP
independentemente da oferta de oxigénio (88). A glicdlise aerébia também tem reflexos no
padrdo da resposta imune. A producao de ROS e NO, envolvidos na atividade microbicida, é
favorecida como resultado do aumento do fluxo pela via das pentoses-fosfato (89). Além
disso, foi demonstrado que a enzima glicolitica hexoquinase é capaz de ativar o
inflamassoma NLRP3 nessas células, o que leva a maturacdo e secrecdo das citocinas proé-
inflamatodrias IL-1 e IL-18 (90). O ciclo do acido citrico é fragmentado, levando ao acumulo
de citrato e succinato (91). O citrato é usado para a sintese de acidos graxos (necessarios
para biogénese de membranas), prostaglandinas, NO e do metabdlito itaconato, que possui
propriedades antimicrobianas (92,93). O succinato promove a estabilizacdo do fator
induzido pela hipdxia (HIF)-1, um importante indutor da expressdo de genes relacionados a
glicolise e a inflamacgdo (94). Em contraste, os macréfagos M2 tem o ciclo do acido citrico
integro e seu metabolismo é dependente principalmente da oxidacdo de acidos graxos e da
fosforilacdo oxidativa. Além disso, a via das pentoses fosfato encontra-se tipicamente

suprimida na polarizacdo M2 (95).
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Figura 1.3: Reprogramacdo do metabolismo energético em macréfagos. As linhas sélidas
representam o fluxo metabdlico preferencial. (A) No estado quiescente ou na ativagdo M2, a
producdo de ATP é dependente principalmente do ciclo do acido citrico acoplado a fosforilacdo
oxidativa na mitocondria. (B) Na ativacdo M1, a glicdlise passa a ser a principal fonte de ATP, e o
piruvato resultante do metabolismo da glicose é convertido a lactato e excretado pela célula. O ciclo
do acido citrico perde a integridade, resultando no aciumulo de citrato e succinato. Esses
metabdlitos, assim como o aumento do fluxo pela via das pentoses-fosfato, promovem a biossintese
de moléculas relacionadas a inflamacdo. A figura foi adaptada de (96).

Caracteristicas funcionais distintas também podem ser induzidas por estimulos
sequenciais. No fendmeno da tolerancia a endotoxina, a exposicao preliminar a baixas doses
de LPS torna a célula refrataria a um estimulo subsequente, exibindo atividade inflamatéria
reduzida. Essas células apresentam uma reducdo da excre¢do de lactato e consumo de
oxigénio quando comparadas as células ndo ativadas, o que sugere que esse estado de
hiporresponsividade esta associado a um metabolismo energético globalmente suprimido
(97). Mais recentemente, o conceito de trained immunity foi proposto, para caracterizar um
tipo de memdria ndo-especifica da imunidade inata que resulta em um aumento da
resposta inflamatdria a estimulos microbianos condicionada por uma infeccdo prévia (98).
Por exemplo, em um estudo que utilizou mondcitos isolados do sangue de voluntdrios
saudaveis, o pré-tratamento com a beta-glucana, um componente da parede celular do
fungo Candida Albicans, levou a uma secrecdao aumentada de TNF mediante a incubacao

com o LPS apds um intervalo de sete dias. Em paralelo, essas células apresentaram uma
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transicao sustentada do metabolismo para a glicdlise aerdbia, mediada pela via do alvo da
rapamicina (mTOR), um regulador central de processos metabdlicos, e HIF-1 (99).

As células do sistema monocitico fagocitdrio apresentam uma grande plasticidade em
resposta ao conjunto de estimulos do ambiente, e, portanto, é dificil estimar até que ponto
esses modelos representam os fendtipos clinicos. Nesse contexto, os mondcitos vem sendo
alvo de um grande numero de estudos na sepse, pela sua importancia e facilidade de
obtencdo a partir de amostras de sangue de pacientes. Algumas das observagdes iniciais
que associaram a sepse a imunossupressao vieram de estudos que demonstraram uma
capacidade reduzida da producao de citocinas como IL-1, TNF e IL-6 apds o estimulo ex vivo
com LPS em mondcitos de pacientes, o que é frequentemente descrito em analogia ao
fendbmeno da tolerdncia a endotoxina (100). A reducdo da expressdo em mondcitos do
human leucocyte antigen (HLA)-DR, uma das principais moléculas de apresentacdo de
antigenos, se correlaciona a um aumento da mortalidade e o surgimento de infec¢bes
secundarias na sepse, o que tem implicacbes como um mecanismo fisiopatoldgico e como
um biomarcador para o monitoramento do estado de ativagcdo imune na clinica (101,102).

Em paralelo, um conjunto crescente de evidéncias vem buscando caracterizar as
alteracdes bioenergéticas em mondcitos na sepse. Em uma coorte de pacientes com choque
séptico, demonstrou-se uma reducdo precoce da respiracdo celular em PMBCs, provocada
pela inibicdo da enzima ATP sintase, que foi mais acentuada nos ndo-sobreviventes e se
reverteu com a recuperacao clinica (103). Outro estudo de PBMCs de pacientes com sepse
grave e choque séptico observou um desacoplamento da fosforilagdo oxidativa, que pode
ser reproduzido pela incubacdo de células de voluntdrios saudaveis com plasma séptico e se
associou a uma reducdo da expressdo de HLA-DR (104). Como ndo houve uma mensuracao
concomitante do metabolismo glicolitico nesses estudos, é incerto se esses achados
representavam uma disfuncdo energética global ou a transicdo para a glicélise aerébia.

Essa questdo foi abordada em um experimento recente, onde PBMCs de pacientes
com sepse que exibiram uma resposta pré-inflamatéria apds um estimulo ex vivo com LPS,
apresentaram um aumento concomitante na secre¢do de lactato e produgcdo de NAD+,
sugestivos de um perfil glicolitico, o que ndo foi observado em células imunotolerantes (97).
E importante ressaltar que resultados baseados na fracio de PBMCs, constituida por 70 a

90% de linfécitos, ndo sdo necessariamente representativos da populacdo de mondcitos, e,
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portanto, o fendtipo imunometabdlico dessas células na sepse clinica ainda ndo esta
claramente definido.

1.4. Omicas moleculares no estudo da sepse

O termo “O6mica”, quando relacionado ao dogma central da biologia molecular, como
em gendmica, transcriptbmica e protedmica, descreve metodologias que buscam a
caracterizacdo global dos componentes de uma dimensdo do fluxo da informacao genética
(105).

Esse tipo de abordagem proporciona uma perspectiva holistica, inacessivel as técnicas
mais tradicionais, cujo desenho experimental é focado a priori em questdes especificas. A
aquisicdo de dados em larga escala permite a descoberta de correlagbes ou padrdes
relevantes que ndo foram previamente concebidos, gerando novas hipdteses a serem
exploradas, o que é particularmente til no estudo de doencas cujo diagndstico molecular e
fisiopatologia ainda ndo se encontram claramente estabelecidos (106). Além disso, favorece
a compreensdo de processos patoldgicos que possuem uma dindmica eminentemente
complexa e ndo-linear, caracteristicas que sdo frequentemente atribuidas a sepse (19,107).
Nesse tipo de sistema, os mediadores individuais apresentam func¢des redundantes e
varidveis de acordo com o contexto, e os fenétipos sdo um reflexo da “ordem emergente”,
resultante da interacdo do conjunto de elementos que compdem maodulos funcionais (108).

O numero de publicacdes utilizando essas tecnologias para o estudo da sepse vem
aumentando rapidamente, englobando todos os niveis das 6micas moleculares.

Estudos de associacdo genOmica ampla (genome-wide association studies - GWAS)
buscaram correlacionar variantes genéticas as caracteristicas da sepse (109,110). Essas
analises tipicamente utilizam plataformas comerciais para rastrear polimorfismos de
nucleotideo uUnico (SNPs) comuns, que funcionam como marcadores das regides do DNA
associadas a doenca, mas ndo tem poder discriminatdrio para a atribuicdo causal a uma
mutacdo especifica (111). Portanto, sdo diretamente aplicdveis apenas para predicdo de
risco ou progndstico. Em contraste, técnicas de sequenciamento completo do genoma ou
exoma permitem a identificacdo precisa de mutacdes implicadas nas doencas, podendo
sugerir mecanismos ou alvos terapéuticos (112).

No campo da transcriptémica, de forma semelhante a gen6mica, o estudo do perfil de
expressao génica em grandes coortes de pacientes se tornou possivel pelo desenvolvimento

de plataformas de microarranjo, capazes de mapear a atividade de milhares de genes a
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partir sondas de sequéncias pré-determinadas, que detectam o RNA mensageiro (mRNA)
das amostras. Mais recentemente, as técnicas de sequenciamento de nova geragao (RNA-
seq), que permitem também a identificacdo de transcritos previamente desconhecidos,
estdo se tornando cada vez mais difundidas. Grande parte dos estudos de transcriptémica
na sepse clinica foi realizada em células do sangue. A caracterizacdo das vias bioquimicas
diferencialmente expressas em leucécitos produziu informacgdes importantes a respeito da
imunopatologia (97,113). Os padrdes de expressdo foram utilizados para a identificacdo de
assinaturas génicas de resposta da sepse, que foram propostas como marcadores de
progndstico (114). Além disso, os niveis de mRNAs foram correlacionados a SNPs para
mapear regides do DNA que controlam a expressao génica (expression quantitative trait loci
- eQTL), contendo variantes que podem influenciar o comportamento da doenca (114).
Outros estudos também exploraram mecanismos regulatérios através do sequenciamento
amplo de microRNAs (115).

As proteinas sdo efetoras fundamentais na maior parte dos processos celulares, e
portanto o seu estudo é indispensavel para a compreensdo da biologia das doengas. Os
niveis de mRNAs sdo frequentemente interpretados como representativos da abundancia
das proteinas correspondentes, mas essa correlacdo por vezes é baixa em situacdes de
estresse celular, como resultado de mecanismos de regulacdo pds-transcricional (116). O
estudo da prote6mica em amostras complexas sofreu um grande impulso pelo
aperfeicoamento de técnicas de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas. Essa abordagem substituiu grande parte das aplicacdes baseadas em eletroforese
bidimensional em gel, por sua maior eficiéncia e sensibilidade (117). A procura de
biomarcadores no plasma foi o alvo da maior parte dos estudos de protedmica na sepse
clinica, resumidos na Tabela 1.6 (118). O intervalo dindmico das concentracbes das
proteinas plasmaticas impde um desafio técnico para a deteccdo de proteinas importantes
de abundancia relativamente baixa. A imunodeplegdo seletiva das proteinas mais
abundantes vem sendo uma estratégia empregada para solucionar esse problema (119).
Além das metodologias de mapeamento extensivo do proteoma, houve recentemente a
emergéncia de técnicas de protedmica dirigida, que permitem a mensuracao de dezenas de
proteinas pré-selecionadas a partir de quantidades restritas de material, apresentando um

grande potencial de aplicabilidade em amostras clinicas (120).
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Tabela 1.6: Estudos de protedmica na sepse clinica

Autor Populagdo do Material Metodologia Objetivo principal
estudo clinico

Kalenka e cols., Adultos com Soro 2DGE-MS Identificacdo de

2006 (121) choque séptico biomarcadores de
prognostico

Shen e cols., Adultos com sepse  Plasma LC-MS Identificacdo de

2006 (122) biomarcadores de diagndstico

Soares e cols., Adultos com sepse  Plasma 2DGE-MS Identificacdo de

2009 (123) por A. baumanii biomarcadores de diagndstico

Gong e cols., Adultos com sepse  Plasma 2DGE-MS Caracterizagdo das alteragdes

2009 (124) grave resultantes da hemodidlise

Paiva e cols., Adulto com sepse Soro 2DGE-MS Caracterizagdo das alteragbes

2010 (125) ao longo da evolugdo da
sepse (n=1)

Lin e cols, Adultos em PO de Plasma 2DGE-MS Identificacdo de

2010 (126) reimplante de biomarcadores de

membros inferiores progndstico

Buhimschi e Neonatos com Soro 2DGE-MS Identificacdo de

cols., 2011 sepse precoce biomarcadores de diagndstico

(127)

Triantafilou e Adultos com sepse  Soro 2DGE-MS Caracterizagdo dos ligantes da

cols., 2012 endotoxina e do acido

(128) lipoteicdico

Daigo e cols., Adultos com sepse  Plasma e LC-MS Caracterizagdo dos ligantes de

2012 (129) soro Pentraxina-3

Langley e cols., Adultos com sepse  Plasma LC-MS Confecgdo de um modelo de

2013 (130) progndstico baseado na
prote6mica, metabolomica e
dados clinicos

Su e cols., Adultos com sepse  Urina LC-MS Identificacdo de

2013 (131) biomarcadores de
progndstico

Liu e cols., Adultos com sepse  Plaquetas 2DGE-MS Estudo da fisiopatologia

2014 (132)

Cao e cols., Adultos com sepse  Plasma LC-MS Estudo das alterades em

2014 (133) grave pulmonar idosos

Sylvester e Neonatos com Urina LC-MS Identificacdo Biomarcadores

cols., 2014 enterocolite de diagndstico e progndstico

(134) necrosante

Malmstréom e Adultos com sepse  Neutrofilos LC-MS Validacdo de marcadores de

cols., 2014 grave e plasma ativacdo de neutrdfilos in

(135) vitro

DeCoux e cols., Adultos com Plasma LC-MS Identificacdo de

2015 (136)

choque séptico

biomarcadores de
progndstico (sobrevida)
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Tabela 1.6. (continuacdo)

Autor Populagdo do Material Metodologia Objetivo principal
estudo clinico
Pinheiro da Silva  Adultos com sepse  Plasma LC-MS Identificacdo de
e cols, 2015 (137) grave ou choque biomarcadores de
séptico disgndstico
Stewart e cols., Neonatos com Soro LC-MS Identificacdo de
2016 (138) enterocolite biomarcadores de
necrosante diagndstico (protedmica e
metabolomica)
Hashida e cols., Adultos com sepse  Soro e LC-MS Identificacdo de
2016 (139) adsorbatos biomarcadores de
de diagndstico
hemofiltros
Sharma e cols., Adultos com sepse  Plasma LC-MS Estudo da fisiopatologia
2017 (140) grave ou choque

séptico pulmonar

2DGE: Eletroforese bidimensional em gel; LC: cromatografia liquida; MS: espectrometria de massas

A metabolomica estuda pequenas moléculas como carboidratos, aminoacidos e acidos
graxos, produzidos durante reacdes bioquimicas. A deteccdo desses metabdlitos é baseada
principalmente em técnicas de cromatografia e espectrometria de massas ou
espectroscopia por ressonancia nuclear magnética (141). Esse tipo analise acrescenta uma
importante camada de informacdo as outras Omicas, ja que reflete o panorama das
alteracdes do metabolismo decorrentes das doencas. De forma semelhante a proteémica,
os estudos de metabolomica na sepse até se concentraram na caracterizacdo do perfil dos
metabdlitos do plasma, buscando a associacdo com desfechos clinicos como mortalidade ou
resposta a terapia (142,143).

O processamento e interpretacdo do grande volume de informacbes que sai das
plataformas tecnoldgicas foram favorecidos pelo desenvolvimento de ferramentas
computacionais sofisticadas e formatos padronizados para a reportagem de genes seus
produtos (144). Além disso, os grupos de pesquisa vem sendo cada vez mais incentivados
por agéncias de fomento e periddicos cientificos a disponibilizarem os dados gerados em
repositérios publicos. Com isso, torna-se possivel a reanalise dos dados por outros grupos
com objetivos diferentes do original, bem como a integracdo dos dados de estudos
semelhantes, o que amplia a confiabilidade e o contexto dos resultados de estudos
individuais e pode ser um instrumento valioso para a proposicao e validacdo de hipdteses

(145).
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2 Objetivos
Estudar as altera¢des relacionadas ao fenédtipo metabdlico e inflamatdrio em
mondcitos do sangue periférico de pacientes com sepse:

* Estudar as alteracbes do metabolismo energético decorrentes da ativacao
inflamataria in vitro de macréfagos e monécitos.

* Caracterizar de forma abrangente o proteoma dos monécitos de pacientes na
fase aguda da sepse, comparando-o com a fase de recuperacdo e voluntarios
saudaveis.

* Realizar a andlise funcional e de intera¢des entre as proteinas mapeadas no
proteoma objetivando a caracterizagdao do fendtipo imunometabdlico.

* Estudar seletivamente as alteracdes das vias metabdlicas dos mondcitos dos

pacientes sépticos através de um experimento de protedmica dirigida.
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3 Material e métodos

3.1 Populagao do estudo

Foi constituida uma coorte prospectiva, multicéntrica, de pacientes adultos (>18 anos)
com sepse grave e choque séptico, diagnosticados de acordo com os critérios da 2001
SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS International Sepsis Definitions Conference (12), internados nas
UTls dos seguintes hospitais na cidade do Rio de Janeiro: S3o Lucas, Copa D’or e Instituto
Nacional de Infectologia (INI — FIOCRUZ). A coleta das amostras de sangue dos pacientes
com sepse foi realizada apds consentimento da participacdo através da assinatura de TCLE
(Anexo 1) pelo paciente ou seu responsavel dentro das primeiras 72 horas a partir
diagndstico (grupo Sepse) e antes da alta da UTI (grupo Recuperacdo). O grupo Controle foi
constituido de voluntarios saudaveis. Foram excluidos pacientes gestantes, com SIDA,
neoplasias avancadas ou hematolégicas e em uso de quimioterapia. Os pacientes foram
acompanhados até o ébito ou alta hospitalar. O estudo foi aprovado pelo comité de ética
em pesquisa do IPEC/FIOCRUZ sob o nimero 059/2011.

Os escores Simplified Acute Physiologial Score (SAPS)-3 (146) e Sequential Organ
Failure Assessment (SOFA) (147) foram calculados a partir do monitoramento das seguintes
varidveis clinicas e laboratoriais: pressdo arterial, uso e dose de aminas vasopressoras,
frequéncia cardiaca, frequéncia respiratdria, uso de ventilacdo mecanica, temperatura
axilar, escala de coma de Glasgow, leucograma, hematdcrito, plaquetometria, dosagem de
creatinina, débito urindrio, bilirrubinas totais, gases arteriais, bem como o motivo da
internagao e comorbidades.

Hemoculturas e culturas de fontes provaveis de infeccdo, determinadas de acordo
com os exames clinicos, laboratoriais e de imagem dos pacientes, foram coletadas de
acordo com as recomendacdes da Campanha de Sobrevivéncia a Sepse (39). O tratamento
com antibidticos foi decidido de acordo com os médicos da UTI, em conjunto com as
orientagdes das Comissdes de Controle de Infecgao Hospitalar.

3.2 Isolamento de mondcitos

Vinte mililitros de sangue foram coletados por um acesso venoso central (grupo
Sepse) ou puncdo venosa periférica (grupos Recuperacdo e Controle) em uma seringa sem
anticoagulante e transferidos imediatamente para tubos de preparacdo celular contendo
heparina sddica (Vacutainer CPT, BD Biosciences). O transporte da amostra dos hospitais ao

laboratério foi realizado em temperatura entre 20-25°C, com o inicio do processamento
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ocorrendo em tempo inferior a 90 minutos. Os tubos foram centrifugados a 1700 x g por 25
minutos a temperatura de 20°C. A camada de células mononucleares (PBMC) foi transferida
para um tubo conico de centrifuga e lavada duas vezes com PBS (centrifugagdo de 300 g por
15 minutos a 20°C). Em seguida, os mondcitos foram separados por uma técnica
imunomagnética baseada em anticorpos anti-CD14 (kit para selecdo positiva de CD14
humano EasySep, StemCell Technologies). Foi preparada uma suspensdo das células a uma
concentracdo de 1 x 10®/mL em PBS contendo 1 mM de EDTA e 0.5% (m/v) de albumina do
soro bovino, que foi incubada com complexos tetraméricos de anticorpos anti-CD14/anti-
dextran (100 pL/mL da suspensdo) por 15 minutos e com esferas magnéticas cobertas com
dextran (100 pL/mL da suspensdo) por 10 minutos, a temperatura ambiente. O volume da
suspensdo foi ajustado para 2,5 ml e os mondécitos (CD14+) foram separados pela exposicdo
a um campo magnético por 10 minutos, seguida de duas lavagens (suspensdo em 2,5 ml e
exposicdo ao campo magnético por 5 minutos). A viabilidade (> 95% de células viaveis) foi
avaliada pela marcacdo com azul de Trypan. A pureza (> 90% CD14+) foi avaliada por
citometria de fluxo.

3.3 Estimulo in vitro com LPS

Foram utilizadas células de linhagem de macroéfagos murinos RAW 264.7 (ATCC) ou
PBMCs obtidas de voluntarios saudaveis conforme descrito no item 3.2, mantidas durante
os experimentos em meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(HyClone), 1ImM de L-glutamina (Sigma-Aldrich), 100 U/ml de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina (Sigma-Aldrich). As células RAW foram colocadas em placas de cultura de 12
pocos com 1 x 10° células/pogo para os experimentos de citometria de fluxo e excre¢do de
lactato ou 96 pocos com 5 x 10* células/poco para os experimentos de mensuracio do ATP
celular, e incubadas por 18 horas 37°C em uma estufa de CO,. As PBMCs foram transferidas
para tubos de polipropileno de 12 x 75-mm para cultura (Falcon, BD biosciences) com 2 x
10° células/ml. Em seguida, as células foram estimuladas com 100 ng/ml de LPS de E. coli

sorotipo 0111:B4 (Sigma-Aldrich) por 24 horas a 37 C em uma atmosfera de CO,a 5%.

3.4 Citometria de fluxo
A aquisicao e andlise de eventos foi realizada utilizando-se o programa CellQuest Pro
(BD Biosciences) em um citdbmetro de trés cores (BD FACSCalibur, BD Biosciences). Para cada

tubo, o janelamento (gating) de mondcitos foi realizado pelas caracteristicas de
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granulosidade combinadas a marcacao pelo anticorpo anti-CD14 (figura).

Mondcitos

SSC

Figura 3.1: Metodologia para o janelamento de mondcitos. SSC (side scatter): dispersdo lateral do

laser.

3.4.1 Expressao de HLA-DR e GLUT-1 na superficie de mondcitos

Para a andlise das amostras clinicas, aliquotas de 100 pL de sangue coletadas em
tubos contendo EDTA (Vacutainer, BD biosciences) foram marcadas com uma anticorpos
anti-CD14 PeCP-Cy5.5 (5 pL - 0.5 pg, eBioscience) combinados com anti-HLA-DR PE (5 pl -
0.25 ug, eBioscience) ou anti-GLUT-1 PE (20 pL - 0.5 pg, R&D Systems) e seus controles
isotipicos por 15 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foram incubadas com 2
ml de um tampado para lise de hemacias (BD FACS Lysing Solution, BD Biosciences) por 15
minutos em temperatura ambiente, lavadas trés vezes com PBS (centrifugacdo de 5 minutos
a 500 x g com descarte do sobrenadante), fixadas em paraformaldeido 1% (m/v) e
analisadas em menos de 2 horas. Foram 1500 eventos na janela de mondcitos (figura 3.1).
Para andlise das culturas de PBMCs as células foram distribuidas em aliquotas de 100 puL
contendo 10° células em PBS com 2% (v/v) de soro fetal bovino. Em seguida foram marcadas
com os anticorpos anti-CD14 PerCP-Cy5.5 e anti-GLUT-1 PE (mesmas quantidades descritas
acima) por 30 minutos a 4C e processadas conforme descrito para as amostras clinicas,
sendo adquiridos 5.000 eventos na janela de mondcitos.

3.4.2 Ensaio de captacao de glicose
PBMCs ou macrofagos murinos RAW 264.7 foram incubados com o analogo de glicose 2-
NBDG (15 uM ou 100 puM, respectivamente; Cayman Chemical) em meio RPMI sem glicose
(Gibco) por 30 minutos a 37C ou a 4C (controle negativo). Nos experimentos com
macréofagos RAW, as células foram lavadas com PBS a 4C, coletadas por raspagem,

distribuidas em aliquotas de 100 pL contendo 10° células e analisadas imediatamente, com
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aquisicdo de 10.000 eventos. Nos experimentos com PBMCs, as células foram
adicionalmente incubadas com anti-CD14 PeCP-Cy5.5 (5 pL - 0.5 pg, eBioscience), por 30
minutos a 4C, lavadas com PBS e analisadas imediatamente. Foram adquiridos 5.000
eventos na janela de mondcitos.

3.5 Mensuragao de ATP e lactato

A mensuragao de ATP celular foi realizada utilizando-se um ensaio bioluminescente
baseado na reacdo da luciferase (ATPlite, PerkinElmer), conforme as instrucées do
fabricante: em uma placa de 96 pocos contendo as células em 100 pL de meio de cultura a
temperatura ambiente, foram adicionados 100 uL dos reagentes por poco. A placa foi
agitada por 2 minutos em um agitador orbital e a luminescéncia resultante foi medida em
um luminémetro (Spectramax L, Molecular Devices). Para a inibicdo da cadeia
transportadora de elétrons, as células foram incubadas com antimicina A (Sigma-Aldrich) a
uma concentracdo de 2 ug/ml por 2 minutos imediatamente antes da mensuragdo do ATP.

Para a mensuracado do lactato no sobrenadante das culturas de células foi utilizado um
ensaio colorimétrico baseado na reacdo da lactato oxidase (Labtest). A 100 pL de cada
amostra foi adicionado 1 ml do reagente e as amostras foram incubadas por 5 minutos a
37 C. Em seguida, a absorbancia foi mensurada em um espectrofotobmetro (Spectra Max
190, Molecular Devices) com filtro de 550 nm e a concentra¢do de lactato foi calculada de

acordo com a absorbancia de uma amostra padrao.
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3.6 Protedmica shotgun
As etapas do experimento de protedmica shotgun encontram-se resumidas na Figura

3.2 e serdo especificadas nas proximas se¢des.

+{  Grupos n - Preparo - Aquisicdo - Andlise =
experimentais =» das amostras » de dados » de dados

Mondcitos

l / PatternLab
Q
Controle OOQOO EnnateDB
Sepse O Q
Recuperagdo ey
Proteinas m&m % .Cyto
1 l Espectrometria de Bioinformatica
v massas
?< g Método shotgun
A
Peptideos

Amostras de sangue

Figura 3.2: fluxo de trabalho do experimento de prote6mica shotgun

3.6.1 Preparo das amostras

As amostras de mondcitos isolados foram descongeladas a 4 °C, suspensas em 115 pl
de uma solu¢do do agente surfactante Rapigest SF (Waters) 0,1% (m/v) em bicarbonato de
amonio 50 mM, e centrifugadas a 20.000 x g por 30 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes foram
separados e a concentracao proteica foi determinada por leitura de absorvancia a 280 nm
(NanoDrop 2000, Thermo Scientific). Aliquotas de 50 ug de proteina de cada amostra foram
reduzidas em ditiotreitol (3 horas a 37 °C, concentragdo final de 10 mM) e alquiladas em
iodoacetamida (30 minutos no escuro a temperatura ambiente, concentracdo final de 25
mM). Em seguida, foram incubadas com tripsina (Promega) 1:50 (m/m) a 37 °C por 19 horas
e a 56 °C por 45 minutos em um termobloco (Eppendorff). A reacdo foi interrompida pela
adicdo de acido trifluoroacético (TFA) a uma concentracgdo final de 1% (v/v). Os peptideos
tripticos foram purificados em microcolunas de fase reversa, preparadas no laboratério com
ponteiras de 200 puL empacotadas com 10 plL de resina POROS R2 (Applied Biosystems) e
membrana EMPORE C8 (3M). As microcolunas foram previamente equilibradas com 10 uL
de TFA 1% (v/v); as amostras foram aplicadas e em seguida foram feitas 2 lavagens com 20
uL de TFA 0,1%; os peptideos foram eluidos com 20 pL de TFA 0,1% (v/v) mais acetonitrila

(ACN) 70% (v/v). Ao final, as amostras foram secas em um concentrador a vacuo e
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suspensas em acido formico (FA) 1% (v/v). A concentragdo de peptideos foi determinada
por leitura de absorvancia a 280 nm e as amostras foram armazenadas a -20 °C para as
analises por espectrometria de massas.

3.6.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida

As analises por eletroforese foram conduzidas de acordo com o método descrito por
Laemmli (148). As amostras foram corridas em geis de poliacrilamida - dodecil sulfato de
sédio (SDS-PAGE) a 12% a 200V por 40 minutos utilizando sistemas Mini-Protean Il (Bio-Rad
Laboratories). Os padrdes de peso molecular utilizados foram os do Low Molecular Weight
Calibration Kit for SDS Electrophoresis (GE Healthcare). Apds a corrida eletroforética, os géis
foram revelados por impregnacdo por prata (149). A aquisicdo das imagens dos géis foi feita
com o auxilio do programa Adobe Photoshop Elements (Adobe Systems Incorporated)
conectado a um scanner ImageScanner lll (GE Healthcare).

3.6.3 Andlise por espectrometria de massas

Cerca de 1 pg de cada amostra foi submetida a analise por nLC-nESI MS/MS (Figuras
3.3 a 3.5) em sistema cromatografico Ultimate 3000 (Dionex) acoplado ao espectrometro de
massas Q-Exactive Plus (Thermo). Para tal, a amostra foi inicialmente aplicada em uma
coluna de guarda com 2 cm (100 um de diametro interno) empacotada com particulas de
silica de 5 um de didmetro e poro de 200 A, (Magic C18 AQ, Michrom Bioresources, EUA).
Em seguida, a amostra foi fracionada em coluna de 40 cm, PicoFrit™ Self-Pack (75 pm de
didmetro interno) e ponta de 10 um (New Objective), empacotada com silica de 1,9 um,
ReproSil-Pur 120 C18-AQ (MAISCH/Alemanha). As amostras foram carregadas em FA 0,1%
(v/v) e ACN 2% (eluente A), na pré-coluna, com fluxo de 2 pL/min, enquanto que a
separacdo cromatografica ocorreu a 200 nL/min. Os peptideos foram eluidos com um
gradiente de 2 a 45% de FA 0,1% (v/v) em acetonitrila (eluente B) durante 172 min, seguido
de gradiente 40-80% B em 4 min e lavagem a 80% B por 2 min. Na entrada do
espectrometro, a voltagem do spray foi ajustada para 1,9 kV, sem fluxo de gas auxiliar e
com a temperatura do capilar a 250 °C. A voltagem das lentes foi ajustadas para 60 V. Os
espectros dos precursores, modo MS (full scan MS), foram adquiridos com um microscan no
analisador Orbitrap, com resolucdo de 70.000 (Full Width Half Maximum, FWHM para m/z
200), valor de Automatic Gain Control (AGC) definido para 1x10° e tempo méximo de
injecdo de 250 ms. Até 12 ions precursores mais abundantes de cada varredura (de

intervalo de m/z 300 a 1.500) foram sequencialmente submetidos a fragmentagdo por
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dissociacdo induzida por colisdo de alta energia (Higher-energy collisional dissociation, HCD)
e os ions-fragmento foram analisados novamente no Orbitrap a resolu¢do 17.500, no modo
MS/MS, usando os seguintes parametros: valor de AGC definido para 5x10°, tempo de
preenchimento maximo de 50 ms e limite de sinal minimo de 10° contagens. A
fragmentacao do ion precursor foi realizada utilizando a energia de colisdo normalizada de
35%, janela de isolamento de 2 m/z, tempo de ativa¢gdo de 50 ms e tempo de permanéncia
de um fon na lista de exclusdo (exclusdo dinamica) de 60 s. fons de carga Unica e ions sem
estado de carga definido ndo foram submetidos a MS/MS. Os dados foram obtidos em
triplicata técnica, utilizando o software Xcalibur (versdo 3.0.63). O espectrometro de massas
foi calibrado externamente, utilizando uma mistura composta por cafeina, peptideo MRFA e

Ultramark 1621, tal como recomendado pelo fabricante do instrumento.

o+
[ 2

Mistura Espectrometro

de T VLN 9 (¢ de

. massas
Coluna cromatogéfica /

Goticulas com
peptideos ionizados

Figura 3.3: Nanocromatografia liquida seguida de ionizacao por eletrospray (nLC-nESI). Os peptideos
em solugdo acida (protonados) sdo bombeados através de uma coluna cromatografica capilar, cuja
extremidade distal é afilada e posicionada proxima a entrada do espectrometro. A exposi¢do a uma
alta voltagem faz com que a amostra saia da coluna na forma de um jato, composto por goticulas
carregadas eletricamente que sofrem fragmentagdes sucessivas a medida que avancam, de forma

gue os peptideos atingem a entrada do espectrometro em fase gasosa.
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Figura 3.4: Espectrometro de massas Q Exactive Plus (150):

1 - Filtro de massas do tipo quadrupolo: Permite a selecdo dos valores de m/z que seguirdo adiante
para serem detectados. Composto de quatro hastes dispostas paralelamente em pares
diametralmente opostos, conectados eletricamente. A cada par de polos pode se aplicar uma
corrente elétrica direta e alternada (na forma de radiofrequéncia). As correntes direta e alternada
podem ser combinadas de forma a instabilizar a trajetdria de ions que passam no interior do
quadrupolo, de acordo com valores definidos de m/z, impedindo a sua progressédo pela colisdo com

as hastes.

2 - Camara de colisdo do tipo HCD (higher-energy collision dissociation): consiste de um multipolo
contendo um gas inerte (como nitrogénio). Ao entrarem na camara, os ions precursores colidem
com o gas, fazendo com que a energia cinética seja transferida para os analitos na forma de energia

vibracional, o que resulta na sua fragmentacao, preferencialmente na ligacdo peptidica.

3 - Analisador de massas do tipo orbitrap: consiste de um eletrodo externo bipartido que envolve
um eletrodo interno fusiforme. A atracdo eletrostatica e a geometria do analisador mantém os ions
aprisionados em um movimento orbital em torno do eletrodo interno. A frequéncia da oscilagdo
axial dos ions é detectada pelo eletrodo externo na forma de imagem da corrente, e os valores de

m/z sdo obtidos pela aplicacdo de uma transformada de Fourier.
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Figura 3.5: Aquisicdo dependente de dados (DDA) da abordagem shotgun utilizando o
espectrometro de massas Q Exactive Plus. Em um experimento de proteémica shotgun, o sistema
adquire um full scan (modo MS), onde o quadrupolo opera somente com radiofrequéncia,
permitindo a passagem de todos os ions, que sdo entdo concentrados e introduzidos no Orbitrap
para a andlise. Em seguida, no modo MS/MS, os peptideos precursores selecionados para a andlise a
partir do full scan sdo filtrados pelo quadrupolo, agora operando com corrente direta e
radiofrequéncia determinadas para permitir a passagem somente dos valores de m/z desejados. Os
peptideos passam entdo para a camara de colisdo, que ira gerar os ions-fragmento, posteriormente

direcionados ao Orbitrap para a analise.

3.6.4 Identificacdao de peptideos e inferéncia de proteinas

A identificacdo dos peptideos a partir dos dados brutos (raw files) gerados pelo
Xcalibur, foi realizada com a ferramenta Comet (versdo 2013.02), dentro do ambiente
computacional PatternLab (versdo 4.0) (151). A estratégia de identificacdo baseia-se na
correlacdo dos espectros experimentais de MS/MS com espectros de fragmentacdo
tedricos, derivados de sequéncias obtidas em um banco de dados (Peptide Spectrum Match
- PSM) (Figura 3.6). As buscas foram realizadas contra o banco de dados Nextprot (contendo
42.135 sequéncias de proteinas, baixado em 29 de janeiro de 2017,
http://www.nextprot.org/), incluindo 110 contaminantes comuns (e.g., tripsina, queratina,

BSA), além de sequéncias proteicas invertidas, formando um banco reverso (estratégia
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Target-decoy) (152). Para eliminar a redundancia do banco, sequéncias contidas dentro de
outra sequéncia (com 100% de identidade) foram removidas e suas respectivas descri¢cdes
foram incluidas na descricdo da proteina com a sequéncia mais extensa. Os parametros da
busca foram: peptideos tripticos e semi-tripticos, com massas entre 500 e 5.000 Da, até 2
sitios de clivagem perdidos, modificacdes: carbamidometilacdo (Cys), oxidacdo (Met) e
tolerancia inicial de 40 ppm para ions precursores. A filtragem dos PSMs foi feita usando o
modulo Search Engine Processor (SEPro) da seguinte maneira: as identificacdes foram
agrupadas pelo nimero de extremidades enzimaticamente clivadas (triptico e semi-
triptico), resultando em dois subgrupos distintos. Para cada resultado, os escores de cada
métrica (XCorr, DeltaCN e ZScore) foram usados para gerar um discriminador Bayesiano,
aceitando até 1% de falsas descobertas (false discovery rate, FDR), estimadas pelo niumero
de identificacdes de sequéncias do banco reverso. Sequéncias com menos de 6 residuos de
aminodacidos foram excluidas da anadlise. Os resultados foram adicionalmente filtrados para
aceitar apenas PSMs com erro de massa inferior a 5 ppm e identificacdes de proteinas
suportadas por duas ou mais identificacdes independentes (e.g., identificacdo de um
peptideo com diferentes estados de carga, com e sem modificacdo ou identificacdo de dois
peptideos diferentes). Proteinas identificadas por um Unico espectro (1 hit wonder) com
XCorr abaixo de 2 foram excluidas. A lista final de proteinas mapeadas foi agrupada de

acordo com a maxima parcimonia.

neXtprot
Inversdo das sequéncias Gera;ﬁo deum banco de
1 peptideos target-decoy
PEPTIDE EDITPEP
Target Decoy
Experimental

| || ;@ Buscano banco dedados

T =\ Identificagdo de peptideos

comeT ms/ms  (PSM)
Tedrico

Ambiente computacional: | || |
Patternlab for proteomics ‘

Médulo SEPro:
\—l Filtragem estatistica
| | Inferéncia de proteinas
il |||. ProteinaA

ProteinaB

Figura 3.6: Esquema do processo de identificacdo de peptideos e inferéncia de proteinas no

ambiente computacional PatternlLab.
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3.6.5 Analise das proteinas diferencialmente reguladas

As proteinas diferencialmente abundantes foram determinadas pelo médulo TFold do
Patternlab, com um g-valor (Benjamini-Hotchberg) de 0.05 (153,154). O moddulo area-
proportional Venn diagram exibiu todas as proteinas mapeadas para cada condicdo.

Os heat maps foram criados utilizando as ferramentas gplots (https://cran.r-
project.org/package=gplots) e Morpheus (https:// software.broadinstitute.org/morpheus).
Os valores da abundancia foram normalizados por z-scores, calculados a partir da formula:
Z score = (valor da abundéancia - médial)/SDL onde médial é o valor médio e SDL é o desvio
padrdo da abundancia da proteina. O escore MDP (Molecular Degree of Perturbation) das
amostras individuais foi calculado através da ferramenta mdp
(http://bioconductor.org/packages/mdp/), a partir da média dos 25% mais elevados z-
scores das proteinas dos grupos Sepse e Recuperacao, calculados tendo como referéncia o
grupo Controle para computar as médias e desvios padrdo (155).

A andlise funcional foi realizada utilizando a ferramenta pathway analysis da base de
dados InnateDB (http:// www.innatedb.com) (156), empregando a metodologia de over-
representation analysis (algoritmo Hipergeométrico, correcdo pelo método de Benjamini-
Hochberg) a partir das anotacdes de vias da base Reactome (157). As redes de interacdo
proteina-proteina foram criadas no programa Cytoscape (versdao 3.4.0) (158) utilizando o
Proteomics Standard Initiative Common QUery InterfaCe (PSICQUIC) com anotacdes
validadas experimentalmente da base InnateDB. As andlises topolégicas das redes foram
realizadas utilizando a ferramenta cytoHubba pela metodologia de Maximal Clique
Centrality (159).

3.7 Protedmica dirigida pela técnica de monitoramento de reagdo selecionada (SRM)

3.7.1 Desenvolvimento do ensaio de SRM

Para a analise de SRM (figuras 3.7 e 3.8) foram selecionadas proteinas envolvidas nas
vias glicolitica, beta-oxidacdo, ciclo de Krebs e fosforilacdo oxidativa. A confeccdo do
método foi realizada utilizando o programa Skyline (versdo 4.0) (160). Uma biblioteca de
espectros de massas foi construida a partir da andlise dependente de dados das amostras
(Secdo 3.6) e do banco NIST _human_QTOF _2012-04-20, baixado do repositério SRM atlas
(http://www.srmatlas.org/) diretamente pela ferramenta de edicdo de biblioteca espectral

(Peptide settings) do Skyline. O arquivo FASTA das sequéncias utilizado para construir a
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biblioteca de espectros (sem as sequéncias decoy) foi utilizado como o proteoma de base
(background). Para o refinamento da lista de peptideos-alvo, foram selecionadas sequéncias
Unicas para a proteina (proteotipicas) e com boa detectabilidade por espectrometria de
massas, evitando-se aquelas com risco de sofrerem modificacdes quimicas ou bioldgicas e
missed cleavages pela tripsina. A validacdo das transicdes e a determinacdo dos tempos de
retencdo foram realizadas por corridas sem agendamento em um pool das amostras
clinicas. As energias de colisdao foram otimizadas utilizando a funcdo de edicdo da equacdo
da energia de colisdo do espectrometro Themo TSQ Quantiva na ferramenta Transition
settings do Skyline. A atribuicdo automatica dos picos foi verificada manualmente, pelo
padrdo de eluicdo das transicdes e intensidade relativa dos ions-fragmento em comparacao

a biblioteca de espectros.
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Figura 3.7: Protedmica baseada no monitoramento de reacdo selecionada (selected reaction
monitoring, SRM). (A) Em um espectrometro de massas do tipo triplo quadrupolo, o primeiro
guadrupolo (Q1) filtra um peptideo pré-selecionado (ion precursor), que sofre fragmentacdo por
dissociacdo induzida por colisdo no segundo quadrupolo (Q2). Um fragmento pré-determinado é
entdo filtrado pelo terceiro quadrupolo (Q3). O espectrometro monitora uma transicdo (par do ion
precursor e um ion-fragmento) por vez, percorrendo a lista das transi¢coes selecionadas em ciclos. (B)
A determinacdo dos tempos de retencdo cromatograficos dos peptideos-alvo permite o
“agendamento”, ou seja, a programac¢ao do momento da cromatografia onde a presenca de uma
determinada transi¢cdo sera monitorada. O agendamento reduz o tempo de ciclo do espectrometro,
aumentando a resolugdo (numero de pontos de detecgdo) dos cromatogramas extraidos dos
fragmentos (C), cujas areas sob as curvas integradas sdo utilizadas como parametro para a

guantificacdo.
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Figura 3.8: Fluxo de trabalho do experimento de protedmica dirigida por SRM. Uma lista de
proteinas de interesse foi confeccionada a partir da hipdtese e transicdes com boa detectabilidade e
Unicas para as proteinas-alvo foram selecionadas utilizando como referéncia bibliotecas de
espectros de experimentos prévios. O tempo de retencdo cromatografico para cada peptideo foi
determinado e as transi¢coes foram validadas em aquisicdes sem agendamento, através da quais foi

configurado o método final para a anadlise das amostras em aquisicdes com agendamento.

3.7.2 Analise por espectrometria de massas

As analises de SRM foram realizadas utilizando o sistema de cromatografia Easy Il
(Proxeon) acoplado ao especrometro de massas TSQ Quantiva (Thermo Scientific). As
amostras de peptideos preparadas conforme descrito na Sec¢do 3.6.1 foram aplicadas em
duplicatas técnicas (total de 1 ug em 8 pl) inicialmente em uma pré-coluna de 2 cm de
comprimento, 75 um de diametro interno, empacotada com particula de silica de tamanho
de 3 pm e 100 A (Acclaim PepMap 100, Thermo Scientific), e em seguida separadas em uma
coluna analitica PicoChip (New Objective) de 10,5 cm de comprimento e 75 um de diametro
interno, empacotada com particula de silica de diametro de 3 um (H354 ReproSil-Pur C18-
AQ 120 A). Foram utilizados 0,1% (v/v) de FA e 5% de ACN em agua como fase mével A e

0,1% (v/v) de FA e 5% de agua ultrapura em ACN como fase mével B. As amostras foram
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separadas com fluxo de 320 nL/min no seguinte programa de elui¢do: gradiente de 5-45% B
em 40 minutos, gradiente de 45-95% B em 10 minutos, e 95% B por 10 minutos. O
especrometro de massas foi operado em modo positivo, com voltagem do spray de 2600 V,
temperatura do capilar de transferéncia de ions de 280 °C e resolucdo de 0.7 (FWHM para
508,2 m/z) em Q1 e Q3. Para fragmentacdo dos ions precursores, foi utilizada Dissociacdo
Induzida por Colisdo (Collision Induced Dissociation - CID) com 1,5 mTorr e energia de
colisdo ajustada para cada ion segundo a lista de inclusdo usada para cada experimento. As
transicdes foram monitoradas em modo SRM, com uma janela de 7 minutos para os tempos

de retencdo e um tempo de ciclo de 2 ms.

3.7.3 Andlise quantitativa

A integracdo automatica dos picos foi realizada pelo programa Skyline e verificada
manualmente. A quantificacdo relativa foi baseada na comparac¢do das somas das areas dos
picos das transigdes. A abundancia diferencial entre as replicatas das amostras foi avaliada

utilizando a ferramenta MSstats (161).
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4 Resultados

4.1 Efeito da ativagao celular sobre o metabolismo glicolitico

Em experimentos in vitro estudamos o efeito da ativacao celular sobre a origem da
sintese de ATP. Em macrdéfagos murinos ndo estimulados, o tratamento com a antimicina A,
um inibidor especifico do complexo Ill da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial,
provocou uma reducdo de 64.6% na concentracao de ATP celular, enquanto que a redugao
do ATP nas células ativadas por LPS foi de 22.6%. Esse efeito indica uma menor dependéncia
da fosforilacdo oxidativa para a geracdo de ATP nas células ativadas pelo LPS (Figura 4.1)

Paralelamente, observamos, apds a ativacdo de macréfagos murinos com LPS, um
aumento da captacdo do andlogo fluorescente de glicose 2-NBDG e da excre¢do de lactato
em relacdo ao grupo controle, ndo ativado. Pudemos observar uma resposta semelhante
em mondcitos humanos, acompanhada de um aumento na expressao do receptor de

captacdo de glicose GLUT-1 (Figura 4.2).
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Figura 4.1: Efeito da antimicina A sobre o ATP celular em macréfagos murinos ativados:
Células RAW 264.7 foram incubadas com LPS (100 ng/ml) por 24h. Em seguida foram tratadas com
antimicina A, um inibidor da cadeia transportadora de elétrons (2 pg/ml por 5 min) e o ATP celular
foi medido. Observou-se nas células ativadas pelo LPS uma menor redu¢do do ATP celular quando
tratadas com a antimicina A. Dados representados como média com desvio padrdo da porcentagem

relativa aos respectivos grupos ndo tratados com a antimicina A; n=3. * p < 0,05 (ANOVA)
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Figura 4.2.: Glicélise em células ativadas pelo LPS. Macréfagos murinos RAW 264.7 (A e B) ou
mondcitos humanos do sangue periférico de voluntarios saudaveis (C, D e E) foram incubados com
LPS (100 ng/ml) por 24h. (A, C) Captagdo 2-NBDG medida por citometria de fluxo. (B, E) Excre¢do de
lactato. (D) expressdo do receptor de captagdo de glicose GLUT-1 medida por citometria de fluxo
(em A, B e E, as barras representam média com desvio padrdao de n=3; em C e D esta representado 1
de 2 experimentos com resultados semelhantes e n=1). A MFI: mediana da intensidade de
fluorescéncia (MFI) do teste subtraida da MFI do controle isotipico. Histogramas representativos dos

experimentos de citometria estdo demonstrados. Em. * p < 0,05 (teste T de student).
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4.2 Expressao de HLA-DR em pacientes com sepse

A Figura 4.3 representa experimentos de citometria de fluxo para a expressao de HLA-
DR na superficie de monécitos do sangue periférico. Essa molécula de apresentacdo de
antigenos foi estabelecida como um biomarcador de progndstico e imunossupressao na
sepse (101,102). Observamos uma reducdo da expressdao de HLA-DR nos mondcitos da

maioria dos pacientes sépticos em relacdo aos controles.

800~ *
ﬁ I
i 6001 o -
< o?
Qa0 — e -
Z .
-
T 200+ S
l..
c T .l
A& 2)
o
00&“‘ o
Controle Sepse

1 |
] 100%

Caynts

10*

>

HLA-DR

Figura 4.3: Expressdao de HLA-DR em pacientes com sepse e controles. Os mondcitos (CD14 +,
PerCP-Cy5.5) foram analisados por citometria de fluxo para a expressdo de HLA-DR (PE) na superficie
celular. Acima, as linhas horizontais representam as médias. Abaixo estdo demonstrados
histogramas representativos dos experimentos, com o percentual de células positivas em relacdo ao
controle isotipico indicado. A MFI: mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI) do teste subtraida

da MFI do controle isotipico. * p < 0,05 (teste T de student).
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4.3 Andlise protedmica de mondcitos de pacientes com sepse

Caracteristicas dos pacientes

Para estudamos a composicdo dindmica do proteoma dos mondcitos na sepse, foram
incluidos nove pacientes com sepse e seis voluntdrios sauddveis (grupo Controle), cujas
caracteristicas estdo apresentadas na Tabela 4.1. Nos pacientes, foram realizadas coletas de
sangue na fase aguda (grupo Sepse), dentro de 72 horas da internacdo, e na fase de
recuperacao da sepse (grupo Recuperacdo), antes da alta da UTI (média de 12 dias). A idade
média dos pacientes foi de 67,7 (* 12,3) anos, com predominancia do sexo feminino,
enquanto que no grupo controle a idade média foi de 67,8 (+ 4,9) anos e a distribuicdo dos
sexos encontra-se equilibrada. Os sitios de infeccdo foram distribuidos igualmente entre
abdominal, pulmonar e trato urindrio (3 pacientes em cada categoria). A gravidade da
doenca foi medida pelos escores Simplified Acute Physiologic Score (SAPS 3) e Sequential
Organ Failure Assessment e Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) com valores
médios no grupo Sepse de 58,6 (+ 12,9) e 11,3 (+ 3,1), respectivamente. No grupo
Recuperacdo, observamos uma reducdo do SOFA médio para 1,4 (+ 1,3). Todos os pacientes
do grupo Sepse apresentaram choque hemodindmico, 66% necessitaram de ventilacdo
mecanica e 33% de terapia de substituicdo renal. O tempo de internagdao na UTI foi em
média de 19,8 (+ 9,1) dias. Ndo houve 6bitos em 28 dias e apenas um 6bito tardio na
internacao hospitalar.

Caracteristicas das amostras

O preparo das amostras consistiu no isolamento dos monécitos, seguido da extracao
das proteinas, digestdo triptica e purificacdo dos peptideos em microcolunas de fase
reversa. Os parametros derivados do processamento das amostras e o perfil eletroforético
das proteinas estdo expostos na Tabela 4.2 e Figura 4.4. Obtivemos um maior nimero de
células e concentracdo de proteinas no grupo Recuperacdo. A viabilidade e pureza das

células foi semelhante entre os grupos.
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Tabela 4.1. Caracteristicas demograficas, gravidade da doenca e desfechos dos pacientes

sépticos e controles

Sepse / Recuperacio Controle
(N=9) (N=6)

Idade 67,7 (+ 12,3) 67,8 (+ 4,9)
Sexo (masculino/feminino) 4/5 3/3
Sitio da infecgao:
- Pulmonar 4 -
- Trato urindrio 3 -
- Abdominal 1 -
- Cutaneo 1
SAPS 3 58,6 (+ 12,9) -
SOFA (Sepse) 11,3 (£ 3,1) -
SOFA (Recuperagdo) 1,4 (£1,3)
Ventilagdo mecanica 6 -
Uso de vasopressores 9 -
Terapia de substitui¢do renal 3 -
Tempo de internagao na UTI 19,8 (+9,1) -
Mortalidade em 28 dias 0
Mortalidade hospitalar 1 -

Varidveis expressas em média + desvio padrdo. SOFA: Sequential Organ Failure Acessment; SAPS:
Simplified Acute Physiologic Score
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Tabela 4.2: Parametros derivados da preparacao das amostras

Mondcitos

Controle

Sepse

Recuperacao

Ndmero (x10°)
Viabilidade (%)

Pureza (%)

2,43 (+1,87)
96,3 (+ 1,22)

94 (+ 1,28)

2,11 (£ 0,27)
96,66 (+ 1,66)

95,15 (+ 1,48)

3,62 (+ 0,54)
95,32 (+ 0,97)

94,62 (+ 1,03)

Proteinas (mg/ml) 1,41 (x0,58) 1,76 (x 0,62) 1,95(x0,52)
Proteinas (ug) 70,5 (£ 29,01) 87,99 (t 31,21) 97,56 (t 26,47)
Varidveis expressas em média + desvio padrao.
Controle Sepse Recuperagao
kDa C1C2C3 C4C5 C6CO S2 53 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
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Figura 4.4: Perfil das amostras em SDS-PAGE a 12%. Foram aplicados 5 pg de proteinas por raia e os

géis foram revelados por nitrato de prata. Cada raia representa o perfil de um individuo.
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4.3.1 Prote6mica shotgun

As analises foram realizadas utilizando plataforma composta por nanocromatografia
liguida de fase reversa e ionizagdo por eletrospray acoplada ao espectréometro de massas de
alta resolucdo Q-exactive Plus (Figura 3.4). A aquisicdo das amostras foi obtida através de
uma estratégia dependente de dados, constituida por ciclos sucessivos onde os 12 ions
precursores mais intensos adquiridos (modo MS) sdo selecionados para fragmentacdo
seguida de nova aquisicdo (modo MS/MS, Figura 3.5). Para as analises por espectrometria
de massas, as amostras foram divididas em quatro blocos experimentais. No primeiro bloco,
todas as amostras foram adquiridas uma Unica vez e os dados obtidos foram utilizados para
uma etapa de normalizacdo das diluicdes baseada nas correntes i0Gnicas totais das corridas
cromatograficas com o objetivo de reduzir a variacdo do carregamento das amostras nos
blocos subsequentes. Os trés ultimos blocos foram compostos por amostras dos trés grupos
experimentais, distribuidas em proporcées iguais e intercaladas para controlar o efeito
potencial de vieses sistematicos das corridas cromatograficas, e as aquisicdes foram
realizadas em triplicatas técnicas para a caracterizacdo do proteoma.

Utilizando o programa Patternlab for proteomics (151), pudemos identificar, com alto
grau de confianca (FDR <1), 40447, 43016 e 48339 peptideos, com inferéncia, pelo principio
da maxima parcimonia, de 3467, 3512 e 3735 proteinas nos grupos controle, sepse e
recuperacdo, respectivamente (Tabela 4.3 e Tabela S1). Os grupos experimentais
apresentaram 3014 proteinas em comum, sendo 101, 97 e 143 proteinas caracterizadas
exclusivamente nos grupos controle, sepse e recuperacao, respectivamente (Figura 4.5).

A quantificagao relativa das proteinas foi obtida utilizando-se uma metodologia sem
marcagdo, baseada na contagem de espectros de MS/MS (spectral counting - SC) (151,162).
A analise estatistica das diferencas entre os grupos experimentais foi realizada pelo mddulo
Tfold do Patternlab. O nimero de proteinas diferencialmente abundantes nas comparacdes
entre os grupos sepse e controle, sepse e recuperagao, e controle e recuperagdo foram de
268, 182 e 202 respectivamente (Figura 4.6 e Tabela S2). O padrdo da regulacdo das
proteinas nessas comparacdes revelou as semelhancas e heterogeneidade entre os
individuos de cada grupo (Figura 4.7 A). Os grupos Controle e Recuperacdo sdo clinicamente
distintos, sendo o primeiro composto por voluntdrios sauddveis e o ultimo, por pacientes
gue superaram a fase aguda das disfuncbes organicas, mas ainda estdo em tratamento da

infeccdo no ambiente hospitalar. Essas diferencas se refletiram no proteoma: o escore MDP
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(molecular degree of perturbation), que representa numericamente o grau da alteracdo do
proteoma tendo como referéncia o grupo Controle, demonstrou uma separacdo clara entre
os individuos de ambos os grupos Recuperacao e Sepse e o grupo Controle. Apesar de haver
uma sobreposicdo individual entre os grupos Sepse e Recuperacdo, o MDP mediano do
grupo sepse foi significativamente maior (Figura 4.7 B).

A metodologia dependente de dados empregada leva a um viés sistematico a favor da
deteccdo dos peptideos mais intensos da amostra. Além disso a selecdo dos peptideos (MS)
para a identificagdo (MS/MS) ocorre de forma semi-aleatéria dentro dos ciclos de aquisigao.
Como resultado, em amostras complexas, os valores em falta (mising values) sdo comuns,
particularmente os referentes a peptideos cujos sinais se encontram préximos ao limite de
deteccdo (163). Para as analises das proteinas diferencialmente abundantes, ndo
imputamos valores a esses casos, e consequentemente as proteinas inferidas
exclusivamente em uma condicdo biolégica ndo foram analisadas estatisticamente pelo
moddulo TFold. Entretanto, para as andlises de func¢des bioldgicas e de interacdo entre as
proteinas, geramos listas que incluiram as proteinas diferencialmente abundantes mais as
inferidas exclusivamente em duas ou mais amostras de um grupo, assumindo que estas
também representam diferencas de abundancia (472 proteinas na comparacdo entre os
grupos Controle e Sepse 421 proteinas na comparacdo entre os grupos sepse e

recuperacao) (164).
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Tabela 4.3 Numero absoluto de peptideos identificados e proteinas inferidas nos grupos

experimentais.

Peptide Spectrum Match (PSM)
Numero total de peptideos
Numero de peptideos Unicos
Numero total de proteinas

Numero de proteinas (mdxima
parcimonia)

Numero de proteinas com pelo
menos 1 peptideo unico
(proteotipico)

SEPro Fusion (FDR combinada)

Controle
283319 (0,4%)
40447 (0,08%)
21899

6652 (0,12%)
3467

2908

Sepse

368971 (0,05%)
43016 (0,1%)
23830

6618 (0,12%)
3512

2973

Recuperacao
413482 (0,05%)
48339 (0,11%)
26498

7043 (0,17%)
3735

3191

Filtragem estatistica e compilagcdo pelo modulo SEPro PatternLab for Proteomics

Total : 3689 proteinas

" (1) Controle: 3305
_ (2)Sepse: 3302
I (3) Recuperagdo : 3444

Figura 4.5: Diagrama de Venn demonstrando o nimero total, compartilhado e exclusivo de proteinas

inferidas nos grupos Controle, Sepse e Recuperagdo. Somente proteinas presentes em duas ou mais

replicatas biolégicas e técnicas foram incluidas.
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Figura 4.6: Abundancia diferencial das proteinas inferidas entre grupos Sepse e Controle (A), Sepse
e Recuperacdo (B) e Controle e Recuperacgdo (C). Cada ponto representa uma proteina mapeada de
acordo com seu p-valor do teste T no eixo x e a razdo da abundancia entre os grupos (fold change)
no eixo y. Os pontos vermelhos indicam proteinas que ndo satisfazem os critérios de corte
estabelecidos para a variacdo da abundancia e o g-valor (0.05). As proteinas assinaladas em verde
satisfazem o critério de corte da variacdo da abundancia, mas ndo o do g-valor. As proteinas
identificadas em laranja satisfazem os critérios de corte variacdo e do g-valor, mas apresentam
abundancias baixas. Os pontos azuis representam as proteinas que satisfazem todos os critérios das

filtragens estatisticas.
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Figura 4.7: Mudancas do proteoma nos grupos experimentais. (A) Padrdo das proteinas
diferencialmente abundantes inferidas em todas as amostras nas comparagdes entre os grupos
sepse e controle, sepse e recuperagdo e controle e recuperagcdo (191, 116 e 181 proteinas,
respectivamente). (B) Escore MDP (Molecular Degree of Perturbation) dos grupos sepse e
recuperacdo em relacdo ao controle. A esquerda, o histograma representa os valores de cada
individuo dos grupos em ordem crescente. A direita, grafico de pontos com valores individuais e a

mediana e intervalo interquartil dos grupos. * p < 0.05 (teste de Wilcoxon pareado).
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Andlise de enriquecimento de vias bioquimicas

Utilizamos a plataforma InnateDB (156), com as anotacbes importadas da base de
dados Reactome (157), para explorar as vias bioquimicas estatisticamente super-
representadas (over-representation analysis) pelas proteinas diferencialmente abundantes
nos grupos experimentais (Figura 4.8). Dentre as proteinas mais abundantes no grupo Sepse
em relagdo ao Controle, as vias com maior significancia estatistica foram relacionadas ao
metabolismo glicolitico, incluindo as enzimas candnicas PGK1, ALDOA, ALDOC, GADPH, PKLR
GPI, bem como LDHA, responsavel pela conversdo do piruvato em lactato em situacbes
onde a fosforilacdo oxidativa encontra-se reduzida (165). Por ouro lado, as proteinas com
abundancia reduzida na sepse estdo associadas as vias da fosforilacdo oxidativa e ciclo de
Krebs (ATP5C1, DLST, ETFB, NDUFA11 NDUFA2, NDUFS7, NDUFS8, PDK3, PDP1, PDPR, RXRA,
SUCLG2, TACO1 e UQCRQ), beta-oxidacdo de acidos graxos (ACADM, DECR1, PCCA, PCCB), e
,paralelamente, a via de apresentacdo de antigenos por MHC de classe Il (CD74, CTSH,
DCTN3 DYNC1LI2, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPA1, HLA-DQA2, HLA-DRA, HLA-DRB1, KIF2A,
OSBPL1A) e a via relacionada de sinalizacdo por interferon (EIF2AK2, EIF4A3, EIF4E2, HLA-
DPA1, HLA-DQA2, HLA-DRA, HLA-DRB1, IFIT1, MX1, NUP35, OAS3, PSMBS8, UBE2L6). A
analise das proteinas positivamente reguladas no grupo Recuperacdo em relacdo ao grupo
Sepse revelaram uma elevada representacdo de proteinas associadas a sinalizacdo por
citocinas (CASP1, CRK, DDX58, EIF2AK2, EIFAE, GBP4, GBP5, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1,
ICAM1, IFIT1, IFIT3, ILIRN, MAP2K6, MAPK1, MX1, OAS3, PTPN6, RNASEL, SHC1, SQSTM1,
STAT1, UBE2L6, YWHAB), destacando-se a via do interferon (GBP4, GBP5, HLA-DPA1, HLA-
DRA HLA-DRB1, ICAM1, OAS3, PTPN6) e da apresentacdo de antigenos por MHC de classe |l
(AP2B1 CD74, DCTN3, DYNC1LI2, HLA-DMA, HLA-DPA1, HLA-DRA, HLA-DRB1, KIF2A).
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Figura 4.8: Vias super-representadas dentre as proteinas diferencialmente abundantes nos grupos
(A) Sepse, em relagcdo ao Controle e (B) Recuperacdo em relacdo ao Sepse. A andlise de super-
representacao foi realizada na plataforma InnateDB a partir das vias anotadas do banco de dados
Reactome. O eixo y representa o —logl0 do p-valor para a associacdo entre as vias e o conjunto de
proteinas reguladas positivamente ou negativamente nos grupos. Significancia definida como P20,05

(correcao pelo método de Benjamini & Hochberg).
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Andlise de redes de proteinas

Para ampliarmos o entendimento das relacGes entre as proteinas diferencialmente
abundantes nos grupos, utilizamos o aplicativo Proteomics Standard Initiative Common
QUery InterfaCe (PSICQUIC), dentro do programa Cytoscape (158), para construir uma rede
de interag¢des validadas experimentalmente entre proteinas a partir do InnateDB. As 356 e
377 proteinas reguladas positivamente entre os grupos Sepse e Controle e Recuperacao e
Sepse, resultaram em duas redes de 4755 nés (nodes) com 11.851 ligacGes (edges) e 5054
nés com 12705 ligagdes, respectivamente (Figura 4.9). Em seguida, identificamos 20
proteinas centrais das redes mais pontuadas pelo critério da Centralidade do Clique Maximo
(Maximum Clique Centrality — MCC), calculado pelo aplicativo CytoHubba (159). No grupo
Sepse, 4 dos 20 nds centrais sdo enzimas relacionadas a glicélise (ALDOA, GAPDH, LDHA,
PGK1), estando também representadas proteinas envolvidas com a resposta celular ao
estresse (HSP90OAA1, HSP90AB1, MDM2, RB1) e o splicing de mRNA (FUS, HNRNPK, HNRNPL,
PCBP2). No grupo Recuperacdo, podemos destacar STAT1 e MAPK1, importantes
reguladores da imunidade inata, e proteinas relacionadas a sua atividade (CRK, SHC1,
SQSTM1, UBC, YWHAB).

Perfil imunometabdlico dos grupos experimentais

A partir das analises de enriquecimento de vias e das redes de interacdo,
selecionamos as proteinas com alta cobertura (>90%) dentre os grupos experimentais e
especificamente relacionadas as vias de interesse do metabolismo energético e resposta
imune. Dentre as proteinas da glicdlise, a glicose-6-fosfato isomerase (GPl), aldolase
(ALDOA, ALDOC), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDHS), fosfoglicerato-quinase
(PGK1), e piruvato quinase (PKLR) estdo envolvidas na cadeia principal de reacdes da
conversdo da glicose ao piruvato (etapas 2, 4, 6 e 7, e 10 respectivamente). A lactato
desidrogenase (LDHA) catalisa a intercovensdo entre piruvato e lactato. Do ciclo do acido
citrico, a dihidrolipoil succiniltransferase (DLST) é um componente do complexo da a-
cetoglutarato-desidrogenase que oxida o oa-cetoglutarato a succinil-CoA e CO2. Em
sequencia, a conversdao de succinil-CoA a succinato é catalisada pela succinil-CoA ligase
(SUCLG2). Da fosforilacdo oxidativa, a flavoproteina transportadora de elétrons (ETFB)
transfere elétrons de desidrogenases mitocondriais para a cadeia transportadora de
elétrons, que produz um gradiente eletroquimico utilizado pela ATP sintase mitocondrial

(ATP5C1) para catalisar a sintese de ATP. Das proteinas envolvidas na resposta inflamatéria,
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o fator ativador de transcricdo de sinal e transdutor de ativacdo-1 (STAT1) é um mediador
da sinalizagao intracelular dos interferons e a proteino-quinase ativada por mitégenos-1
(MAPK1) participa da regulacdo da transcricdo ativada por fatores de crescimento e
citocinas. O antigeno leucocitario humano-DR (HLA-DRA) é uma molécula de apresentacdo
de antigenos derivados de proteinas extracelulares (MHC classe Il). A cadeia invariante do
MHC de classe Il (CD74) participa da estabilizacdo e transporte celular dessas moléculas.

A partir do padrao de abundancia dessas proteinas, realizamos uma analise de
agrupamento hierdrquico (hierarchical clustering), que foi capaz se separar completamente
os individuos dos Grupos Controle e Sepse. O grupo Recuperacgao, exceto por um individuo,
foi agrupado junto ao Controle. De forma semelhante, as proteinas da resposta imune, ciclo
do acido citrico e fosforilacdo oxidativa foram agrupadas conjuntamente, separadamente
das relacionadas a glicdlise (Figura 4.10 A). No grupo Sepse, em relacdo ao Controle, as
proteinas da glicdlise apresentaram uma regulacao positiva, enquanto que as da inflamacao,
ciclo do 4cido citrico e fosforilacdo oxidativa foram negativamente reguladas. Essas
diferencas foram em grande parte revertidas no grupo recuperacao (Figura 4.10 A e B). A
maior parte das diferencas de abundancia entre os grupos recuperacao e controle nao foi

estatisticamente significativa.
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Figura 4.9: Analise topoldgica da rede de interacdes das proteinas positivamente reguladas nos
grupos (A) Sepse, em relagdo ao Controle e (B) Recuperacdo em relacdo ao Sepse. As redes de
interacdes derivadas da plataforma innateDB foram visualizadas no programa Cytoscape. A
esquerda: As proteinas diferente abundantes representam os nodos vermelhos e verdes nos grupos
sepse e controle, respectivamente. Centro e direita: As 20 proteinas mais pontuadas pelo critério de
centralidade dos cliques maximos (MCC), utilizando o aplicativo CytoHubba, apresentadas com as
suas interacbes de primeiro grau (centro) e entre si (direita). Os nodos, representados na escala de
vermelho (pontuagdo mais elevada) a amarelo (pontuacdo menos elevada), correspondem as
proteinas HS90A, HS90B, FUS, GRP78, PGK1, G3P, UBL4A, PSA3, ALDOA, UBC, HNRPK, HNRPL,
STAU1, SUMO2, RS8, PCBP2, MDM2, RLA1, LDHA e RB no grupo sepse e CUL5, UBC, HDAC4, STAT1,
MKO01, SHC1, UBC9, 1433B, HNRPR, HNRDL, RXRA, CEBPB, CRK, SIN3A, GCR, TERF2, SQSTM, NOP56,
HNRL1, SF3B4 no grupo Recuperacdo. Os nodos triangulares representam proteinas inferidas do

experimento e os circulares, as acrescentados pela rede do InnateDB.
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Figura 4.10: Perfil imunometabdlico dos grupos experimentais. (A) A esquerda, as colunas
(individuos) e linhas (proteinas) foram agrupadas hierarquicamente (hierachical clustering) pela
distancia Euclidiana. Os valores de abundancia estdo normalizados pelo z-score de cada linha. A
direita, estdo representadas as razdes das abundancias (NSAF) das proteinas (fold changes) entre os
grupos controle (C), Sepse (S) e Recuperacdo (R). As barras cinzas representam diferengas
estatisticamente ndo-significativas (TFold). (B) Z-scores das proteinas separadas pelas vias
bioquimicas. As amostras estdo organizadas pelo identificador dos individuos do grupo Controle (C1

a C6) seguido dos grupos Sepse (S2 a S10) e Recuperacdo (R2 a R10).
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4.3.2 Prote6mica dirigida

Com o objetivo de analisarmos de forma mais acurada e seletiva as alteragdes do
metabolismo energético observadas na sepse pela protedmica shotgun, desenvolvemos um
ensaio de protedmica dirigida pela técnica de monitoramento de reagao selecionada
(selected reaction monitoring - SRM). Para tal, selecionamos 85 proteinas envolvidas nas
vias da glicélise, beta-oxidagdo, ciclo do acido citrico e fosforilacdo oxidativa, das quais
foram escolhidas as 2 ou 3 transi¢es (par do peptideo precursor e um fragmento) com as
melhores deteccdes no experimento de protedmica shotgun (Tabela S3). Em seguida,
procuramos validar essas transi¢cOes utilizando uma amostra de teste (pool das amostras
clinicas) no sistema de LC-MS empregado no ensaio de SRM. Devido as diferencas da
fragmentacdo entre os espectrometros utilizados no experimento de protedmica shotgun e
SRM, somente 110 das 564 transicoes da lista inicial foram detectadas. Para
complementarmos essas identificacbes, adicionamos 255 transi¢cdes derivadas de bancos de
espectros  experimentais  publicados no  repositério  publico SRM  Atlas
(http://www.srmatlas.org). Apds novas corridas de validagdo e refinamento, obtivemos um
método final com 330 transi¢cdes experimentalmente verificadas, referentes a 63 proteinas.
A partir dos tempos de retencdo obtidos, ajustamos a janela para o agendamento
(programagdo do momento da cromatografia onde uma determinada transicdo sera
monitorada) de forma a permitir a obtencdo de pelo menos 12 pontos por precursor em
cada cromatograma (figura 4.11 A).

Em seguida, procedemos com a analise grupos experimentais, utilizando as mesmas
amostras preparadas para o experimento de protedmica shotgun. Como empregamos uma
metodologia sem o uso de peptideos de referéncia marcados (label free), a confirmacao das
identidades dos peptideos foi baseada na concordancia da coelui¢cdo e formato do pico das
transicdes, correspondéncia das intensidades relativas dos fragmentos com a biblioteca
espectral e consisténcia no tempo de retencdo entre as amostras (166). De acordo com
esses critérios, e com a boa resolucdao cromatografica obtida, conseguimos identificar com
confianga 273 transigOes referentes a 63 proteinas nas amostras dos grupos experimentais
(Figura 4.11 B). Apesar dos tempos de retencdo terem permanecido relativamente
constantes, deslocamentos ocorreram e sdo esperados, devido a uma combinacdo de
variacdes técnicas, ja que as aquisicdes ocorrem ao longo de varios dias, e bioldgicas.

Portanto, o monitoramento periddico e pequenos ajustes no agendamento foram
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necessarios para que os picos nao fossem truncados ou perdidos (Figura 4.11 C). A ordem
de aquisicdo das amostras foi randomizada, de forma a evitar vieses sistematicos
decorrentes de oscilacdes técnicas na cromatografia. Na etapa de controle de qualidade dos
resultados, verificamos elevados coeficientes de variacdo (CV) entre as replicatas técnicas,
com aproximadamente 30% das transicdes com CV < 10% (Figura 4.12). Como o
experimento foi realizado em duplicatas técnicas, ndo pudemos apontar e excluir uma
replicata discrepante das demais. Ao filtrarmos as transicdes com CV elevado, a
representatividade dos peptideos nos grupos experimentais tornou-se muito baixa e nao foi

possivel, portanto, procedermos com a quantificacdo diferencial.
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Figura 4.11: Monitoramento dos peptideos no ensaio de SRM. (A) A direita: cromatograma de todos

os peptideos monitorados. A esquerda: estimativa do nimero de precursores que coeluem na

cromatografia, de acordo com diferentes janelas de monitoramento de tempo de retencdo. A linha

tracejada indica o nimero maximo para a janela de 7 minutos (curva laranja), utilizada no

experimento. (B) A direita: Cromatograma referente a um peptideo, monitorado através de 3

transicdes. A esquerda: espectro correspondente ao peptideo na biblioteca, com os fragmentos

monitorados assinalados por setas. (C) Tempos de retencdo referentes a um peptideo nas corridas

de todas as amostras, organizadas pela ordem de aquisicao.
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Figura 4.12: Variabilidade técnica nas aquisices. O histograma demonstra as frequéncias dos
coeficientes de variacdo (CV) entre as replicatas técnicas de todas as transicdes das amostras. A linha

tracejada marca o CV de 10%.
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5 Discussao

A associacdo entre alteracdes primdrias do metabolismo celular e o surgimento de
disfuncbes organicas na sepse vem sendo um tépico de interesse ha muitos anos. A partir
de um conjunto de evidéncias de modelos experimentais e estudos clinicos, Fink propds, na
década de 1990, o termo “hipdxia citopdtica” para definir a deficiéncia na producao de ATP
celular a despeito da presenca de niveis de oxigénio normais no ambiente tecidual (167).
Esse fendmeno distinguiria o choque séptico daquele causado, por exemplo, pela
hemorragia ou reducdo do débito cardiaco, onde a diminuicdo da oferta de oxigénio é o
mecanismo proeminente. Apesar de ter sido incorporada a estrutura conceitual da
fisiopatologia da sepse ao lado da SIRS, o numero de publicagcdes que buscaram associar a
hipdxia citopatica a disfuncdo imunolégica da sepse é surpreendentemente escasso. Um
estudo pioneiro foi o de Japiassu e colaboradores. Utilizando ensaios de respirometria, que
envolveram a mensuracdao do consumo de oxigénio mediante a inducdo de diferentes
estados respiratérios por substratos e inibidores da fosforilacdo oxidativa, os autores
demonstraram em PBMCs isoladas de pacientes com choque séptico uma reducdo na
respiragdo mitocondrial devida a inibigdo da atividade da enzima ATP sintase (103).

Um desenvolvimento paralelo, e mais recente, foi a integracdo entre os campos da
imunologia e metabolismo, tradicionalmente estudados separadamente, para a
caracterizacdo de mecanismos “imunometabdlicos” especificos, envolvidos na transicdo de
estados quiescentes a ativados em leucdcitos. Um dos achados mais notadveis desses
estudos foi que as células que utilizam primariamente a fosforilacdo oxidativa para gerar a
energia necessaria aos processos celulares no estado basal, como os linfocitos e
macrofagos, tipicamente, quando ativadas, passam a depender da glicélise como a principal
fonte de ATP, o que é acompanhado de uma supressao da respiracdo mitocondrial (168).

Esta aparente dicotomia entre a “disfuncdo bioenergética” de leucdcitos na sepse e as
adaptacbes metabdlicas que sdo necessdrias para a composicdo da resposta inflamatéria a
infeccao forma a base das questdes exploradas nesta tese. Neste capitulo, abordaremos a
relevancia, limitacdes e perspectivas dos resultados obtidos a partir desta linha de

investigacgao.
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5.1 Ensaios de ativagao in vitro e ex vivo

O primeiro conjunto de experimentos que realizamos in vitro, buscou replicar a
transicao para a glicélise aerdbia em macréfagos apds a ativacao classica com LPS, que havia
sido reportada, até entdao, em poucos estudos. A Figura 5.1 demonstra a rapida ascensao do
campo do imunometabolismo no periodo do desenvolvimento da tese, iniciado em 2014.
As descri¢des iniciais, por Newthorne e colaboradores na década de 1980, do aumento do
metabolismo da glicose em macréfagos murinos ativados por tioglicolato, seguiu-se um
longo intervalo onde o tema recebeu pouca atencdo da comunidade cientifica (169,170). No
ano de 2008, a partir de experimentos de fluxo metabdlico utilizando glicose isotipicamente
marcada, Rodriguez-Prados e colaboradores demonstraram a reprogramacao distinta do
metabolismo energético que ocorre entre as ativacdes M1 e M2 (84). O interesse mais
especifico do estudo desse fendmeno na sepse foi impulsionado pela publicacdo de Cheng e
colaboradores, em 2014, que descreveu a glicdlise aerdbia como a base metabdlica para a
indugao do fenétipo de trained immunity em mondcitos, associado a redugdao a mortalidade

da sepse experimental por injecdo de S. aureus em camundongos (171).
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Figura 5.1: NUmero anual de publicacbes até 20/09/2018 pelo termo de busca
“immunometabolism” na base MEDLINE.

A essa época, o papel do fator induzido pela hipdxia (HIF)-1 na regulac3o da glicdlise
aerdbia nas células do sistema monocitico-fagocitario também ja se encontrava bem
estabelecido. O HIF-1 é um fator de transcrigdo envolvido na expressao de genes que
regulam a adaptacdo celular ao estresse. Sua ativacao inicialmente foi descrita em resposta

a hipdxia, mas recentemente demonstrou-se que sua atividade aumenta em funcdo de
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estimulos inflamatdrios como o LPS. No estado quiescente, as células degradam o HIF-1
através da acdo de prolil-hidroxilases (PHD) dependentes de oxigénio e ferro, que degradam
a molécula pela via da ubiquitina-proteassoma. Adicionalmente, uma asparaginil-hidroxilase
(FIH) atua inibindo a atividade transcricional do HIF-1. Em situa¢Ges de privacdo de oxigénio
e ferro, a atividade das PDH e FIH é inibida e o HIF atua regulando a ativacdo de genes que
promovem o aumento da glicdlise e reducdo da fosforilagio oxidativa (168). O
reconhecimento de patdgenos através dos TLR também é um potente estimulo indutor de
HIF-1. Em células dendriticas, Jantsch e colaboradores demostraram que a combinacdo de
hipéxia e LPS promove sinergicamente o aumento da expressao de moléculas
coestimulatérias, MHC de classe Il e secre¢do de citocinas proinflamatérias, paralelamente a
um aumento da atividade glicolitica e dos niveis proteicos de HIF-1 (172). Por outro lado, o
knockdown de HIF-1 inibiu a maturacdo e a capacidade das células dendriticas de induzirem
a proliferacdo de células T, bem como na expressao da enzima glicolitica fosfoglicerato
kinase e do receptor de captacdo de glicose GLUT-1. Outra observacdo interessante desse
estudo foi que o tratamento com um metabdlito inibidor da glicdlise provocou a inibicao da
expressao de moléculas coestimulatdrias, mesmo em condi¢cdes de normoxia, o que indica a
dependéncia do metabolismo glicolitico para a ativacdo inflamatdria nessas células.

Em nossos experimentos, demonstramos que a transicdo para a glicélise apds o
estimulo com LPS ocorre de forma andloga na linhagem de macréfagos murinos RAW e em
mondcitos humanos isolados do sangue de voluntdrios saudaveis. Um objetivo técnico
importante para nés nessa etapa do desenvolvimento do projeto foi a selecdo e
padronizagdo de ensaios tendo em vista a aplicabilidade em amostras clinicas, sendo a
principal limitagdo a quantidade de células disponiveis para as anadlises. Os protocolos mais
comumente empregados para o isolamento de mondcitos do sangue com alta pureza
requerem a separacao por gradiente de densidade e selecdo imunomagnética, o que resulta
em perdas celulares substanciais a cada etapa. Conforme demostrado na Tabela 4.2,
pudemos obter em torno de 2.5 x 10° mondcitos utilizando essas técnicas a partir de uma
aliquota de 20 ml de sangue total. Essa quantidade de células é inferior a utilizada, por
exemplo, nos experimentos de respirometria do estudo de Japiassu e colaboradores.
Alternativamente, nds acessamos a dependéncia da fosforilacdo oxidativa pela mensuracao
relativa do ATP celular antes e apds a inibicdo da cadeia transportadora de elétrons pela

antimicina A, utilizando um total de 2,7 x 10° células (incluindo as replicatas técnicas). Além
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disso, verificamos que é possivel realizar o ensaio em amostras congeladas, o que permite o
acumulo para a analise em lote (Figura 5.2). De forma semelhante, o acimulo de lactato no
meio extracelular também pode ser mensurado apés a incubacdo de quantidades reduzidas
de células em microplacas. A marcacdao combinada com anti-CD14 para o janelamento dos
mondcitos permite que 0s ensaios de citometria para mensuracao de moléculas de
superficie celular, como o HLA-DR e GLUT-1, e da captacdo do andlogo fluorescente da
glicose 2-NBDG sejam realizados diretamente em aliquotas de sangue total ou PBMCs,

aumentando o aproveitamento das amostras.
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Figura 5.2. Quantidade de ATP celular em mondcitos expostos a diferentes concentragées de
antimicina A (AA) por 2 minutos (A) e a 2 p/ml de antimicina A por diferentes intervalos de tempo.
Apdbs os tratamentos as amostras foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -20C até a quantificagio do ATP. Cada barra representa 1 pogo com 4.5 x 10° células.

Finalmente, partindo da premissa de que o metabolismo celular esta intimamente
relacionado ao processo de ativacdo inflamatdria, gostariamos de expor algumas
observagdes que julgamos relevantes, relacionadas aos protocolos comumente utilizados
em experimentos in vitro. Tipicamente, os experimentos com modelos de culturas de
células envolvem a incubacdo em um ambiente com a temperatura e o nivel de didxido de
carbono controlados, com o objetivo de simular o ambiente tecidual (173). No entanto, as
células geralmente permanecem expostas a tensdes de oxigénio proximas as atmosféricas,
0 que ndo corresponde aos niveis fisioldgicos. Em humanos, a medida em que o oxigénio é
transportado dos alvéolos pulmonares para os tecidos, suas tensdes sofrem um decréscimo
progressivo, podendo chegar a menos de um décimo dos valores iniciais (174,175). Esses
niveis excessivos de oxigénio podem introduzir, portanto, um viés sistemadtico nos efeitos

observados por alterar, por exemplo, a ativacdo de HIF-1 ou induzir a formacdo de ROS. De
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forma semelhante, as concentracdes de glicose as quais as células sdo expostas também
requerem um monitoramento cuidadoso. Um conjunto crescente de evidéncias vem
demonstrando que a exposicdo a niveis de glicose correspondentes a hiperglicemia pode
induzir a ativacdo inflamatdria de células do sistema monocitico fagocitario (176,177). As
concentracdes de glicose nas formula¢des-padrao dos meios de cultura mais utilizados em
experimentos com essas células, como RPMI-1640 (11 mM) ou DMEM high glucose (25 mM)
sdo consideravelmente superiores aos niveis fisiolégicos (por exemplo, < 5.6 mM é a
referéncia para a glicemia em jejum) (178). Outro modelo tradicionalmente empregado para
a avaliacdo da producdo de citocinas em mondcitos é o estimulo ex vivo de sangue total
com LPS, que apresenta as vantagens tedricas de minimizar a manipulacdo e manter as
células em seu ambiente natural (179). No entanto, em experimentos exploratérios, nds
observamos uma rapida queda da concentracao de glicose, acompanhada de um aumento
da concentragao de lactato em amostras de sangue total incubadas a 37°C, que presumimos
estar relacionada principalmente a alta densidade de hemacias, células exclusivamente
glicoliticas (Figura 5.3). Além da interferéncia provocada pela inibicdo da glicélise sobre a
ativacdo inflamatdria, que nesse caso poderia ocorrer pela restricio de substrato, ja foi
demonstrado que a incubacdo com lactato ou a acidificacdo do meio é capaz de suprimir a

secrecdo de citocinas pré-inflamatadrias e a glicélise em culturas de monécitos (180).
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Figura 5.3: ConcentragGes seriadas de glicose e lactato em uma aliquota de 3 ml sangue total

incubado a 37°C.
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5.2 Expressao de HLA-DR em mondcitos de pacientes

Atualmente, a reducdo da expressiao de HLA-DR na superficie de mondcitos
circulantes é o biomarcador mais bem caracterizado e reconhecido de disfuncdo
imunolégica em doentes criticos. Do ponto de vista clinico, essa associacdo é baseada
principalmente nas descrigdes do aumento do risco de complicagdes infecciosas em
condicdes que se encaixam no paradigma da SIRS/CARS, como a sepse, pancreatite, pos-
operatério cirurgias de grande porte, politrauma e queimaduras (101,181-183).
Adicionalmente, na sepse, a baixa expressdo sustentada de HLA-DR monocitica é um
preditor de mortalidade (102). O fundamento bioldgico também ¢é aparentemente direto:
como uma das principais moléculas de apresentacdo de antigenos, o HLA-DR é necessdrio
para a ativacdo e manutencdo da resposta imune adaptativa (184). Além disso, demonstrou-
se que 0os mondcitos com baixa expressdao de HLA-DR apresentam uma redu¢ao na secrecao
de citocinas pré-inflamatdrias quando estimulados com LPS, o que motivou a proposi¢cao do
termo “imunoparalisia” por Volk e colaboradores na década de 1990 para caracterizar esse
fendbmeno (185). A principal aplicacdo desse ensaio no presente é a estratificacdo de
pacientes em estudos de fisiopatologia ou de terapias imunoadjuvantes experimentais.

Em nossos estudos de citometria de fluxo, observamos predominantemente uma
reducdo da expressdo de HLA-DR em mondcitos associada a sepse, com poucos pacientes
apresentando niveis semelhantes aos controles. Esse padrao é concordante com o
usualmente reportado em populag¢des de UTIs mistas de hospitais gerais (101,102), e sugere
que a nossa coorte tende a imunossupressdo em um momento precoce da internagdo,
dentro do espectro do desequilibrio imunoldgico da sepse.

5.3 Estudos protedmicos

Durante o processo de padronizagao dos experimentos utilizando técnicas tradicionais
de biologia celular, chegamos a um conjunto de ensaios que, apesar de aplicaveis as
amostras clinicas disponiveis, demandariam uma logistica complexa de processamento
paralelo na bancada apds cada coleta, o que poderia gerar uma variabilidade experimental
adicional em amostras clinicas ja sabidamente heterogéneas. Além disso, compdem um
desenho experimental em que ndo ha margem para a exploracdo de fendmenos fora de
hipoteses pré-definidas, o que acreditamos ser uma limitacdo importante para o estudo da
sepse clinica, cuja fisiopatologia ainda é baseada em concepc¢des que sdo em grande parte

especulativas. Considerando esses aspectos técnicos e conceituais, julgamos que uma
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abordagem mais adequada para as questdes propostas no presente estudo poderia ser
atingida através de experimentos exploratdrios e dirigidos de protedmica.

Atualmente, as tecnologias 6micas tem um papel consolidado dentre as ferramentas
empregadas na pesquisa translacional. Na sepse clinica, conforme ja exposto na Secdo 1.4 a
maior parte dos estudos buscou a caracterizagdo de biomarcadores relacionados a
sindrome. Como tal, buscam primariamente moléculas que apresentam uma associacao
reprodutivel com o diagndstico ou desfechos clinicos. Nesses estudos, as inferéncias a
respeito da biologia da doenca frequentemente sdo pobres ou ausentes, o que contrasta
com o objetivo da nossa investigacdo. Por exemplo, um painel molecular, recentemente
aprovado para o uso clinico nos EUA para a diferenciacdo entre a sepse e a inflamacao
sistémica estéril, é baseado nos niveis de expressdo de quatro genes no sangue total.
Apesar de individualmente relacionados a resposta do hospedeiro a infeccao, ndo houve
uma tentativa pelos autores dos estudos de validacdo de propor um papel biolégico
coerente mais especifico para esse conjunto de moléculas na sepse (186). No caso da
protedmica, esse tipo de abordagem experimental, partindo da andlise do plasma de
pacientes com sepse, foi empregada em quase todas as publicacdes até o momento (Tabela
1.6).

Existe, no entanto, um numero crescente de estudos que empregaram tecnologias
Omicas para ampliar a compreensao dos mecanismos patolégicos da sepse clinica, inclusive
relacionados a nossa linha de investigacdo. De forma semelhante ao nosso protocolo
experimental, Shalova e colaboradores estudaram o transciptoma de mondcitos de
pacientes com sepse na fase aguda e de recuperacdo (113). Nessa coorte, os autores
observaram uma regulacdo positiva de genes relacionados a resposta inflamatéria na fase
aguda da sepse, com um aumento concordante da expressao de HIF-1. Curiosamente, essas
células foram hiporresponsivas ao estimulo ex vivo com LPS, o que foi revertido na fase de
recuperacao, enquanto que mantiveram a capacidade fagocitica em ensaios funcionais.

Esses resultados contrastam com os que observamos na nossa coorte, onde sepse
relacionou-se a um perfil mais consistentemente sugestivo de imunossupressao. Um dos
principais destaques na andlise funcional da fase a aguda da sepse foi a redugdo de
moléculas relacionadas a via de apresentacdo de antigenos por MHC de classe Il, como o
HLA-DR, HLA-DP e HLA-DQ, o que é concordante com 0s nossos ensaios prévios de

citometria de fluxo e foi revertido na fase de recuperacdo. A esse achado associou-se a
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modulacdo concomitante de alguns dos mediadores centrais da ativacdo inflamatdria. Por
exemplo, a MAP quinase-1 (MAPK-1), regulada negativamente na fase aguda da sepse,
pertence ao grupo das quinases reguladas por sinal extracelular (ERK) que, em conjunto
com as p38 MAP-kinases e as cJun NH2-terminal quinases (JNK), sdo ativadas por estimulos
como TNF-a, IL-1 e a ligacdo a TLR, participando da sinalizacdo efetora da resposta
inflamatdria pela ativagdo de fatores de transcricdo como o AP-1 (187). Da mesma forma,
observamos uma reducdo da caspase-1, um ponto de convergéncia da ativacdo de
inflamassomas, que gera as formas biologicamente ativas das citocinas IL-1 B e IL-18 a partir
de precursores e também participa da piroptose, uma forma de morte celular induzida pela
inflamacdo (188). Uma categoria da analise funcional que inicialmente chamou a nossa
atengdo foi a da via de sinalizagdao pelo PD-1, um receptor co-inibitdério relacionado a
exaustdo de células T, que vem despertando interesse como um alvo terapéutico na sepse
(189). No entanto, as proteinas correspondentes a anota¢do (CSK, HLA-DPA1 HLA-DQA2,
HLA-DRA, HLA-DRB1) ndo sdo especificas, refletindo simplesmente a importancia da ligacdo
entre receptores MHC e TCR como um sinal concomitante no contexto da ativagdo dessa via
(190). Uma molécula que se destacou na andlise das redes de interacdo pela sua
centralidade foi a proteina de choque térmico 90 (HSP90). Em situacdes de estresse, a
HSP90 é regulada positivamente por atuar como um chaperone molecular, estabilizando
proteinas envolvidas em um grande numero de processos celulares (191). No ambito da
sepse, um estudo recente demonstrou que essa proteina é capaz de inibir a apoptose em
neutréfilos do sangue periférico de pacientes (192). E interessante especular se a HSP90
também poderia alterar as caracteristicas de sobrevida e maturagao das células do sistema
monocitico fagocitdrio na sepse.

Um evento importante que acompanhou a recuperagdo dos pacientes em nosso
estudo foi a regulacdo positiva de proteinas relacionadas a vias de sinalizacdo por citocinas,
particularmente o IFN-y. Desde sua descricdo, inicialmente como o “fator de ativacdo de
macrofagos”, o IFN-y é reconhecido como um potente estimulo indutor de respostas pro-
inflamatadrias em células do sistema monocitico fagocitario (193). Essa citocina atua ligando-
se a um receptor especifico na superficie celular, associado as tirosina-quinases JAK1 e JAK2,
capazes de ativar o fator de transcricao STAT1, formando homodimeros que translocam
para o nucleo e se ligam a sitios denominados gamma-activated sequences (GAS) nas

regides promotoras de determinados genes, induzindo a sua transcricdo (194). Age também
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por mecanismos epigenéticos que proporcionam um ambiente sinérgico a sinalizacdo por
TLR, o que é empregado em modelos in vitro de ativacdo M1 pelo priming das células com
IFN-y (195). Além disso, os interferons ativam paralelamente a cascata de sinalizacdo da
fostatidil-inositol-3-kinase (P13K), relacionada ao mTORC e HIF-1, o que sugere que essas
citocinas sdo um ponto de conexdao mecanistica do imunometabolismo (194,196). Na sepse,
o efeito imunorregulatério do IFN-y ja foi explorado como uma potencial terapia em alguns
estudos. Docke e colaboradores demonstratam que o tratamento de pacientes com o IFN-y
é capaz de restaurar a expressao de HLA-DR monocitica e a secrecdo de TNF-a mediante o
estimulo ex vivo com LPS (197). Em um ensaio clinico randomizado e placebo-controlado
gue incluiu pacientes com trauma grave, Dries e colaboradores observaram uma reducdo da
mortalidade associada a infeccdo no grupo tratado com o IFN-y (198). Nesse contexto, a
sinalizagdo pelo IFN-y pode ter sido um fator importante para a restauragao da fungao
imune e a resolugdo da sepse nos pacientes na nossa coorte.

As diferencas entre as nossas observacoes e as de Shalova e colaboradores podem ser
decorrentes das caracteristicas das popula¢des estudadas: enquanto que no nosso estudo
os pacientes apresentaram sepse de foco e microbiologia variados, Shalova e colaboradores
investigaram mais especificamente pacientes com infeccdo urindria por bactérias gram-
negativas. Além disso, os autores incluiram pacientes diagnosticados com sepse de acordo
com os critérios do consenso de 2001, que nao requerem a presenca de disfuncdes
organicas (12). Isso pode ter levado a selecdo de pacientes menos graves, o que
infelizmente nao foi reportado na publicacdo, quando comparados a nossa populacdo, onde
os pacientes apresentaram um escore SOFA elevado e choque hemodinamico. Outro ponto
a ser ressaltado é que a nossa coleta da fase de recuperacdo foi realizada em um momento
mais precoce da evolugdo, o que gerou um padrao geral de expressdo mais distinto em
relagdo ao grupo controle. A esse respeito, uma ferramenta analitica interessante que
empregamos foi o escore MDP, que se mostrou mais sensivel para capturar essas diferencas
do que biomarcadores tradicionais, como a proteina C reativa, ou o escore SOFA. No futuro,
seria interessante correlacionar o escore MDP com as caracteristicas da evolugdo clinica dos
individuos em coortes maiores de pacientes com sepse e com desfechos variados. Além das
diferencas relacionadas as populagdes, é curioso observar que a ambiguidade de sinais pré

e anti-inflamatdrios observada no estudo de Shalova e colaboradores é uma caracteristica
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reportada em outros estudos de transcriptdmica que ndo é usualmente reproduzida na
literatura por técnicas baseadas em proteinas, conforme exposto na Figura 1.2.

Até o momento, a mais extensa investigacdo do imunometabolismo de pacientes com
sepse foi publicada no ano de 2016 por Cheng e colaboradores (97). Nesse estudo, os
autores investigaram o perfil de expressdao génica do sangue total obtido nas primeiras 24
horas de internacdo na UTI de 46 pacientes com sepse bacteriana (com hemoculturas
positivas para E.coli) ou fungica (com hemoculturas positivas para C. albicans), que foram
comparados a 42 controles saudaveis. Os marcadores de gravidade se aproximam daqueles
observados na nossa coorte. Nos pacientes com sepse, a expressao dos genes relacionados
a ativacdo inflamatdria encontrava-se reduzida. Na avaliacdo dirigida aos genes do
metabolismo energético, os autores observaram um aumento da expressdo relacionada
tanto a glicdlise quanto a fosforilagao oxidativa na sepse. Ao realizarem ensaios funcionais
em PBMCs de um pequeno numero de pacientes, no entanto, o padrao observado foi de
reducdo da respiracdo mitocondrial, semelhante ao reportado por Japiassu e colaboradores
(103).

Em nosso estudo destacaram-se na analise de vias bioquimicas diferencialmente
reguladas na sepse um aumento da glicélise, associado a reducdo da fosforilacdo oxidativa,
um padrdo sugestivo da glicélise aerdbia. A regulacdo positiva da maior parte das enzimas
da glicdlise foi acompanhada pelo aumento da lactato desidrogenase, indicando que houve
um desvio do fluxo glicolitico para a produgao de lactato. Além disso, enzimas relacionadas
a beta oxidacdo de acidos graxos foram negativamente reguladas, o que sugere que houve
uma reducdo do aporte de substratos para o ciclo do acido citrico. Um outro ponto de
controle descrito na literatura, mas que ndao fomos capazes de mensurar, é a isoenzima M2
da piruvato kinase (PKM2), que desacelera a glicélise, possibilitando o desvio metabdlitos
intermediarios para vias biossintéticas, e também pode estar envolvida na regulacdo da
atividade de HIF-1 (199,200). Dentro do ciclo do acido citrico, a reducdo que observamos da
enzima succinil-CoA ligase (SUCLG2), que catalisa a conversdo de succinil-CoA a succinato, é
um dado contrario ao acumulo desse metabdlito reportado em modelos in vitro (94).

O contraste entre os nossos resultados e os da analise transcriptomica de Cheng e
colaboradores podem ser decorrentes de particularidades metodolégicas: as discrepancias
entre niveis de mRNA e proteinas pela acdo de mecanismos pds-transcricionais, bem como

a andlise de células isoladas em oposicdao ao sangue total, composto por diversos tipos
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celulares com padrdes de expressao distintos. Por outro lado, naquele estudo, a expressao
de genes mais especificamente associados a ativagao inflamatdria de monécitos, como os
relacionados a apresentacao de antigenos, encontrava-se reduzida na sepse, de forma
semelhante as nossas observagdes. Nossos resultados também diferem das caracteristicas
decorrentes da ativacdo M1, onde a glicdlise aerébia acompanha um fendtipo proé-
inflamatdrio classico. A esse respeito, a glicélise aerdbia na fase precoce da sepse poderia
ser um evento promotor da transicdo para a imunocompeténcia observada na fase de
recuperagao. Alternativamente, poderia representar um estado resultante da versatilidade
da adaptacdo dos mondcitos a perturbacao peculiar da sepse clinica, sem correspondéncia
nos modelos in vitro. Seria interessante avaliar se esse fendtipo difere entre pacientes com
desfechos clinicos distintos, o que ndo foi possivel na nossa coorte, onde todos os pacientes
sobreviveram e tiveram alta da UTI.

No presente estudo, realizamos pela primeira vez a avaliacdo da protedmica de
mondcitos na sepse clinica. A abordagem shotgun é um instrumento poderoso e ainda
subutilizado para a identificacdo de perfis moleculares que permitam a caracterizacao de
fendbmenos bioldgicos. Para a nossa investigacao, essa técnica representou um marco que
possibilitou acessarmos de forma direta e abrangente a informacdo bioldgica das amostras
clinicas. Acreditamos que obtencdo de dados em larga escala no nivel das proteinas ¢ um
complemento valioso aos estudos de transcriptomica que dominam o campo, e pode ajudar
a resolver as discrepancias entre os modelos da fisiopatologia da sepse adotados
atualmente.

As principais limitagdes do nosso experimento de protedmica shotgun estao
relacionadas, direta ou indiretamente, a questdes técnicas. Primeiramente, a abundancia
relativa de proteinas pode ndo ser representativa da ativagao funcional de uma via,
principalmente no que diz respeito a sinalizagao imune, dependente de modificagdes pds-
translacionais como a fosforilagdo. Nesse sentido, técnicas de fosfoprotedmica ou
imunodetec¢do poderiam representar um complemento importante, mas requerem um
preparo especifico e quantidades de amostras superiores as que obtivemos. Com relacdo ao
numero de pacientes avaliado, dada a heterogeneidade caracteristica de amostras clinicas,
julgamos que seria desejavel a andlise de uma coorte maior. Além da dificuldade de
obtencdo do material de pacientes graves e inconscientes, que requer a autorizacao de

responsaveis legais; o principal limitador nesse caso foi o tempo relativamente longo da
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aquisicdo de LC-MS/MS: para as 24 amostras estudadas: aproximadamente 4 semanas. Esse
ultimo fator é um obstaculo transponivel pelo investimento institucional no sentido de
proporcionar um maior acesso aos equipamentos. Por exemplo, um estudo recente de um
grupo da Alemanha reportou, utilizando um protocolo de semelhante ao nosso, a analise
1294 amostras clinicas em um intervalo de 10 semanas (201). Finalmente, conforme
exposto na Secdao 4.3.1, a amostragem esparsa dos peptideos é uma caracteristica da
aquisicdo dependente de dados (DDA) de amostras complexas, e requer um compromisso
entre a reprodutibilidade e a abrangéncia das identificacdes. Devido ao objetivo
exploratdrio do nosso estudo, optamos por ser inicialmente mais inclusivos em relacdo ao
nimero minimo de identificagcdes por grupo, selecionando posteriormente um subgrupo de
proteinas com alta cobertura que julgamos serem representativas das hipdteses levantadas
pela andlise do conjunto completo dos dados.

Dentro da técnica de DDA, uma solugdo interessante proposta recentemente para o
problema dos valores em falta foi a atribuicdo cruzada das identificagdes de MS/MS aos
espectros correspondentes de MS de outras amostras onde o precursor nado foi selecionado
para a fragmentagdo (202). Além disso, o desenvolvimento de técnicas de aquisicdo
independente de dados vem avancando de forma importante nos ultimos anos. Um
exemplo é o método de SWATH-MS, onde as identificacbes sdo realizadas a partir da
fragmentacdo de todos os ions precursores, isolados em janelas sequenciais de m/z (203).
Outra forma de analise, a qual tivemos acesso, é o SRM, que apresenta caracteristicas
complementares a DDA: Por ser um método de proteémica dirigida, requer a pré-selecao
dos peptideos que serdo monitorados, baseando-se normalmente em hipdteses geradas por
experimentos anteriores. Ao mesmo tempo, as aquisicdes sdo altamente reprodutiveis, com
raros valores em falta, sendo possivel a mensuracao de até aproximadamente 100 proteinas
com um bom desempenho analitico (120). Além disso, as corridas cromatograficas sdo
tipicamente mais curtas do que em experimentos de protedémica shotgun, permitindo a
analise de mais amostras utilizando o mesmo tempo de maquina. Portanto, julgamos que a
técnica de SRM seria uma solucdo apropriada para a validacdo e aprofundamento do estudo
das altera¢des do metabolismo energético que observamos previamente.

O desenvolvimento de um ensaio de SRM, conforme exposto na Secdo 3.7.1, requer
multiplas etapas de refinamento e validagdo empiricos do método antes da analise

guantitativa das amostras. Em nossos experimentos, fomos capazes de monitorar
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gualitativamente 273 transicGes referentes a 63 proteinas, mas a quantificacdo relativa ndo
foi possivel pela variacdo que observamos entre as replicatas técnicas, o que acreditamos
estar relacionado ao desenho experimental. Na grande maioria das publicagdes de SRM,
peptideos isotipicamente marcados correspondentes aos precursores-alvo sdao adicionados
as amostras, servindo como uma referéncia tanto para as identificacbes como para a
normalizacdo do sinal. A metodologia que utilizamos, sem marcacao (label-free), permite a
analise de um grande numero de peptideos de forma custo-efetiva e sem aumentar
complexidade das amostras. No entanto, tem as desvantagens de ser suscetivel a variacdes
na preparacdao das amostras e no desempenho da cromatografia e espectrometria de
massas (204). Acreditamos que as questdes técnicas que encontramos podem ser resolvidas
pela introducdo de padrdes de referéncia nas amostras, e que a combinacdo de
experimentos de protedmica shotgun e dirigida possui um grande potencial de
aplicabilidade no estudo da sepse clinica.

Em conclusdo, os estudos que compdem essa tese sugerem que a transi¢cdo para a
glicélise aerébia em mondcitos é um fenbmeno proeminente na sepse, ndo somente em
modelos experimentais, mas também na clinica. Além disso, fomos capazes de demonstrar
a associacdo dessas alteragdes metabdlicas aos estados de ativacdo imune que
acompanham os pacientes nas fases aguda e de recuperacdo (Figura 5.4). O perfil da coorte
foi inicialmente sugestivo de imunossupressdo, sendo sucedido pela restauracdo da
imunocompeténcia, que foi documentada do ponto de vista molecular pela regulacao
positiva de proteinas envolvidas apresentacdo de antigenos e sinalizacdao por citocinas, e do
ponto de vista clinico pela resolucdo da infec¢do e das disfun¢des orgénicas. A utilizacdo de
métodos de protedmica nos permitiu apresentar uma contribuicdo original para o campo da
pesquisa da sepse, bem como propor estratégias para o aperfeicoamento técnico a ser

aplicado ao fluxo da analise de amostras clinicas em experimentos futuros.
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Anexo 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Ndo controle

Titulo: Adaptagoes Metabodlicas na Sepse: Mecanismos Fisiopatologicos e Impacto Sobre Desfechos
Clinicos

Justificativa e objetivos

Durante as infecgbes graves, nosso organismo reage de forma a combater os microorganismos. No entanto
essa reagao, quando excessiva, pode ter efeitos prejudiciais. Este estudo visa entender melhor os
fendbmenos ligados as infecgdes graves e futuramente contribuir para o desenvolvimento de novas terapias
para estas infecgoes.

Proposta do estudo

O Sr(a) estda sendo convidado a
participar deste estudo, para estudar a reagdo produzida pelo nosso organismo em resposta a infec¢des
graves.

Explicagdo dos procedimentos

Sera realizada coleta de sangue de 20 (vinte) ml, pelo cateter venoso profundo, linha arterial ou puncéo
venosa periférica, utilizando-se material estéril e descartavel. Este procedimento é semelhante a coleta de
sangue para exames laboratoriais de rotina. Havera coleta nos dias 1 e 10 apés inicio do estudo.

Apods a andlise inicial, estas amostras ficardo armazenadas por 48 meses, para eventuais necessidades de
realizagcao de novas dosagens e/ou andlises. Estas amostras estardo sob a responsabilidade do coordenador
do estudo, Dr. Fernando Augusto Bozza.

Beneficios

Pode haver beneficios com sua participagdo a medida que este estudo podera ajudar a entender melhor os
fendbmenos ligados as infecgdes graves e futuramente contribuir para o desenvolvimento de novas terapias
para estas infecgdes. No entanto, os resultados dos testes realizados ndo serdo utilizados diretamente na
condugao ou modificagdo de seu tratamento. Estes resultados estardo disponiveis apenas ao final do estudo
e caso vocé tenha interesse em conhecer os seus resultados ou as conclusdes do estudo pode entrar em
contato com ao coordenador do estudo, Dr. Fernando Augusto Bozza.

Desconfortos e riscos

Os desconfortos que podem ocorrer sdo aqueles relacionados a uma retirada normal de sangue para exame,
como dor no local da pung¢ao venosa e formagao de um hematoma local. Este estudo n&o implica em riscos,
nem em qualquer modificagdo do tratamento empregado ou administragdo de medicamentos experimentais.

Participagdo voluntaria no estudo

A participagdo neste estudo é voluntaria. Vocé pode se recusar a participar, bem como cancelar sua
participagdo a qualquer momento do estudo. Esta decisdo ndo afetara de nenhuma maneira os cuidados
médicos que lhe seréo oferecidos.

Confidencialidade
O seu nome nédo sera mencionado em publicagbes ou relatérios produzidos para este estudo. Entretanto seu
prontuario médico podera ser consultado pelos profissionais envolvidos no estudo.

Armazenamento de amostras biologicas

O plasma sera separado e armazenado em freezer —70 °C ou tanque de nitrogénio liquido de acordo com
procedimento operacional pré-definido no Laboratério de Imunofarmacologia do Instituto Oswaldo Cruz
(I0C), para posterior analise. As amostras serdo processadas para detectar certas substancias para a atual
pesquisa. Se no futuro houver necessidade da dosagem de outras substancias nestas amostras de soro,
plasma e células, o paciente ou responsaveis serao contactados para nova avaliagéo e autorizagao para uso
deste material.

Se vocé tem duvidas

Se vocé tiver qualquer duvida sobre o estudo, por favor, telefone para o Dr. Pedro Azambuja ou Dr. Fernando
Bozza nos telefones 3865-9620 ou 2562-1311.
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CONSENTIMENTO PARA A PARTICIPAGAO NO ESTUDO

A sua assinatura significa que vocé leu este formulario ou que ele foi lido para vocé, que lhe foram
dadas todas as explicagbes sobre o estudo, que vocé recebeu respostas para as suas duvidas,
esta satisfeito com as informacgdes que lhe foram dadas e concordou com a participagao no estudo.

Assinatura (Paciente) Data

Se o paciente nao é capaz de consentir:

A sua assinatura, como responsavel legal ou familiar do paciente, significa que vocé leu este
formulario ou que ele foi lido para vocé, que Ihe foram dadas todas as explicagdes sobre o estudo,
que vocé recebeu respostas para as suas duvidas, esta satisfeito com as informagdes que lhe
foram dadas e concordou com a participacédo do paciente no estudo.

nao é capaz de dar o seu consentimento.

Nome do paciente (em letra de forma)

Nome do responsavel legal ou familiar Grau de parentesco com o paciente
(em letra de forma)

Assinatura (responsavel legal ou familiar) Data

Nome do membro da equipe de pesquisa (em letra de forma)

Assinatura (membro da equipe de pesquisa) Data
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Termo de Consentimento LIVRE E ESCLARECIDO - Controle

Titulo: Adaptagées Metabdlicas na Sepse: Mecanismos Fisiopatologicos e Impacto Sobre Desfechos
Clinicos

Justificativa e objetivos

Durante as infecgdes graves, nosso organismo reage de forma a combater os microorganismos. No entanto
essa reagdo, quando excessiva, pode ter efeitos prejudiciais. Este estudo visa entender melhor os
fendbmenos ligados as infecgbes graves e futuramente contribuir para o desenvolvimento de novas terapias
para estas infecgdes.

Proposta do estudo

O Sr(a) estd sendo convidado a
participar deste estudo, para estudar a reagédo produzida pelo nosso organismo em resposta a infecgbes
graves.

Explicagdo dos procedimentos

Sera realizada uma coleta de sangue de 20 (vinte) ml, pelo cateter venoso profundo, linha arterial ou pung¢ao
venosa periférica, utilizando-se material estéril e descartavel. Este procedimento € semelhante a coleta de
sangue para exames laboratoriais de rotina.

Apds a andlise inicial, estas amostras ficardo armazenadas por 48 meses, para eventuais necessidades de
realizacdo de novas dosagens e/ou analises. Estas amostras estardo sob a responsabilidade do coordenador
do estudo, Dr. Fernando Augusto Bozza.

Beneficios

Pode haver beneficios com sua participacdo a medida que este estudo podera ajudar a entender melhor os
fendmenos ligados as infecgdes graves e futuramente contribuir para o desenvolvimento de novas terapias
para estas infecgbes. No entanto, os resultados dos testes realizados ndo serdo utilizados diretamente na
condugdo ou modificagdo de seu tratamento. Estes resultados estardo disponiveis apenas ao final do estudo
e caso vocé tenha interesse em conhecer os seus resultados ou as conclusdes do estudo pode entrar em
contato com ao coordenador do estudo, Dr. Fernando Augusto Bozza.

Desconfortos e riscos

Os desconfortos que podem ocorrer sdo aqueles relacionados a uma retirada normal de sangue para exame,
como dor no local da pungdo venosa e formagao de um hematoma local. Este estudo ndo implica em riscos,
nem em qualquer modificagao do tratamento empregado ou administracdo de medicamentos experimentais.

Participagao voluntaria no estudo

A participacdo neste estudo é voluntaria. Vocé pode se recusar a participar, bem como cancelar sua
participagdo a qualquer momento do estudo. Esta decisdo ndo afetard de nenhuma maneira os cuidados
médicos que lhe seréo oferecidos.

Confidencialidade
O seu nome nao sera mencionado em publicagdes ou relatérios produzidos para este estudo. Entretanto seu
prontuario médico podera ser consultado pelos profissionais envolvidos no estudo.

Armazenamento de amostras biolégicas

O plasma sera separado e armazenado em freezer —70 °C ou tanque de nitrogénio liquido de acordo com
procedimento operacional pré-definido no Laboratério de Imunofarmacologia do Instituto Oswaldo Cruz
(IOC), para posterior analise. As amostras serdo processadas para detectar certas substancias para a atual
pesquisa. Se no futuro houver necessidade da dosagem de outras substancias nestas amostras de soro,
plasma e células, o paciente ou responsaveis serdo contactados para nova avaliagdo e autorizagdo para uso
deste material.

Se vocé tem duvidas

Se vocé tiver qualquer duvida sobre o estudo, por favor, telefone para o Dr. Pedro Azambuja ou Dr. Fernando
Bozza nos telefones 3865-9620 ou 2562-1311.
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CONSENTIMENTO PARA A PARTICIPAGAO NO ESTUDO

A sua assinatura significa que vocé leu este formulario ou que ele foi lido para vocé, que Ihe foram
dadas todas as explicacbes sobre o estudo, que vocé recebeu respostas para as suas duvidas,
esta satisfeito com as informagdes que Ihe foram dadas e concordou com a participagao no estudo.

Assinatura (Paciente) Data

Se o paciente nao é capaz de consentir:

A sua assinatura, como responsavel legal ou familiar do paciente, significa que vocé leu este
formulario ou que ele foi lido para vocé, que Ihe foram dadas todas as explicagbes sobre o estudo,
que vocé recebeu respostas para as suas duvidas, esta satisfeito com as informacbes que lhe
foram dadas e concordou com a participagédo do paciente no estudo.

nao € capaz de dar o seu consentimento.

Nome do paciente (em letra de forma)

Nome do responsavel legal ou familiar Grau de parentesco com o paciente
(em letra de forma)

Assinatura (responsavel legal ou familiar) Data

Nome do membro da equipe de pesquisa (em letra de forma)

Assinatura (membro da equipe de pesquisa) Data
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