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TLN — Talina

TLR —do inglés: Toll Like Receptor (Receptor do Tipo Toll).
TNF - do inglés: Tumor Necrosis Factor (Fator de Necrose Tumoral).
TSG101 — do inglés: Tumor Susceptibility Gene 101

TUBA - Tubulina

UTI — Unidade de Terapia Intensiva.
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VCAM - do inglés: Vascular Adhesion Molecule 1 (Molécula De Adesao Vascular 1)
VVCAN — Versicano.

VCL - Vinculina

VCP —do inglés: Valosin-Containing Protein (Proteina Contendo Valosina).

VEs — Vesiculas Extracelulares

VLDL - do inglés: Very low-density lipoprotein (Lipoproteinas de densidade muito
baixa)

VTN — Vitronectina.
VWEF — Fator de von Willebrand
WDR - do inglés: WD Repeat Domain 1 (Dominio de repeticdo WD)
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RESUMO

A sepse € a principal causa de morte em unidades de terapia intensiva no Brasil e uma
das condicdes de maior dnus econdmico por pacientes hospitalizados. Atualmente a sepse
é definida como disfuncdo organica potencialmente fatal, decorrente de uma resposta
imune desregulada frente a uma infeccdo. Sua forma mais grave, o choque séptico, ocorre
na presenca de profundas anormalidades circulatérias e do metabolismo celular,
aumentando o risco de morte. Durante a resposta imune, a sinalizacdo celular é
fundamental na coordenacdo de um desfecho resolutivo. Recentemente, a comunicacao
intercelular, via secrecdo e captacdo de vesiculas extracelulares (VES) pelas células
efetoras da resposta imune, passou a ser explorado no contexto da sepse. As VES séo
estruturas que contém biomoléculas, diretamente relacionadas as suas células de origem.
Metodologias voltadas para analises globais de biomoléculas, como a protedmica,
possibilitam a identificacdo e interpretacao de perfis moleculares associados as condicdes
clinicas, contribuindo na compreensao dos mecanismos fisiopatoldgicos complexos como
a sepse. O presente trabalho, consiste na aplicacdo da abordagem protedmica shotgun,
para andlise exploratoria de VEs isoladas do plasma de pacientes com sepse e choque
séptico, comparados aos de individuos saudaveis. Para tal, diferentes métodos de
isolamento das VEs foram testados, e demonstramos que a cromatografia de exclusao
molecular (SEC do inglés: Size Exclusion Chromatography) é a técnica mais adequada
para o isolamento de VEs do plasma, voltado para analise protebmica. A quantificacdo
relativa das VEs isoladas por SEC, nas amostras dos grupos experimentais, demonstrou
que, apesar da concentracdo de VES ser heterogénea, entre amostras do mesmo grupo de
andlise, as amostras do grupo choque, possuem a média de concentragdo mais elevada,
comparado aos grupos sepse e controle. Porém, o tamanho relativo da maioria das VES
analisadas permaneceu entre 50 e 150 nm, e essa caracteristica foi observada em todos 0s
grupos de andlise. Apos a analise protedmica das VEs isoladas de amostras de pacientes
(sepse + choque séptico) e controles, confirmamos a presenca de proteinas comumente
identificadas em trabalhos de analise de VEs do plasma como: Anexinas; Tetraspaninas;
Enzimas Glicoliticas; Pequenas GTPases, Componentes do citoesqueleto, entre outros. A
analise quantitativa (por spectral counting - SC) demonstrou diferencgas entre o proteoma
das VEs das amostras de pacientes e controles. Proteinas identificadas diferencialmente
no grupo de pacientes, estdo associadas a um perfil pré-inflamatdrio e pro-trombotico,
especialmente envolvidos na ativacdo plaquetaria, nas interacfes celulares associadas a
modulacéo da barreira endotelial e na transmigracgéo celular, bem como na degranulagéo
de neutrofilos. As proteinas diferencialmente abundantes, quando comparamos 0s grupos
sepse e choque septico, estdo relacionadas principalmente & via de degranulacdo de
neutrofilos, enriquecida no grupo choque séptico, indicando um possivel perfil molecular
associado a gravidade. A caracterizacdo do proteoma de VEs de pacientes com sepse e
choque séptico, contribuiu com informagdes que permitem compreender 0s mecanismos
fisiopatologicos envolvidos na desregulacdo da resposta imune, sob uma nova
perspectiva, onde as VEs, atraves do seu contetdo molecular, podem modular a resposta
imune e 0s mecanismos associados ao estabelecimento da sepse.
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ABSTRACT

Sepsis is the leading cause of death in intensive care units in Brazil and one of the
conditions with the highest economic burden for hospitalized patients. Currently, sepsis
is defined as “potentially fatal organ dysfunction, resulting from a deregulated immune
response to an infection”. Its most severe form, septic shock, occurs in the presence of
profound circulatory and cell metabolism abnormalities, increasing the risk of death.
During the immune response, cell signaling is essential in coordinating a resolving
outcome. Recently, intercellular communication, via secretion and uptake of Extracellular
Vesicles (EVs) by immune response cells, has been explored in the context of sepsis. EVs
contain biomolecules, related to their cells of origin. Thereby, methodologies aimed a
large analysis of biomolecules, such as proteomics, enable the identification and
interpretation of molecular profiles, contributing to the understanding of complex
pathophysiological mechanisms such as sepsis. The present work consists in the
application of proteomics shotgun approach for an exploratory analysis, in EVs isolated
from plasma samples of patients with sepsis and septic shock, compared to healthy
individuals. To this end, different methods of EVs isolation were tested, and we
demonstrated that Size Exclusion Chromatography (SEC) is the most suitable technique
for isolating EVs from plasma, aimed proteomic analysis. The relative quantification of
EVs isolated by SEC, in the samples of the experimental groups, showed that, despite the
concentration of EVs being heterogeneous, among samples from the same analysis group,
the samples from shock group have the highest mean concentration compared to sepsis
and control. However, the relative size of most EVs analyzed remained between 50 and
150 nm, and this characteristic was observed in all analysis groups. After proteomic
analysis of EVs isolated from samples of patients (sepsis + septic shock) and controls, we
confirmed the presence of proteins commonly identified in studies of EVs from plasma,
such as: Annexins; Tetraspanins; Glycolytic Enzymes; Small GTPases, Cytoskeleton
Components, among others. Quantitative analysis (by spectral counting - SC) showed
differences between the EVs proteome of patient and control samples. Proteins
differentially identified in the patient group are associated with a pro-inflammatory and
pro-thrombotic profile, especially involved in platelet activation, in cell interactions
associated with modulation of the endothelial barrier and cell transmigration, as well as
in neutrophil degranulation. The differentially abundant proteins, when comparing the
sepsis and septic shock groups, are mainly related to the neutrophil degranulation
pathway, enriched in the septic shock group, indicating a possible molecular profile
associated with gravity. The characterization of EVs proteome from patients with sepsis
and septic shock provided information that allowed us to understand the
pathophysiological mechanisms involved in the dysregulation of the immune response,
from a new perspective, where EVs, through their molecular content, can modulate the
immune response and the mechanisms associated with sepsis
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1.Introducao



1.1. A Definicdo de Sepse

O termo sepse (sépsis), foi mencionado pela primeira vez em escrituras da Grécia
antiga, citada nos poemas de Homero, derivada da forma verbal sepo, que significa
“apodrecer”, bem como nas obras de Hipdcrates, que se referia a sepse como a
deterioracéo bioldgica perigosa que poderia ocorrer no corpo (1,2). Apesar das referéncias
ao termo serem datadas de milhares de anos atras, a defini¢do de sepse permanece alvo
de debates e atualizac¢des, conforme avanco na compreensao da fisiopatologia envolvendo

essa grave condicao clinica (3).

A definicdo atual da sepse evoluiu com base nos avangos da compreensdo do
processo infeccioso, como as descobertas acerca da causa das infecgdes, decorrentes da
invasdo de micro-organismos vivos (4). Em 1914 o conceito moderno foi introduzido por
Hugo Schottmuller, propondo que a “septicemia” é um estado de invasdo de micro-
organismos na corrente sanguinea, causando os sinais de doenca, e décadas depois, Lewis
Thomas introduz o conceito de que, a resposta ao micro-organismo causaria tal sindrome
(5). Somente em 1989, através do trabalho de Bone e colaboradores, o conceito de
‘sindrome séptica’ foi adotado, como processo resultante da resposta imune sist€émica na
suspeita ou presenca confirmada de infeccdo (6). Tal conceito foi a base para a primeira
definicdo moderna, resultante da conferéncia Norte Americana realizada no ano de 1991,
onde a definicdo de sepse foi estabelecida como a presenca da Sindrome da Resposta
Inflamatéria Sistémica (SIRS do inglés: Systemic Inflammatory Response Syndrome) do
hospedeiro na presenca de uma infeccdo. Os critérios para determinagdo de SIRS
compreendem a avalicdo de quatro sinais clinicos: temperatura; ritmo cardiaco; ritmo
respiratorio e contagem de células brancas no sangue, e o preenchimento de dois desses

critérios configura a presenca da SIRS (Tabela 1.1) (7).

Tabela 1.1 - Critérios para Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica: presenca de
dois ou mais critérios. FR: frequéncia respiratoria; ipm: incursdes por minuto; bpm:
batimentos por minuto.

Febre ou hipotermia (> 38°C ou < 36°C).

Taquipneia (FR > 20 ipm) ou hiperventilagdo (PaCO2 < 32 mmHg).

Frequéncia cardiaca > 90 bpm.

Leucocitose ou leucopenia (Leucometria total > 12,000 cu/mm ou < 4000 cu/mm), ou
presenca de neutrofilos imaturos (“bastdes”) >10% do total.
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Nesse modelo, o termo “sepse grave” se atribui aos pacientes que preenchem o0s
critérios de sepse, e que sdo acometidos por disfuncdo organica, enquanto 0s pacientes
que progridem para o quadro de manifestacdo mais grave, caracterizada por hipotenséo
arterial persistente, configuram o choque séptico (7). Ainda que esses conceitos tenham
sido a base da definicdo moderna de sepse, foram observados alguns obstaculos praticos
onde, resumidamente, muitos pacientes em quadros agudos atendem aos critérios SIRS,

0 que, na prética, tornaria a sepse um equivalente de infeccdo (8).

Tais limitacdes levaram os especialistas a segunda conferéncia internacional,
realizada em 2001 com objetivo de fornecer uma estrutura conceitual e pratica para definir
a resposta inflamatoria sistémica a infeccéo (9). A incluséo de sinais como, estado mental
alterado, oliguria, diminuicdo do enchimento capilar e hiperglicemia sem diabetes, foi
proposta com intuito de facilitar o reconhecimento da sepse e seus sintomas clinicos.
Nessa conferencia, também foi proposto que a caracterizacdo da sindrome considerasse
os fatores de predisposicdo relacionados ao paciente; a natureza da infeccdo, as
caracteristicas da resposta a infeccéo e a extensdo da disfungdo orgénica resultante (9).
Porém, mesmo com a avaliacdo de novos critérios, a conferéncia nao resultou em
atualizacGes concretas para melhorias na definicdo da sepse e seus critérios clinicos, que

permaneceram pouco esclarecidos (10).

Com a necessidade de uma definicdo pratica e consolidada, somado ao avanco na
coleta e manuseio de dados clinicos, um terceiro consenso foi realizado em 2016, o Sepse-
3, resultante de uma série de encontros com a presenca de profissionais das areas de
cuidados intensivos, doencas infecciosas, cirurgicas e pulmonares (11). Desse encontro,
foram estabelecidos os atuais critérios e definicGes de sepse e choque séptico, com base
em caracteristicas fisiopatoldgicas, desse modo, a sepse € atualmente definida como a
presenca de disfungédo organica potencialmente fatal, causada por uma desregulacéo da
resposta imune frente a uma infecgdo. Por sua vez, entende-se como choque séptico, um
subgrupo mais grave, que ocorre na presenca de hipotensdo arterial persistente e

anormalidades do metabolismo celular (11).

Como resultado da ‘forga tarefa Sepse-3°, ficou estabelecido como critério
diagndstico de disfungdes orgénicas relacionadas a sepse, a utilizagdo do escore clinico
de Avaliacdo De Faléncia Organica Relacionada a Sepse (SOFA do inglés: Sepsis
Releated Organ Failure Assessment), j& utilizado na avaliacdo da incidéncia e gravidade
da disfuncdo orgénica, em pacientes graves nas unidades de terapia intensiva (12). A

determinacdo da disfungdo orgéanica ocorre a partir de uma variagdo de dois pontos no
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escore, que avalia 0s seguintes aspectos: Respiracao; a coagulacdo; o sistema hepatico; o

sistema cardiovascular; o sistema nervoso central e o sistema renal (11), como

demonstrado na tabela abaixo (Tabela. 1.2).

Tabela 1.2 - Escore clinico SOFA (12), utilizado nas unidades de terapia intensiva para o

diagndstico das disfuncbes organicas relacionas a sepse. PaO2: pressdo parcial do

oxigénio no sangue arterial; FiO2: fracdo inspirada de oxigénio, PAM: pressdo arterial

média.
Pontuacéao
0 1 2 3 4
Avaliacdo do
Sistema
< 200 (com < 100 (com
PaO2/FiO2 > 400 <400 <300 suporte suporte
ventilatério)  ventilatorio)
Plal%liifal_s) T <150 <100 <50 <20
Bilimubina 45 1219  200-59 600-119 >12
(mg/dL)
Dopamina Dopamina Dopamina
) <5 ou > 5, ou > 15, ou
Pressédo PAM>70 <70mm doBut:amina adrenalina adrenalina
(PAM) mm Hg Hg <0,1,0u >0,1,0u
(qualquer : .
dose) noradrenalina  noradrenalina
<0,1 >0,1
Escala de
coma 15 13-14 10 - 12 6-9 <6
Glasgow
Creatinina
(mg/dL) e/ou 35-49,0u >50,0u<
diurese <12 12-19 20-34  soomL/dia  200mL/dia
(mL/dia)

As novas definicbes e critérios de diagnosticos também apresentam algumas

limitacdes relevantes, como apontado no proprio documento Sepse-3, reconhecendo que

a sepse permanece com auséncia de critérios e caracteristicas biologicas, de imagem ou

de laboratorio que identifique exclusivamente um paciente séptico (11).
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1.2. Epidemiologia

Mesmo com dificuldades na coleta de dados epidemiolégicos globais, 0s nimeros
subestimados de incidéncia e mortalidade da sepse sd&o mundialmente elevados, o que a
torna um problema de salde publica, classificada como uma prioridade global pela
Assembleia Mundial da Salde e a Organizacao Mundial da Satde em 2017 (13). A sepse
é regularmente considerada o caminho que leva ao 6bito, sendo documentado como causa
da morte a infeccdo que levou ao quadro séptico, 0 que prejudica a acuracia dos dados
globais (14).

Dados do estudo epidemioldgico de Fleischmann e colaboradores (15), estimam
que, mundialmente, a sepse afeta mais de 30 milhdes de pessoas a cada ano, levando
aproximadamente 5 milhGes a ébito. Tais estimativas foram projetadas a partir da anélise
de dados gerados de adultos com sepse, tratados em hospitais de paises desenvolvidos
como: Estados Unidos, Alemanha, Australia, Taiwan, Noruega, Espanha e Suécia (15).
Entretanto, apenas 13% da polu¢do mundial vive em paises desenvolvidos, tornando esta
estimativa global desafiadora, visto que, fatores como assisténcia médica e programas
inadequados de higiene e saude publica, podem alterar expressivamente o cenario

epidemioldgico de uma regido para outra (16).

Recentemente, Rudd e colaboradores (17) utilizaram dados de Carga Global de
Doencas (GDB do inglés: Global Burden of Diseases) de 2017, estudo sobre a carga
global de doencas, lesGes e fatores de risco, considerada a avaliacdo para analise
epidemioldgica global mais abrangente em todo o mundo, até o momento. Como
resultado, a estimativa de incidéncia de sepse foi de 48,9 milhdes de casos ao ano e a
mortalidade ficou proxima dos 11 milhdes de dbitos ao nivel global, sendo praticamente
0 dobro do que se concluiu no trabalho de Fleischmann em 2015. Essa discrepancia
reafirma a importancia da inclusdo de dados oriundos de paises menos desenvolvidos para
uma analise global, assim como fortalece a urgéncia no enfrentamento da sepse

mundialmente (17).

No &mbito nacional, o estudo observacional de Machado e colaboradores, Banco
de Dados de Avaliacéo de Prevaléncia da Sepse (SPREAD do inglés: Sepsis PREvalence
Assessment Database) (18), indicou que a prevaléncia da sepse atingiu 36,7% dos
pacientes avaliados (794 de 2.632) e a mortalidade foi proxima de 55,7% (439 ébitos em
um total de 788 pacientes com sepse). A partir dos dados coletados, os autores projetaram

uma incidéncia estimada em aproximadamente 420.000 casos por ano em adultos, dos
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quais 230.000 véo a oObito ainda no hospital. Também foi observado nesse estudo, que

aproximadamente 30% dos leitos das unidades de terapia intensiva (UTIs) brasileiras séo

ocupados por pacientes com sepse (18).

Em outro estudo epidemioldgico nacional (19), foram coletadas informacdes da
base de dados hospitalares do Sistema Unico de Sadde (SUS), entre 2006 e 2015. Dos
96.570.859 registros obtidos, 724.458 foram relacionados a internagdes com diagnostico

primario de sepse. Nessa abordagem a incidéncia foi de 47,4/100.000 pessoas por ano em

2015, apresentando um aumento expressivo de mais de 50% em relacdo ao ano de 2006

onde a incidéncia era de 31,5/100.000. No mesmo periodo avaliado, a mortalidade teve
um aumento de 85,0%, passando de 13,3/100.000 em 2006 para 24,6/100.000 pessoas por

ano em 2015 (19).

Tabela 1.3 — Dados internacionais e nacionais sobre incidéncia e mortalidade da sepse.

Projecdo do niumero

de acometidos/ano.

Projecédo do niumero

de 6bitos/ano.

Dados epidemioldgicos globais:

Fleischmann et al., Assessment of global
incidence and mortality of hospital-
treated sepsis current estimates and
limitations. 2016. (15)

Rudd et al., Global, regional, and national
sepsis incidence and mortality, 1990—
2017: analysis for the Global Burden of
Disease Study. (17)

Dados epidemiol6gicos nacionais:

Machado et al., The epidemiology of
sepsis in Brazilian intensive care units
(the Sepsis PREvalence Assessment
Database, SPREAD): An observational
study. 2017. (18)

Quintano e Neira et al. Epidemiology of
sepsis in Brazil: Incidence, lethality,

costs, and other indicators for Brazilian

30 milhdes

48,9 milhdes

420.000

47,4/100.000

5 milhdes

11 milhdes

230.000 (hospitalar)

24,6/100.000
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Unified Health System hospitalizations
from 2006 to 2015. 2018. (19)

1.3.  Aspectos Clinicos e Fatores de Risco

A disfuncédo orgéanica associada a sepse, é causada pela desregulacdo da resposta
imune a uma infeccdo (11). As consequéncias do desequilibrio, entre mediadores pré e
anti-inflamatorios, pode alterar a funcionalidade de teoricamente qualquer 6rgao/sistema,
resultando em consequéncias graves como a propria disfuncdo. Na rotina clinica, seis
sistemas principais - cardiovascular, respiratorio, renal, neurolégico, hematoldgico e
hepatico - podem ser monitorados, por observagdes e testes clinicos como os descritos
abaixo no Quadro 1.1, cuja disfuncdo é mensurada através do escore clinico SOFA
previamente mencionado. E importante enfatizar que o comprometimento de um Gnico
6rgdo na sepse é relativamente raro, de modo que, a falha de um 6rgéao tem relacéo direta
na falha de outro 6rgéo, fendmeno conhecido como crosstalk (20).
Quadro 1.1 — Observacdes clinicas dos seis sistemas avaliados no escore clinico SOFA.

Sistema Manifestacdo Clinica
Hipotensao.

_ Pele manchada e microcirculacgdo alterada
Cardiovascular ) o
Lactato elevado (para caracterizar quadro de choque séptico).

Variaveis ecocardiogréaficas alteradas.

Hipoxemia.

Respiratorio 3 3 _
Reducéo da relacdo PaO2: FiO2.

. Confuséo.
Neurologico . )
Desorientagao.
Hepatico Aumento nos niveis de bilirrubina e enzimas hepéticas.

. Baixa contagem de plaquetas.
Hematologico o ] )
Coagulacdo intravascular disseminada (CID).

Oliguria.
Renal . , . . A .
Aumento de creatinina sérica e nitrogénio da ureia no sangue.

Das infeccBes encontradas em coortes de paciente com sepse, a pneumonia € a

infeccdo mais comum (10). Em um trabalho prospectivo que reuniu dados de 14.414
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pacientes em 1.265 UTI de 75 paises, o EPIC Il de Vincent e colaboradores, foi
demonstrado que a infeccdo com origem pulmonar foi responsavel por aproximadamente
64% do total de infecgdes, seguidos de infeccGes abdominais (20%), da corrente
sanguinea (15%) e trato geniturinario (14%), de um total de 7.000 pacientes classificados

como infectados (21).

Quanto aos agentes etioldgicos, qualquer microrganismo pode desencadear a
sepse. Entre os agentes identificados na coorte de Vincent e colaboradores, 62% dos
patogenos identificados eram bactérias gram-negativas, 47% bactérias gram-positivas e
19% eram agentes fangicos (21). No Brasil, um estudo feito com dados de 75 UTIs,
mostrou que dentre os agentes identificados, os bacilos Gram-negativos representavam a
maior parte dos casos (40,1%), seguidos dos cocos Gram-positivos (32,8%),
principalmente Staphylococcus aureus, enquanto os fungos representavam 5% dos casos
(22).

Algumas comorbidades também sdo associadas ao maior risco de
desenvolvimento da sepse, especialmente nas condi¢fes em que 0 paciente apresenta
imunossupressao, como sindrome da imunodeficiéncia adquirida, doengas autoimunes e
pacientes com cancer, devido a propria condi¢do clinica e os efeitos do tratamento;
diabetes mellitus, doenca pulmonar obstrutiva cronica e obesidade. Recentemente, fatores
genéticos e habituais como tabagismo e alcoolismo, também séo relatados como fatores
de risco (18).

A idade é o fator mais relevante associado a incidéncia da sepse, sendo também
um preditor de mortalidade independente, como avaliado no trabalho de Martin e
colaboradores de 2006, onde foi observado que idosos acima de 65 anos s&o
significativamente mais afetados (19). No Brasil também ¢é observado o maior
acometimento entre pacientes mais idosos. Das pesquisas epidemioldgicas nacionais
anteriormente citadas, a média de idade dos pacientes sépticos foi de 65,5 (D.P. = 49,0—
79,0), onde as médias de 61,0 (43,0-75,0) e 68,0 (54,5-80,0) correspondem a
sobreviventes e ndo sobreviventes respectivamente, na avaliagcdo randémica de Machado
e colaboradores (16). No trabalho de Quintano Neira com os dados do SUS, a média de
idade dos pacientes aumentou de 39,1 em 2006 e 2007 para 50,8 em 2014 e 2015 (17).

A heterogeneidade da sepse no que tange a caracteristicas individuais dos
pacientes; agentes etioldgicos e sitios de infeccdo, torna a compreensdo fisiopatologica

desse quadro clinico um desafio, na préatica. A avaliacdo robusta de dados clinicos é uma

27



ferramenta fundamental na compreensdo das caracteristicas da sepse, € no
desenvolvimento de estratégias terapéuticas, desse modo, os estudos epidemioldgicos séo
importantes para o esclarecimento a relagdo entre o agente etioldgico, sitio de infecgéo e
0 desfecho da sepse, como observado no trabalho de Leligdowicz em 2014, onde as
infeccdes intra-abdominais foram associadas a maior mortalidade na coorte avaliada,

enquanto infec¢des do trato urinario foram associadas a menor mortalidade (23).

1.4. Fisiopatologia

14.1. A Resposta Imune

A nova definicdo de sepse e choque séptico engloba aspectos da fisiopatologia
como a presenga de disfuncdo organica potencialmente fatal ocasionada pelo
desequilibrio da resposta imune a infeccdo (11). Desse modo, compreender
molecularmente os mecanismos de defesa contra infeccdo é uma etapa fundamental na
compreensdo da sepse e suas consequéncias ao organismo dos pacientes acometidos. O
sistema imunoldgico possui diversos mecanismos que atuam continuamente para garantir
a homeostase, sendo capaz de agir prontamente em defesa do organismo contra agentes

infecciosos e/ou alteracdes associadas a danos enddgenos (24).

Tal processo tem inicio com estimulos a imunidade inata, através do
reconhecimento de Padrdes Moleculares Associados a Patdgenos (PAMP do inglés:
Pathogen-Associated Molecular Pattern) e/ou Padrdes Moleculares Associados a Danos
(DAMP do inglés: Damage-Associated Molecular Patterns), pelos receptores presentes
nas células que compde o sistema imune. Exemplos classicos de tais receptores séo as
proteinas extracelulares da familia tipo Toll (do inglés: Toll-like) e os intracelulares da
familia dos receptores similares ao Dominio de Oligomerizacdo Ligante de Nucleotideo
(NOD-like do inglés: Nucleotide-Binding Oligomerization Domain-Like Receptors). Esse
reconhecimento dispara uma cascata de sinalizacdo intracelular, com o intuito de
promover a transcricdo e secrecdo de mediadores pro-inflatorios como citocinas e
quimiocinas, que de modo geral, atuam promovendo a inflamacgéo, recrutando outras
células efetoras do sistema imune como neutréfilos e mondcitos circulantes para o local
da infeccdo (25). Nesse contexto dindmico, o endotélio vascular também se torna ativo, e

uma das suas funcgdes é o aumento da permeabilidade e de moléculas que promovem a
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adesdo celular, possibilitando a entrada de fluidos e de das células efetoras ao sitio de

infeccéo (26).

Em paralelo, as células presentes no local da infeccdo, sdo capazes de carrear
fragmentos do antigeno processado para tecidos linfoides vizinhos, e apresentar tais
fragmentos aos linfocitos, processo que marca a comunicagdo da resposta imune inata
com a resposta imune adaptativa mediada por linfocitos T, que dard inicio a mecanismos
celulares mais especificos, dependente da caracteristica do agente infeccioso, que

desencadeia o perfil da resposta imune necessaria para sua eliminacgéo (26).

A resposta imune a infecgdo também ativa o sistema de coagulacdo, que consiste
na ativacdo de uma cascata de proteases, levando a rapida ativacdo da trombina, na
deposicdo de fibrina e na ativacdo plaquetaria. De modo especifico, as plaguetas tém
como fungdo bem estabelecida, a manutengdo da homeostasia, uma vez ativadas e
aderidas ao endotélio, a superficie das plaquetas oferece um sitio catalitico para fatores
da coagulacdo, auxiliando também, no importante mecanismo de retencdo para o agente
infeccioso através da formacéo das redes de fibrina (27). Além de seu papel na regulacéo
da hemostasia, as plaquetas contribuem com mecanismos associados a resposta imune
inata e a inflamacdo, devido a presenca de receptores do tipo Toll, a ativacdo desse
receptor nas plaquetas desencadeia as diversas atividades pro-inflamatdrias, assim como
as atividades pro-tromboticas das plaquetas, correlacionando a imunidade inata e a
coagulacdo, e contribuindo para a oclusdo de vasos da microcirculacdo, no contexto da

imunotrombose (28).

Tais mecanismos pro-inflamatérios sdo estritamente coordenados e tém como
objetivo a eliminacdo do patdgeno e o reestabelecimento da homeostase (26). Para
equilibrar/regular esses mediadores pré-inflamatérios, reflexos anti-inflamatorios
também sdo ativados, onde resumidamente, a estimulacéo das fibras nervosas aferentes
pelos fatores imunogénicos, induz a sinalizacdo eferente, que ativa o nervo esplénico no
plexo celiaco, resultando na liberacao de norepinefrina no bago e secrecédo de acetilcolina
por um subconjunto de linfocitos T CD4. A liberacdo de acetilcolina tem como alvo os

receptores colinérgicos, suprimindo a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias (29).

A dindmica entre os mediadores pro e anti-inflamatorios, de forma coordenada,
tem o desfecho resolutivo desejado, no entanto, em alguns casos, a perda do equilibrio
entre os mediadores faz com que atuem de forma desordenada e prejudicial ao proprio

organismo. Em geral, os fatores pro-inflamatorios secretados de forma descompensada
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ocasionam danos ao tecido hospedeiro levando a disfuncéo orgénica induzida por sepse,
enquanto os fatores anti-inflamatdrios podem levar a um quadro de imunossupressao
persistente, e aumentar o risco de aquisi¢do de uma infecgcdo secundaria (Figura 1.1); em
ambos o0s casos, a magnitude dessas manifestacdes sdo dependentes das caracteristicas

especificas de cada individuo e da infecgéo (30).

Mecanismos pro-inflamatorios: Descompensados, causam danos colateriais.
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Figura 1.1- Mecanismos pro-inflamatdrios e anti-inflamatérios atuantes na resposta imune. O
direcionamento equilibrado dos mediadores pro e anti-inflamatérios sdo influenciados por fatores
associados ao hospedeiro e as caracteristicas da infec¢do. O inicio da resposta imune ocorre por
reconhecimento de imundgenos por receptores de membrana, do citosol ou em endossomos, que
desencadeia a ativagdo dos mediadores voltados para eliminagdo do patdgeno como ativacao e
recrutamento de celular efetoras, inicio da cascata do sistema complemento e do sistema de
coagulacdo. A perda de equilibrio do eixo pr6 inflamatdrio pode levar ao dano do tecido e a morte
celular por necrose. Os reflexos anti-inflamatérios descompensados, podem prolongar a
dependéncia dos pacientes aos cuidados da terapia intensiva, apresentando sinais de

imunossupressao e aumentando o risco de adquirir infec¢Ges secundarias.

1.4.2. Alteracdes da Microcirculagdo no Estabelecimento das Disfunc¢des Organicas.

Como observado, diferentes sistemas podem ser afetados no estabelecimento da
sepse, nesse a&mbito, a disfungdo endotelial possui um papel central na caracteristica

sistémica e em demais aspectos fisiopatoldgicos que serdo discutidos a seguir (20). Uma
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das funcGes do endoteélio vascular € compor a barreira que controla a permeabilidade dos
vasos sanguineos quanto ao fluxo de fluidos e proteinas entre o0 meio intra e extravascular.
As células do endotélio sdo organizadas por junc@es célula-célula, que por sua vez sdo
constituidas por diferentes complexos proteicos, como as jungdes de oclusdo (conhecidas
pelo termo em inglés: Tight Junctions), compostas por ocludinas, claudinas e z6nula
ocludente, que se conectam ao citoesqueleto da célula adjacente; e as juncdes aderentes,
que possuem proteinas de membrana chamadas caderinas, que se unem a actina através
de cateninas (a, B, y € p120) (31).

Além da funcéo estrutural, especificamente na presenca de estimulos, o endotélio
torna-se ativo, adquirindo funces capazes de modular mecanismos importantes na
resposta imune tais como: secrecdo de prostaglandinas, prostaciclinas e tramboxanos;
aumento na expressdo de moléculas de adesdo; secrecdo de fatores pro-coagulantes;
aumento da permeabilidade, que permite a migracéo de fluido e leucdécitos para o sitio de
infeccdo especifico; e na manutencdo da reatividade vascular adequada, dada pela
liberacéo de vasodilatadores ou vasoconstrictores que atuam diretamente na musculatura
lisa envolta (32). Tais eventos sdo altamente regulados e fundamentais para manutencao
da homeostase, entretanto, em meio ao desequilibrio dos mediadores da resposta imune
durante a sepse, se observa um comprometimento funcional do endotélio, que é descrito
como processo chave no estabelecimento das disfun¢Bes organicas associadas a sepse
(33).

Dentre 0s mecanismos citados na literatura estdo: i) O perfil pro-trombético
excessivo, que favorece o inicio da coagulacdo intravascular disseminada, ii) alteracdes
do glicocalix endotelial e 0 aumento significativo na expressao de moléculas de adeséo,
permitindo a maior interacdo dos leucdcitos e plaquetas com as moléculas de adesdo, iii)
maior permeabilidade, promovendo o aumento do extravasamento de fluido e formagéo
de edema, contribuindo também para o estado hipovolémico persistente e iv) a diminuicao
do tdnus vascular, que esta diretamente relacionada a niveis elevados de 6xido nitrico e

peroxinitritos (32,33)

No contexto microvascular, pode ser observada a reducdo da densidade capilar e
consequente alteracdo da perfuséo tecidual adequada, bem como a formagao de micro-
trombos, sendo correlacionada a gravidade das disfuncgdes organicas (34). Esse conjunto
de eventos hemodinamicos desequilibrado, tal como ilustrado na Figura 1.2, contribui
diretamente com o metabolismo celular anormal de oxigénio, outro fator de grande

importancia no estabelecimento das disfun¢des orgénicas. Nesse contexto, 0 aumento do
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lactato sanguineo, geralmente acima de > 2 mEqg/L, reflete 0 estado de metabolismo
celular anormal do oxigénio, sendo um dos critérios na determinacdo da gravidade dos
pacientes com sepse, somado a necessidade de vasopressores para se manter uma PAM

minima, mesmo apos a reposi¢do volémica, caracterizando o choque séptico (11).
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Figura 1.2 - Alteragdes do endotélio vascular e seus impactos na fisiopatologia da sepse. Diversos
mecanismos contribuem para o desenvolvimento de disfuncéo do endotélio na sepse, sensivel as
acOes dos agentes pro-inflamatorios descompensados, resultando em alteragGes na integridade do

glicocélice, lesBes nas proprias células endoteliais, aumento da adeséo e infiltracdo de leucocitos.
Adaptado de Christophe Lelubre e Jean-Louis Vincent (20).

Entretanto, nos casos de pacientes com sepse/choque, a fisiopatologia € mais
complexa do que o mecanismo de hiperlactatemia causada diretamente por hipoxia (35),
visto que, em pacientes reanimados que obtém um aumento na distribuicdo global de O>
e perfuséo tecidual adequada, a tensdo de O2 no musculo esquelético permanece elevada,
sugerindo uma diminuicdo no vO; local, embora o vO2 global possa aumentar (36). Esse
mecanismo de ma utilizacdo do oxigénio local, pode estar associado ao fendmeno de
hipoxia citopatica, onde a mitocondria permanece com baixa producdo de adenosina
trifosfato, mesmo em condi¢6es adequadas de oxigenagdo, indicando o envolvimento de

outros mecanismos patogénicos complexos que prejudicam o metabolismo celular (37).
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1.4.3. A Comunicacao Celular na Resposta Imune

A comunicacdo entre as células do sistema imune € complexa e dinamica, uma
vez que, as células executam multiplas atividades, promovendo positivamente algumas
respostas e inibindo outras a0 mesmo tempo. Tais células se utilizam de componentes
como citocinas e quimiocinas, assim como de interacdes célula-célula, para organizar as
reacoes frente a eventuais ameacas a homeostase. Didaticamente 0 modo de comunicagéo
celular, sdo separadas em basicamente trés grupos de acordo com suas caracteristicas: i)
a comunicacgao autocrina, que envolve a acdo dos mediadores que se ligam aos receptores
da propria célula, como ocorre na secre¢do da Interleucina 2 (IL-2) para a expanséo clonal
e de Interferon gama (IFN-y) para o perfil de resposta Thl dos linfocitos TCD4, ii) a
comunicacdo paracrina que envolve pelo menos dois tipos de células, uma que secreta um
mediador, como exemplo a secre¢do do Fator 1 Estimulador de Coldnias (CSF), e o Fator
de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF), enquanto outro tipo de célula tem o
receptor apropriado para a molécula em questdo e iii) a sinalizacdo justacrina que envolve
duas células nas quais uma possui um ligante alocado na membrana e outra célula possui
0 respectivo receptor, como exemplo, na interacdo obrigatoria do receptor do linfécito T
com o complexo entre peptideo e complexo principal de histocompatibilidade das células
apresentadoras de antigeno. (Figura 1.3) (38).

Figura 1.3 - A comunicacéo celular equilibrada como aspecto crucial no desfecho resolutivo da
resposta imune. As células efetoras que orquestram os mecanismos de defesa durante a resposta
imunoldgica necessitam manter a comunicacao intercelular em sintonia para que as diferentes
acOes que visam a eliminagdo do patdgeno, desde o reconhecimento até o clearence, tomem a

magnitude necessaria.

Da mesma forma que as células se comunicam através dos mecanismos de citados

anteriormente, outro meio altamente eficiente de comunicacdo, passou a ser alvo
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promissor de investigacdo, sendo extensivamente explorado na literatura mais recente,
especialmente das duas ultimas décadas, onde a comunicacao entre células, proximas e/ou
mais distantes, é mediada pela secrecdo e captacdo de estruturas chamadas Vesiculas
Extracelulares (VES) entre teoricamente todos os tipos celulares presentes no organismo.
As VEs secretadas das células para o meio extracelular, sdo capazes de carrear
biomoléculas que remetem a caracteristica molecular e o estimulo sofrido na célula de
origem, modificando funcionalmente a célula receptora (39). Um nimero crescente de
trabalhos na literatura tem evidenciado a participagdo das VES em mecanismos
fisiopatologicos de diversos contextos clinicos, incluindo céancer, doencas
cardiometabdlicas, doencas neuroldgicas e processos infecciosos (40). Os aspectos

caracteristicos e o papel das VES na sepse serdo apresentados a segulir.

1.5. Vesiculas Extracelulares

1.5.1. Classificagdo e Caracteristicas das Vesiculas Extracelulares.

As vesiculas extracelulares (VES) sdo pequenas estruturas esféricas de bicamada
fosfolipidica, secretadas a priori por qualquer tipo celular (39) e que naturalmente contém
parte do citoplasma e da membrana plasmatica de sua célula parental. Recentemente, a
nomenclatura das VEs foi estabelecida em trés principais subtipos, de acordo com seu

tamanho e biogénese: (i) microvesiculas (MVs) se refere a VEs entre 50 e 1.000 nm de

diametro. S&o liberadas por brotamento direto da membrana plasmatica ao espaco
extracelular em resposta a estimulo; (ii) exossomos possuem entre 50 e 150 nm de
didmetro, sdo primeiramente formados como vesiculas intraluminais pelo brotamento
interno de endossomos na formacdo de corpos multivesiculares, até que se fundam com
a membrana plasmatica liberando os exossomos no espaco extracelular. As diferencas
carateristicas entre esses dois subtipos de VEs podem ser visualizadas de forma resumida
na Figura 1.4, sobre o perfil morfolégico/bioquimico e a biogénese; (iii) corpos
apoptoticos compde o terceiro subtipo de VEs liberadas como “blebs” de membrana das
células em apoptose (41,42). Apesar das diferencas citadas, as semelhancas estruturais

tornam a distingdo de VEs um grande desafio metodoldgico (43).

Os subtipos de VEs apresentam uma faixa de sobreposi¢do de tamanho, apesar
dos exossomos serem regularmente referidos como as VES menores. Entretanto, apenas

0 tamanho ndo é suficiente para distinguir exossomos de microvesiculas (41). Além da
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diferenca de biogénese, alguns marcadores auxiliam na distin¢do entre os subtipos, tais
como as tetraspanninas CD9, CD63, CD81 marcadores associados ao exossomo, e por se
tratar do brotamento direto da membrana, 0s mesmos marcadores celulares comuns séo
associados as microvesiculas de acordo com sua origem (41). As VEs também possuem
caracteristicas semelhantes a outras estruturas circulantes, como em tamanho sobreposto
com algumas lipoproteinas e agregados proteicos. O co-isolamento dessas estruturas € um
obstaculo experimental comum, uma vez que, VEs e apolipoproteinas possuem
caracteristicas biofisicas comuns, como densidade e tamanho, que sdo exploradas em

alguns modos de isolamento de VEs do plasma (44).

MICROVESICULAS EXOSSOMOS
Brotamento direto da o Viaendossomal
Membrana - — © 9,

Vo © 30a 150 nm
50 a 1.000 nm o

R Tetraspaninas (CD9,

Marcadores ¢ (‘ CD63, CD81)
celulares especificos o
e exposicdo da &o
fosfatidilserina ) Corpos

Multivesiculares!

Endossomo ,\
Inicial

Figura 1.4 - Caracteristicas gerais e biogénese das vesiculas extracelulares. As distingdes mais
regulares associadas aos subtipos de VEs se baseiam na origem, no tamanho, e em marcadores
comuns, embora ocorram eventuais sobreposi¢es, como 0s marcadores de via endossomica na
superficie dos exossomos, devido a sua origem, e ligacdo da anexina V a fosfatidilserina exposta

na superficie das MVs somado aos marcadores de membrana da sua célula de origem.

Quanto a caracteristica do contetido molecular das VES, composto por proteinas,
acidos nucleicos e lipideos, refletem diretamente o fendtipo molecular da célula de origem
(39). O conteudo proteico especificamente, é caracterizado por um conjunto regularmente
encontrado nos trabalhos que investigam o proteoma de VES, especialmente proteinas
constituintes e de manutencdo do citoesqueleto; proteinas citosélicas envolvidas na

transducéo de sinal; complexo de histocompatibilidade; proteinas heat shock, de canais e
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receptores de membrana, bem como em proteinas envolvidas no trafego de vesiculas,
como representado na Figura 1.5 (45). Recentemente foram criados repositorios, onde
grupos de investigadores podem analisar e depositar novos achados em enderegos de web
gratuitos como: Vesiclepedia disponivel no programa FunRich (http://funrich.org);

Exocarta, disponivel em: http://exocarta.org/index.html
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Figura 1.5 - Biomoléculas comuns encontradas nas Vesiculas Extracelulares. O contetdo de
biomoléculas das VEs depende diretamente da sua célula de origem. Atualmente milhares de
entradas proteicas compde o banco de dados atual do consércio Vesiclepedia, que inclui dentre
as proteinas mais comuns, enzimas glicoliticas; Proteinas de transdugéo de sinal, proteinas do
citoesqueleto; complexos de MHC, histonas, componentes de proteassoma entre outras proteinas
associadas a formacéo das VEs na via endossomal ou por brotamento direto da membrana. RABs:
Ras-related proteins RAB. ESCRT: endosomal sorting complex required for transport. MHC:

major histocompatibility complex. Figura adaptada de: Colombo e colaboradores (39)

Tal capacidade celular de secretar e captar VES, tanto entre células préximas como
células distantes, compartilhando biomoléculas sem a necessidade de contato direto,

permite que as células receptoras adquiram novas moléculas, que podem alterar
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funcionalmente os mecanismos de sinalizacdo, ampliando rapidamente 0s processos
desencadeados pela célula de origem (46). Dessa possibilidade de interceptar “pacotes de
mensagens celulares” com informagdo biologica especifica, emergiu na literatura um
interesse particular nesse mecanismo de comunica¢do mediado por VEs, tornando-as
excelentes fontes de informacdo que auxiliam na compreensdo da fisiopatologia de
diferentes contextos clinicos complexos, como cancer, doencas cardiometabdlicas,
neuroldgicas e processos infecciosos, bem como fontes promissoras para 0

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas (40).

1.5.2. Historico

O foco emergente de pesquisa em VEs é atualmente centrado na caracterizacao
fenotipica dessas estruturas, nos mecanismos de sua formacdo a partir de células parentais
e na determinacdo de seus efeitos nas células receptoras, com énfase em condigdes
patoldgicas (47). A descoberta de seu papel funcional tem um historico relativamente
recente, tento como marco inicial o trabalho de Peter Wolf em 1967, cujo objetivo foi
analisar e esclarecer os eventos de coagulacao do sangue. O autor relatou de forma inédita
“evidéncias para a ocorréncia em plasma normal, soro e fracGes derivadas de material
coagulante na forma de particulas mindsculas, sedimentaveis por alta velocidade de
centrifugacdo e proveniente de plaquetas” que chamou de “poeira de plaqueta”

referindo-se ao que hoje conhecemos por microvesiculas plaquetarias (48).

Sequencialmente, outros autores descreveram VEs em diferentes amostras
biol6gicas, como: tumores (49); culturas celulares de linhagens normais e neoplasicas
(50); plasma (50), sémen (51), e urina (52); enquanto a funcdo de comunicadores
intercelulares, foi consolidada progressivamente, com base em observacdes da presenca
de componentes em mecanismos importantes na manutencdo da homeostasia, como a
identificacdo do fator tecidual em microvesiculas obtidas de cultura de glioblastoma,
ainda em 1984 (53) assim como outros renomados trabalhos que indicavam

principalmente o perfil pro-trombético dessas VES em contextos fisiopatologicos (39).

Ainda na década de 80, paralelamente, foram publicados os primeiros trabalhos
acerca do novo mecanismo de secre¢do de particulas com origem da via endossomal, que
conhecemos atualmente por exossomos (54). Posteriormente, o papel funcional desse
subtipo de VEs, no contexto do sistema imune, foi proposto com os trabalhos do grupo

da investigadora Raposo, na década de 90, demonstrando que 0s exossomos oriundos de
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células B, transformadas pelo virus Epstein-Barr, possuiam o complexo de
histocompatibilidade MHC 11, e que esses eram capazes de ativar os linfocitos T CD4,
abrindo diversas possibilidades de investigacédo acerca do papel das VEs na comunicacgéo
celular durante a resposta imune (55).

Nos anos 2000 com a descoberta da presenca de acido ribonucleico (RNA do
inglés: Ribonucleic Acid) interiorizado nos exossomos, incluindo a presenca de tipos de
RNA ndo codificantes (56), o interesse nessas estruturas como fontes de comunicacao
intercelular foi fortemente consolidado, e em pouco tempo, esforgos internacionais e
multidisciplinares tem contribuido no processo de caracterizagdo e padronizacdo das
metodologias aplicadas ao estudo das VEs. Um dos grandes avancos foi a criacdo da
Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares em 2011, que além de abrir um
amplo espaco de didlogo entre os investigadores, colaborou significativamente na
padronizacdo da nomenclatura e de metodologias basicas aplicadas a estudos com VESs
(43).

O interesse no papel das VEs na comunicacdo intercelular do sistema imune
abrange uma nova perspectiva em elucidar processos fisiopatologicos complexos,
iniciado na descoberta do papel dos exossomos contendo imundgenos, capazes de ativar
células T por meio direto da interacdo com receptor do linfdcito T, ou por internalizagédo
das VEs pelas células apresentadoras de antigeno, e exposicdo do imundgeno na
membrana (57), criando um novo campo de busca com possibilidades para elucidar

mecanismos nos quais as VEs possam influenciar o curso da resposta imune.

As VEs participam da ampla rede de mecanismos que atuam na resposta imune,
auxiliando, por exemplo, na ativagao da coagulacéo (46), um mecanismo que vem sendo
frequentemente estudado devido seu impacto clinico, em decorréncia de algumas
condicdes graves como aterosclerose, embolia e nas condi¢Ges mais graves como a sepse
(58). Vale ressaltar que o papel fisioldgico das VESs assim como de suas células de origem,
compreende garantir a homeostase, nesse sentido as VES também possuem um importante
papel em mecanismos reguladores, cuja dinamica e relevancia no decorrer de processo

infeccioso permanece alvo de investigacao (46).
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Tabela 1.4 — Breve histérico das VEs no campo da pesquisa. Desde o primeiro relato, sem
conclusdes funcionais concretas, até o atual cenario de interesse nas VES como

mediadores da comunicagao intercelular em contextos fisiopatoldgicos.

Décadas em que

ocorreram descobertas o
_ Principais achados
importantes acerca das

VEs.
) Descoberta de “particulas minUsculas” oriundas de
Década de 60
plaquetas.
Observacdo  da  atividade  pré-trombotica  das
Década de 80 microvesiculas; e descoberta do mecanismo de biogénese
dos exossomos.
) Descobertas sobre o papel de VEs na resposta imune,
Década de 90

especificamente na ativagdo de linfocitos T CDA4.
Descoberta de RNA interiorizado nos exossomos; Interesse
Anos 2.000 em diante  crescente em VES como mediadores da comunicacao

celular em processos fisiopatoldgicos.

1.5.3. O Papel das Vesiculas Extracelulares na Sepse

Nas Gltimas duas décadas, foram publicados estudos originais que exploram o
papel das VEs em condicdes graves como a sepse. No entanto, a quantidade de trabalhos
publicados nao reflete diretamente o progresso tedrico e clinico esperados, visto que 0s
métodos para isolamento, anélise e interpretacdo de dados que abordam o papel funcional
das VEs em doencas complexas, permanecem em desenvolvimento, 0 que resulta na
variabilidade de dados, bem como na dificuldade de comparar os estudos existentes

relacionados a sepse (59).

Um fator caracteristico que contribui para essa variabilidade experimental, é a
heterogeneidade entre os pacientes em condi¢cbes graves, quanto aos aspectos
demograficos, aos agentes etioldgicos causadores das infeccdes, as comorbidades pré-
existentes, como também os fatores associados a infraestrutura das unidades de saude.

Buscar caracteristicas clinicas homogéneas para estudos com pacientes sépticos, como
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sitio de infeccdo, por exemplo, pode colaborar com achados relevantes para tais
subgrupos de pacientes. No entanto, a preservacdo da heterogeneidade contribui para que
os dados sejam mais robustos e aplicaveis a uma populagdo-alvo ampla (59). Apesar dos
obstaculos em investigagdes presentes em ambas as areas de investigacdo (sepse e VES),
alguns trabalhos originais que investigaram do papel das VEs em pacientes com sepse,
recentemente sumarizados por Raeven e colaboradores, demonstraram pontos positivos

que justificam o interesse clinico nas VES no contexto da sepse (59).

A sepse desencadeia uma extensa ativacdo das celulas efetoras que atuam na
resposta imune. As células ativadas promovem a secrecdo de VEs, sendo a maioria das
VEs circulantes oriundas de plaquetas (60,61). Enquanto alguns estudos demonstram que
microvesiculas estdo aumentadas em amostras de pacientes com sepse quando
comparados a doadores saudaveis (62,63), outros apresentam resultados controversos,
onde estas diferencas ndo séo significativas (64) ou até inversas (65), possivelmente
devido a heterogeneidade dos desenhos experimentais. No entanto, os aspectos funcionais
das VEs circulantes sobre as células receptoras permanecem sendo elucidados

progressivamente.

O papel funcional da VEs na sepse é associado tanto a mecanismos protetores
quanto prejudiciais (Figura 1.6). Alguns estudos exploratérios demonstram que
determinados subtipos de VEs podem contribuir para resolucdo da infeccdo, aumentando
a depuracdo bacteriana (66), modulando atividade anti-inflamatdria de leucdcitos (67) e
potencializando a capacidade fagocitica, demonstrado em células da linhagem monocitica
(68). Por outro lado, diversos relatos indicam efeitos prejudiciais, como demonstrado em
modelo de endotoxemia suina, onde o aumento de microvesiculas plaquetarias foi
acentuado nos casos de Obito, e ndo nos animais sobreviventes (69). No trabalho de
Mortaza e colaboradores, foi observado que ratos com sepse induzida por ligadura e
puncdo cecal (CLP do inglés: Cecal Ligation Puncture), apresentaram um fenotipo
especifico de VEs, majoritariamente oriundas de leucdcitos, e submetendo ratos
saudaveis a inoculagdo com VEs dos ratos com sepse induzida, foram observados padrfes
hemodindmicos e inflamatorios, associados a estresses oxidativo e nitrosativo,
caracteristicos da sepse (70). Em outro interessante estudo, o bloqueio da liberacdo de
VEs por macréfagos infectados em camundongos sépticos teve efeitos cardioprotetores e
sobrevida prolongada (71). A dinamica das VES, quanto a origem celular e contetido de
biomoléculas nesses mecanismos protetores e prejudiciais na sepse, permanecem pouco

esclarecidos.
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As VEs tem sido associadas a processos comuns no estabelecimento da sepse,
como na coagulacéo intravascular disseminada (CID) devido ao ser perfil pré-trombotico
(72), e em mecanismos que promovem a disfuncdo endotelial, como na ativacéao direta e
apoptose das células endoteliais levando ao comprometimento da barreira endotelial (73).
Durante a resposta imune a infec¢édo, a coagulacdo € um mecanismo importante tanto na
manutencdo da homeostasia como na compartimentalizacdo do agente infeccioso,
impedindo sua disseminacdo (74). No entanto, as consequéncias de uma forte ativagéo da
coagulacdo é um fator que pode contribuir com a perda da integridade do endotélio, e
promover o desenvolvimento da trombose microvascular, colaborando com o
estabelecimento de disfuncBes organicas (75). Na sepse, a relevancia do fator tecidual,
componente fundamental da cascata de coagulacdo, assim como a liberagédo
descompensada de citocinas inflamatdrias é notado regularmente em ensaios in vitro e in
vivo (76). Em concordancia com potencial pro-trombético observado em diversos
estudos, o papel das VEs no desenvolvimento CID foi observado em alguns pacientes

com sepse, 0 que também foi relacionado a severidade (77).

Como visto anteriormente, a disfuncdo endotelial tem um papel central no
estabelecimento das disfuncbes organicas. Assim como as células de origem, as VEs
atuam de modo ambiguo sobre o endotélio, com funcGes que podem preservar sua
integridade, ou promover acbes potencialmente nocivas (78). As VEs oriundas de
plaquetas sdo frequentemente reportadas em associacdo ao aumento na expressao de
moléculas de adesdo na superficie de células endoteliais, além de aumentar a producao
de citocinas prd inflamatérias como interleucinas (IL)-1; IL-6 e IL-8 (79). As VEs
também foram associadas a mecanismos de regulacdo entre apoptose/sobrevida das
células endoteliais (80). Em um trabalho conduzido por Janiszewski e colaboradores, foi
demonstrado que exossomos, principalmente os de origem plaquetéaria, isolados de
individuos sépticos, sdo capazes de induzir a producdo de superdxido e promover a
apoptose em células vasculares, por mecanismos inflamatérios e redox (81). Além do
efeito de interacdo direta, VEs plaquetarias modulam a interacéo de leucocitos ou VEs de
leucdcitos com o endotélio, especialmente nos mecanismos de adeséo celular; inducéo de

apoptose e aumento do perfil pro-trombotico (78).
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Figura 1.6 - A¢des protetoras e prejudiciais das vesiculas extracelulares circulantes. As possiveis
fungdes das VEs dependem da origem celular, o estimulo sofrido na célula de origem e as

caracteristicas da célula receptora.

1.5.4. Abordagens Metodoldgicas de Larga Escala no Estudo das Vesiculas
Extracelulares

Para classificacdo do conteudo biomolecular das VEs, bem como enriquecer a
compreensdo acerca das suas diversas funcGes fisiologicas e patologicas, milhares de
proteinas e componentes de RNA de VEs, derivados de diversos tipos de células e fluidos
corporais, tem sido catalogados com auxilio de abordagens metodoldgicas de larga escala,

também conhecidas como ciéncias dmicas (45).

As ciéncias émicas emergiram do grande avango tecnoldgico, na analise de um
conjunto de biomoléculas com alto rendimento, que geralmente resulta em uma

quantidade massiva de dados, analisados por ferramentas de bioinformatica. As areas de
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pesquisa que compde as ciéncias dmicas podem ser classificadas como Gendmica,
Protedmica, Transcriptdmica, Metabolémica e Lipiddmica, que compreendem a analise
global de genes, proteinas, RNA, metabdlitos e lipideos respectivamente, para analise

abrangente de um sistema biologico de interesse (82).

Ao realizar  uma  busca  simples na  ferramenta  PubMed
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando os termos [Proteomics OR Proteome]
AND [Extracelular Vesicles] e [Transcriptomics OR Transcriptome] AND [Extracelular
Vesicles], podemos constatar o crescente interesse no contetdo proteico e de transcritos

destas estruturas (Figura 1.7).
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Figura 1.7 - Publicagdes que abordaram a protedmica ou transcriptomica no estudo das VES. As
publicac¢6es que aplicam ou abordam a aplicacdo da protedmica e/ou transcriptomica no estudo
das VEs em diversos contexto biol6gicos passou de algumas centenas nos anos 2.000 para cerca

de 10.000 publicacdes a partir de 2015. Busca realizada no Pubmed em margo de 2021.

A transcriptdmica é uma ferramenta de grande interesse na avaliacdo de perfis
moleculares associados a sepse e seus diferentes desfechos, sua aplicacdo ao estudo do
conteudo de RNASs de VEs é crescente, tal abordagem aplicada ao sangue periférico total,

aponta distingdes na expressao de genes, capazes de distinguir pacientes com sepse e
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SIRS, assim como sobrevida e 0bito entre os pacientes sépticos, onde a ativacdo de genes
relacionados a resposta imune foi silenciada em ndo sobreviventes (83). Sua aplicacédo
voltada para analise de VEs foi abordada em um interessante trabalho, conduzido por
Real e colaboradores, onde exossomos foram isolados de 24 pacientes com choque
séptico para comparacdo com exossomos de doadores saudaveis. A expressdo de micro
RNAs relacionados ao metabolismo redox foi significativamente maior nos pacientes,
com destaque para mieloperoxidase que permaneceu regulada positivamente apés 7 dias
de internacdo (84).

De modo particular, a anélise do proteoma (conjunto de proteinas), fornece
informagdes importantes na observacdo de possiveis variagdes de perfis moleculares,
visto que alguns transcritos, passam por mecanismos de regulacdo pos-transcricional, e
ndo necessariamente correspondem diretamente a abundancia de determinada proteina
(85). Por sua vez, as proteinas sdo as biomoléculas efetoras e refletem diretamente os
processos biolégicos de interesse, sendo uma ferramenta valiosa na busca de
biomarcadores e na compreensdo de mecanismos fisiopatoldgicos complexos e pouco
esclarecidos, o que pode contemplar novos achados que nao seriam explorados em

abordagens baseadas em hipdteses pré-estabelecidas (86).

O espectrometro de massas é 0 equipamento central para analise proteémica, que
permite a identificacdo dos ions peptideos oriundos do proteoma de interesse, através da
classificacdo dos analitos em campos elétricos ou magnéticos, de acordo com o0s valores
da razdo massa sobre carga. Atualmente, essa ferramenta é precedida em tandem por uma
nanocromatografia liquida de alta performance (nLC - MS), que permite anélise e
identificacdo de uma quantidade expressiva de peptideos com acuracia e precisao, com
auxilio de ferramentas de bioinformatica cada vez mais eficientes (87). Esses avancos
metodoldgicos contribuiram significativamente com a identificacdo abrangente do
proteoma de VEs, e atualmente esses achados podem ser consultados no banco de dados
especificos de biomoléculas identificadas em VEs, o Vesiclepedia, que conta com
aproximadamente 32 mil entradas proteicas para VEs em humanos, grande parte

proveniente de trabalhos que utilizaram as ferramentas protedmicas (88).

A inferéncia das identificagbes proteicas através da identificagdo de seus ions
peptideos, compde uma das técnicas empregadas na andlise protedmica, denominada
Shotgun ou botton up, sendo essa a abordagem mais usual para analises em larga escala
ou de alto rendimento de amostras complexas (89). Essa a ferramenta exploratéria foi

crucial, por exemplo, no que se conhece atualmente acerca dos novos sinais para a
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secrecdo de VES na resposta imune. Com auxilio da proteémica shotgun, foi demonstrado
em alguns trabalhos, que ativadores canénicos do inflamassoma NLRP3, bem como
ativacdo ndo candnica dependente de caspase-4, induzem a secrecao de VESs e de proteinas
importantes associadas a VEs, incluindo a forma precursora da IL-1p (90-93).
Recentemente a analise protedmica shotgun foi utilizada para investigar o proteoma de
exossomos isolados de pacientes com sepse, comparado a exossomos de voluntarios
saudaveis. Nesse trabalho, a representacao bioldgica apontou essencialmente diferencas
quanto a resposta de fase aguda e inflamag&o, mais acentuadas no proteoma dos

ex0ssomos de pacientes (94).

Por fim, a aplicagéo da protedmica voltada para o estudo das VEs, oferece uma
vantagem particular no que tange a utilizacdo da espectrometria de massas em amostras
clinicas de plasma, uma vez que, o grande intervalo dindmico entre proteinas plasmaticas,
prejudica a analise das proteinas menos abundantes, fenémeno conhecido como supressdo
de sinal, pois tal identificacdo € usualmente feita com base no sinal dos peptideos mais
abundantes em cada varredura de anélise no espectrdmetro de massas (95,96). Mesmo
com alternativas quanto ao tratamento prévio do plasma para retirada de proteinas mais
abundantes (97), e de ferramentas no proprio equipamento que buscam minimizar esse
efeito, a anélise protebmica do plasma permanece uma abordagem que requer cautela.
Nesse sentido, voltar a atencdo para um subproteoma de estruturas diretamente
envolvidas na sinalizacdo celular, pode conferir também uma vantagem metodologica,

desde gue seja estabelecido um protocolo adequado de preparo pré-espectrometria.
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2. Justificativa



O uso de metodologias de larga escala, ditas omicas, vem contribuindo
significativamente na identificacdo dos mecanismos moleculares envolvidos na
biogénese, composicao e caracterizagdo das VES em contextos fisiologicos e patoldgicos
(98). Adicionalmente, a protedmica — andlise de proteinas em larga escala — é capaz de
caracterizar o fenotipo molecular de diferentes amostras, sendo assim uma ferramenta
valiosa em estudos dirigidos por descoberta, cuja complexidade molecular ndo é

completamente esclarecida (99).

Desde a descoberta das VEs e seu potencial como comunicadores intercelulares,
seu papel como mediadores em vérias condigdes clinicas, tem sido intensamente
investigado. Entretanto, a importancia e o potencial funcional em mecanismos associados
ao estabelecimento da sepse, ganharam atencdo apenas recentemente. Ambos 0s
componentes dessa abordagem investigativa, sepse e VESs, sdo complexos e carecem de
padronizacGes metodologicas. Ndo ha um consenso na literatura sobre como as VES
plasmaticas devem ser isoladas e caracterizadas. Dessa forma, s&o necessarios estudos de
padronizacdo do isolamento de VES em amostras clinicas como o plasma, que permitam
a identificacdo de possiveis perfis moleculares, que contribuam para compreensdo ampla
das funcGes que as VESs exercem sobre 0s mecanismos associados ao estabelecimento da

sepse.
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3. ODbjetivos



3.1. Geral

Caracterizar o proteoma de VEs isoladas do plasma de pacientes com sepse e
choque séptico, com intuito de identificar perfis proteicos relacionados ao
desenvolvimento da sepse e que possam contribuir para a compreensao dos mecanismos
envolvidos na desregulagéo da resposta imune.

3.2.  Especificos

v’ Padronizar a metodologia de obtencdo de VEs do plasma;

v’ Caracterizar as VEs plasmaticas e seu contetido proteico;

v"Identificar perfis moleculares que possam diferenciar os grupos de analise:
controle, sepse e choque séptico;

v"Inferir sobre vias bioquimicas que sejam importantes no contexto da sepse
através de analises de enriquecimento in silico.
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4. Metodologia



4.1. Coorte e critérios de inclusao e exclusdo das amostras

Cerca de 150 amostras de pacientes internados nos hospitais da Rede D’Or, entre
agosto de 2015 e setembro de 2017 fazem parte do estudo “Avaliagdo da disfungdo
cerebral em pacientes com sepse grave: estudo observacional”, sob coordenagao do Dr.
Fernando Augusto Bozza. O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa local
e registrado na plataforma Brasil sob 0 nimero 19752613.9.1001.5249 (Anexo ).

Os critérios para inclusdo das amostras foram: pacientes com idade superior a 18
anos, com diagnostico de sepse ou choque septico por infeccdo adquirida na comunidade
e que tenham assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) referente
ao estudo. Foram excluidas as amostras de pacientes com alta probabilidade de ébito
dentro de 48h ou com expectativa de permanéncia na UTI <48h; pacientes hospitalizados
h& mais de 48h antes da inclusdo no estudo; ou transferidos de outra unidade com mais
de 48h da internacdo. Os pacientes foram reclassificados de acordo com a nova definigéo
de Sepse e Choque Séptico, feita em 2016 (11), o que ndo alterou a classificacdo de
gravidade. Dessa coorte, foram selecionadas 18 amostras, com base essencialmente no
pareamento por género e idades mais proximas, de modo que os grupos de analise foram
compostos por: 9 amostras de pacientes diagnosticados com sepse e 9 amostras de
pacientes com choque séptico. Amostras que apresentaram hemolise ou volume de
plasma inferior a 400 pL ndo foram consideradas.

Para compor o grupo controle, nove amostras de plasma de doadores saudaveis
foram coletadas por acesso venoso em anticoagulante citrato. Todos os voluntarios
assinaram o TCLE referente ao projeto (Anexo Il) e preencheram uma ficha com
informacdes adicionais que otimizam trabalhos com vesiculas extracelulares,
recomendada pela Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares (43) (Anexo Il1).
O plasma das amostras controles foi obtido apés centrifugacdo do sangue coletado a 1.500
x g por 20 minutos, seguido de duas centrifugagdes de 3.000 x g por 15 minutos. Ao final,

as amostras foram armazenadas a -80 °C junto as amostras de plasma dos pacientes.

4.2. Padronizacdo do Isolamento de Vesiculas Extracelulares (VES):

Duas abordagens foram a base da etapa de padronizacdo do isolamento de VESs do

plasma: centrifugacéo seriada (CS) e cromatografia de exclusdo molecular (SEC). A
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adicdo de uma etapa anterior de ultracentrifugacdo com gradiente de densidade bifasico

(UG) também foi testada. Assim, foram realizados 4 ensaios, conforme a Figura 4.1.

Plasma n=4

A) CS B) SEC UG

C) UG+CS D) UG+SEC

Figura 4.1 — Fluxograma dos experimentos realizados na etapa de padronizacéo do isolamento de
VEs do plasma. Cada ensaio (de A a D) foi realizado com 1,0 mL de plasma, 4 vezes (n = 4), com
amostra de 4 doadores saudaveis.

4.2.1. Preparo das amostras de plasma

O sangue periférico foi coletado de 4 voluntérios saudaveis (n = 4), por pun¢édo
venosa em anticoagulante citrato, sem hemolise visivel e evitando-se a ativacdo
plaquetaria. As amostras foram centrifugadas a 1.500 x g por 20 min., em temperatura
ambiente, e o plasma sobrenadante foi centrifugado em trés ciclos de 3.000 x g por 15
min., para obtencdo de plasma pobre em plaguetas. O inibidor de protease MiniComplete
EDTA free Roche® foi aplicado ao plasma proporcionalmente em 1:50 (v / v). Cada uma
das 4 amostras de plasma foi separada em duas aliquotas, a primeira para tratamento por
ultracentrifugacdo em gradiente de densidade bifasico e a segunda para isolamento direto

das VEs do plasma total. Todas as amostras foram armazenadas imediatamente a -20 ° C.
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4.2.2. Ultracentrifugacdo com gradiente de densidade bifasico (UG)

Para ultracentrifugacdo com gradiente de densidade bifasico foram utilizadas 1,0
g de KBr para cada 2,0 mL de plasma, ajustado com NaCl 0,9 % até 8,0 mL em tubos
Ultra-Clear™., Os tubos foram equilibrados com auxilio da solucdo salina e
cuidadosamente selados para ultracentrifugacdo, com a centrifuga Optima Max — XP
Swinging Bucket, a 150.000 x g por 2 h 40 min a 4 °C (aceleracéo 5 e parada 8). Ao final
da ultracentrifugacdo, 750 pL foram retirados duas vezes do fundo de cada tubo para
obtencdo do plasma livre de LDL. Protocolo de Redgrave e colaboradores (100), adaptado
pelo Dr. Eugénio Hottz. O plasma resultante foi armazenado a -20°C até o dia da aplicagéo
das técnicas de isolamento por centrifugacéo seriada e SEC.

4.2.3. Centrifugacdes seriadas (CS)

Para centrifugacdo seriada, as aliquotas de 1,0 mL de plasma total e do plasma
livre de lipoproteinas de baixa densidade (LDL do inglés: Low Density Lipoprotein)
foram centrifugadas em 3 ciclos. As centrifugac@es foram feitas a 16.000 x g por 2 h 30
min, com temperatura a 4 °C. Apos a primeira centrifugacao, o sobrenadante foi retirado,
restando aproximadamente 100 pL do volume total no tubo, e posteriormente foi
adicionado 0,9 mL de Tampdo Fosfato Salino (PBS) filtrado a 0,22 um. O mesmo
procedimento é repetido na segunda e terceira centrifugacéo, e ao final da terceira etapa,
0s 100 pL restantes foram armazenados a -20 °C. Protocolo adaptado de Kowala e
colaboradores (101,102).

4.2.4. Cromatografia de exclusdo molecular (SEC)

Colunas de 10 mL PD10 (GE Healthcare) foram empacotadas resina Sepharose
CL-2B (Sigma Aldrich) em agua com 20% de etanol e armazenadas a -4°C até o dia de
uso. Para realizacdo da cromatografia, cada coluna foi equilibrada com 50 mL (5
volumes) de PBS filtrado com membranas de 0,22 um. Foi aplicado 1,0 mL de plasma,
fracionado em 35 microtubos com aproximadamente 500 pL cada. A eluicdo das
proteinas foi acompanhada pela leitura de 2 pL de cada fracdo em absorvéancia a 280nm

(Nanodroop 2000, Thermo Scientific). O resultado foi exportado e o cromatograma
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montado no programa PRISMA 5.0. Protocolo adaptado de Bding e colaboradores
(103,104).

4.2.5. Detecgéo das VEs entre as fragoes da SEC

As 16 primeiras fracdes da SEC, realizada com 1 mL de plasma de amostra
controle, foram submetidas a citometria de fluxo de acordo com as seguintes etapas:
Incubacdo com anticorpos anti-AnnexinaV, durante 30 minutos, a 37°C, para detecgdo da
fosfatidilserina exposta nas VESs. Os anticorpos isétipos correspondentes foram utilizados
para controlar a ligacdo ndo especifica. As VEs foram distinguidas por ligacao especifica
de anti-AnnexinaV. Foram considerados 0s eventos positivos para AnnexinaV e menores

que 1 um, adquiridos através do citdbmetro de fluxo FACScalibur (BD Bioscience, CA).

Para inferir a quantidade de VEs ao longo das fracGes da SEC, foi aplicada a
técnica de rastreamento de nanoparticulas (NTA do inglés: Nanoparticles Tracking
Analysis). Neste sistema, ap6s incidéncia de um feixe de laser sobre a amostra, as
particulas em suspensdo no caminho do feixe, espalham a luz de tal maneira que estas sdo
visualizadas através de um microscépio de luz padrdo, equipado com camera SCMOS,
capaz de capturar 30 quadros por segundo (fps). A cdmera captura, em arquivos de videos,
as particulas que se movem sob movimento browniano. Em sequéncia, o programa
processa 0s videos capturados, rastreando as particulas individualmente. Aplicando-se a
equacdo de Stokes-Einstein, o programa calcula o didmetro das particulas, permitindo

assim a determinacdo de concentragdo e tamanho (105).

Nessa abordagem, cada fracdo eluida da SEC feita com 1 mL de plasma controle,
foram diluidas 50 x em PBS, e aproximadamente 1 mL foram injetados com auxilio da
bomba de seringa acoplada ao equipamento NanoSight, modelo L10 (Malvern
Panalytical) presente na Plataforma de Microscopia do Instituto Carlos Chagas
(ICC/Fiocruz). A analise foi realizada no programa NTA V.3.4.3. Os videos foram
processados apos aquisicdo com laser verde (comprimento de onda = 532 nm) em cAmera
SCMOS operando a 30 quadros por segundo. Foram analisados 3 videos (replicatas
técnicas) de 60 segundos para cada fracdo. O parametro de nivel da camera foi ajustado
para 12, e a contagem das particulas foi feita em um limite de deteccdo de particulas
ajustado em 5. Os dados resultantes foram plotados em graficos com o auxilio do
programa PRISM 5.0
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4.3. Isolamento das VEs das amostras clinicas

A SEC foi a metodologia escolhida para isolamento das VESs, para posterior
analise protedbmica. O preparo das colunas e a cromatografia, foram realizados como
descrito em 4.2.4. Amostras de plasma de pacientes e de doadores saudaveis (500 uL)
foram previamente preparadas, sob descongelamento brando e posterior adicdo do
inibidor de proteases Mini Complete - EDTA free (Roche) na proporcdo 1:50 (v/v),
seguido de centrifugacdo a 3.000 x g por 10 minutos para garantir a auséncia de debris
celulares. A SEC foi realizada com 400 pL de cada amostra. Ao final da cromatografia,

as fracdes foram dosadas em absorvancia a 280nm e posteriormente armazenadas a -20°C.

4.4. Quantificacéo e determinagédo de tamanho das VEs por NTA

Ap0s isolamento das VES das amostras dos grupos experimentais através da SEC,
as fragdes enriquecidas de VEs foram analisadas por NTA no equipamento NanoSight
modelo NS300 (Malvern Panalytical) disponibilizado no Laboratério Cientifico da
PensaBio. Cerca de 200 pL do pool das fracdes de 6 a 11, foi diluido 5X em PBS para
andlise, realizada no programa NTA V.3.4.3 (106). Os videos foram processados ap0s
aquisicdo com laser azul (comprimento de onda = 488 nm) em camera SCMOS operando
a 30 quadros por segundo. O parametro de nivel da cAmera foi ajustado para 12, de modo
que todas as particulas estivessem distintamente visiveis, ndo excedendo a saturagédo do
sinal acima de 20% para todas as amostras. Foram obtidos 3 videos (replicatas técnicas)
de 60 segundos para cada amostra, e a contagem das particulas foi feita em um limite de
deteccdo de particulas ajustado em 5. Os dados resultantes foram plotados em gréaficos

com o auxilio do programa PRISM 5.0.

4.5. Preparo das amostras para espectrometria de massas.

Para cada amostra, uma aliquota de 1,5 mL do pool de fragdes enriquecidas com
VEs foi submetido ao concentrador a vacuo (Speed Vac® Plus SC210A, Savant), e
ressuspensas em 50 pl de bicarbonato de amoénio 50 mM + 0.2% de agente surfactante
Rapigest (Waters). Apos nova centrifugacdo a 20,000 x g por 5 min, a concentragéo de
proteinas foi estimada pela leitura de 2 pL em absorvancia a 280 nm (NanoDrop 2000,

Thermo Scientific). Aproximadamente 30 pug de cada amostra foram reduzidas com 5
55



mM de ditiotreitol (DTT) a 37 °C por 3 h. Em sequéncia, as amostras foram alquiladas
com 15mM de iodoacetamida (IAA) 15 min, no escuro, a temperatura ambiente. A
tripsina (Promega) foi adicionada na proporc¢do 1:50 (m:m) de enzima para substrato, e a
digestdo enzimatica foi realizada overnight a 37 °C. Ao final, a reacdo foi interrompida

com 1% acido trifluoroacético (TFA).

Os peptideos resultantes foram dessalinizados em micro colunas de fase reversa,
montadas com resina C8/C18 (POROS R2, Applied Biosystems). Brevemente, ponteiras
de 10 uL e membranas EMPORE C8 (3M) foram usados para empacotamento de 10 puL
de resina, preparados no laboratdrio. As micro colunas foram previamente equilibradas
com 10 pL de TFA 1% (v/v); seguido da aplicacdo das aplicadas. Posteriormente, foram
feitas 2 lavagens com 10 puL. TFA 0,1% (v/v). Os peptideos foram eluidos em 20 pL de
TFA 0,1% (v/v) em 70% (v/v) de acetonitrila. Ao final, as amostras foram submetidas ao
concentrador a vacuo e ressuspensas em 20 pL de acido formico a 1%. A concentracdo
dos peptideos purificados foi observada por leitura de 2 pL de amostra em absorvancia a
280 nm (NanoDrop 2000, Thermo Scientific). Todas as amostras foram normalizadas
para aproximadamente 0,250 pg/uL e armazenadas a -20 °C para posterior analise por
nanocromatografia liquida acoplada ao espectrémetro de massas (NLC-MS/MS) (Figura
42A,BeC).

4.6. Nanocromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (nLC—
MS/MS)

De modo geral, o fluxo de analise NLC-MS/MS compreende 0s passos descritos a

seguir e representado na Figura 4.2 (87,107,108).

i.  Nanocromatografia: os peptideos, em solugdo &cida (protonados), sdo
bombeados através de uma coluna capilar de fase reversa, com o auxilio
de um cromatografo (Etapa D, Figura 4.2). Nesta cromatografia, os
peptideos sdo separados de acordo com sua hidrofobicidade. A coluna tem
extremidade distal afilada que é 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 que os peptideos atingem a entrada do espectrémetro

em fase gasosa, método de ionizagdo conhecido como Eletrospray.
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As determinacOes da razdo massa sobre carga dos analitos, acontecem no
analisador de massas tipo Orbitrap (etapa D figura 4.2). Este analisador
consiste em um eletrodo externo bipartido que envolve um eletrodo interno
fusiforme. A atracéo eletrostatica e a geometria do analisador mantém os
fons aprisionados em um movimento orbital em torno do eletrodo interno.
A frequéncia da oscilacdo 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.(109,110).

Numa primeira varredura, determina-se o valor e a intensidade da razdo
massa/carga dos ions peptideos integros em espectros MS1. No modo de
operagao “Analise Dependente do Dado” os ions mais abundantes de cada
varredura sdo selecionados e fragmentados em uma camara de colisdo (do
tipo HCD = higher-energy collision dissociation) com moléculas de um
gas inerte

Os ions-fragmentos resultantes também sdo analisados no Orbitrap que,
nesta segunda varredura, ird determinar o valor e intensidade da raz&o
massa/carga destes fragmentos gerando espectros MS2.

Os dados gerados (espectros MS1 e MS2) sdo usados para analises
computacionais para identificacdo dos peptideos e inferéncia das proteinas
(Etapa E, figura 4.2).
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A - VEs isoladas B - Obtencao das proteinas C - Obtengdo de peptideos

E - Interpretagao dos dados

neXtprot il

Figura 4.2 - Fluxo de trabalho da abordagem proteémica shotgun. A partir do volume coletado e
enriquecido com VEs, obtido nas fracbes de 6 a 11 da SEC, as VEs sdo lisadas com auxilio de
agente surfactante, e as proteinas obtidas passam pelo processo de digestdo para obtengdo de
peptideos tripticos. Apbs preparo dos peptideos, as amostras sdo inseridas no sistema de
nanocromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. Os peptideos que eluem da
cromatografia sdo ionizados e passam ao estado gasoso por tecnologia de Eletrospray. No
espectrometro de massas, 0s peptideos sdo analisados e a razdo massa sobre carga é determinada,
tanto para os ions peptideos integros, como os ions fragmentos. Os espectros de massas resultantes
das andlises séo utilizados por ferramentas de bioinformaética, para identificacdo dos peptideos e

remontagem das proteinas.

Para execucao da nLC—MS/MS, os peptideos (cerca de 1 pg por amostra) foram
separados com o auxilio do cromatéografo Dionex UHPLC™ e analisados no
espectrometro de massas Q Exactive HF-X (Thermo Scientific). Cada amostra foi
analisada em triplicatas técnicas. A cromatografia foi realizada no total de 190 minutos,
onde os peptideos foram carregados em FA 0,1% (v/v) e ACN 2% (eluente A) em uma
coluna capilar de 38,5 cm de comprimento e 75 um de didmetro interno (PicoFritTM Self-
Pack), e ponta de 10 um (New Objective), empacotada com silica de 1,9 um ReproSil-
Pur 120 C18-AQ (MAISCH/Alemanha). Os peptideos separados foram eluidos sob
gradiente de FA 0,1% (v/v) em 2 a 40% de ACN (eluente B) por 152 minutos, seguido de
40 a 80% em 2 minutos e a lavagem a 80% em 2 minutos.
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Os espectros de massas dos ions precursores (full scan MS1), foram adquiridos no
analisador do tipo Orbitrap, com resolucdo de 60.000 em uma janela (Scan range) de 350
a 1.400 m/z. Seguindo a abordagem de analise dependente de dado (Data Dependent
Analysis - DDA), os 20 ions precursores mais intensos de cada scan MS1 foram
sequencialmente selecionados com uma janela de isolamento de 1,3 m/z para
fragmentacéo por dissociagédo induzida por colisdo (HCD). A obtencdo dos espectros dos
ions fragmentos (MS2), foi realizada no mesmo analisador Orbitrap, com resolucao de
15.000. O tempo de permanéncia de um ion na lista de exclusdo (exclusdo dinamica) foi
de 30 segundos. Os espectros gerados (dados brutos) foram obtidos utilizando o programa
Xcalibur (versao 4.2.47).

4.7. Analise Computacional | — Identificacdo, Quantificacdo E Classificacdo
Molecular Do Proteoma Das VEs.

4.7.1. ldentificacdo dos peptideos e inferéncia das proteinas.

A identificacdo dos peptideos foi realizada através método de combinacdo de
espectros de peptideo (PSM do inglés: Peptide Spectrum Matching). Resumidamente,
essa estratégia consiste na comparacdo in silico dos espectros MS2 obtidos
experimentalmente (dados brutos) com espectros projetados de sequéncias presentes em
banco de dados. Esse processo foi realizado utilizando o algoritmo Comet, dentro do
ambiente computacional PatternLab For Proteomics versdao 4.0. As buscas foram
realizadas contra o banco de dados Nextprot contendo 42.135 sequéncias de proteinas,
(http://www.nextprot.org/), incluindo 137 contaminantes comuns (e.g., tripsina,
queratina), além de sequéncias proteicas invertidas, formando um banco reverso
(estratégia target-decoy) (111,112).

Para as buscas, foram determinados os seguintes pardmetros: consideracdo de
peptideos tripticos e semi-tripticos com até 2 sitios de clivagem perdidos; massas entre
500 e 5.000 Da; modificagdes carbamidometilagdo (Cys) fixa e oxidacdo da metionina
(Met) variavel; tolerancia inicial de 40 ppm para ions precursores. Os demais parametros
seguem as orientacdes de valores do Comet para dados adquiridos em analisadores de alta

resolucéo.
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A etapa de filtragem dos PSMs foi realizada no médulo Search Engine Processor
(SEPro) do PatterLab. Os valores das meétricas de identificacdo XCorr, DeltaCN,
DeltaMass, Z-score, numero de picos correspondentes e valores de classificacdo
secundaria, foram usados para gerar um descriminador bayesiano, e uma pontuagdo de
corte foi estabelecida para aceitar uma taxa de descoberta falsa (FDR) menor que 1% com
base no numero de identificacdes decoy (identificacOes feitas com base nas sequéncias
invertidas). Foi necessario um comprimento minimo de sequéncia de seis residuos de
aminoacido por peptideo. Para a lista final de proteinas, aplicou-se o conceito da méxima
parcimdnia e somente as proteinas que possuiam ao menos 1 peptideo Unico foram

consideradas para as analises seguintes.

4.7.3. Quantificacdo label-free por Spectral Counting — Distribuicdo Das
Proteinas E Diferenca De Abundéancia Entre Os Grupos De Anélise.

Para avaliar a abundéancia diferencial das proteinas entre os grupos biolégicos, foi
adotada uma estratégia rapida, reprodutivel e precisa, que ndo requer marcagdo prévia das
amostras (livre de marcacdo, do inglés Label-free), que compreende na simples correlacéo
do nimero de espectros de massas dos ions fragmentos obtidos (MS2) associados a uma
determinada proteina, inferindo sua abundancia relativa na amostra (Contagem de

espectros, do inglés Spectral Counting)(113).

Para esta analise, os arquivos .SEpro referentes a cada amostra foram organizados
em diretérios de acordo com os grupos bioldgicos e carregados no médulo Project
Organization do PatternLab. A comparacao entre 0s grupos bioldgicos para determinacao
das proteinas diferencialmente reguladas foi feita em duas etapas: “pacientes” VS
“controles” e “choque” vs “sepse”. As condi¢des para associacao dos espectros de massas
as proteinas foram: Quantificacdo de proteinas e Contagem de espectros de peptideos

Unicos.

O arquivo matriz correspondente a abundancia das proteinas em todas as amostras
(.plp) foi utilizado para gerar um diagrama de Venn, considerando-se a distribuicdo das
proteinas presentes em ao menos 2 amostras por condi¢do bioldgica. Por definicdo, o
diagrama exp@e as proteinas que estdo presentes em apenas uma condigdo bioldgica
(consideradas exclusivas) e as proteinas compartilhadas em mais de uma condigdo

bioldgica (grupo de intercessdo). Apesar de ndo ser possivel calcular a significancia
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estatistica destas proteinas exclusivas, elas foram consideradas nas etapas seguintes e

adicionadas as listas de proteinas diferencialmente abundantes.

Os valores de quantificacdo das proteinas do grupo de intercessdo sdo utilizados
para o calcular a razdo (log 2) entre as abundéncias (fold chage), determinando a diferenca
de expressao; e a significancia estatistica, através do g-valor (valor p do teste t em -log 2)
destas diferencas. O resultado é visualizado no médulo TFold, em um gréfico do tipo

volcano plot. A lista final de proteinas diferencialmente abundantes é montada conforme

a Figura 4.3.
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Figura 4.3 — Montagem da lista de proteinas diferencialmente abundantes. A lista é composta
pelas proteinas consideradas estatisticamente mais abundantes em uma condicdo bioldgica pela
andlise de TFold + proteinas exclusivas pela distribuicdo no diagrama de Venn, nesta mesma
condicdo bioldgica. Estas listas sdo posteriormente utilizadas em ferramentas de anélise de

enriquecimento de vias bioquimicas e de redes de interagdo proteina-proteina (P.P.1).

4.8. Anéalise Computacional Il — Inferéncia Sobre Mecanismos Bioldgicos.

As listas de todas as proteinas com os identificadores referentes ao banco de dados
Nextprot foram convertidos em seus respectivos Gene Names pela ferramenta Retrieve/ID
mapping do UniProt (114). As listas foram adicionadas ao programa FunRich para
classificagdo nos termos de componentes celulares. Essa ferramenta utiliza os bancos de
dados Gene Ontology (geneontology.org), HPRD 2 (hprd.org), Entrez Gene 3

(www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) e UniProt (uniprot.org) para determinar as anotagdes
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quanto a processos bioldgicos, componentes celulares e fungdes moleculares de acordo
com o proteoma de referéncia selecionado (115). Adicionalmente, a mesma lista foi
submetida ao banco de dados Vesiclepedia (116) para avaliagdo do proteoma
conhecidamente associado a VEs.

Utilizamos a base de dados do Reactome DB (reactome.org) (117) e a ferramenta
NetworkAnalyst  (networkanalyst.ca/NetworkAnalyst) (118) para analise de
enriquecimento de vias. Para analises de interacdo entre proteinas (PPI), utilizamos o
programa Cytoscape (119) com os aplicativos de previsdo PPl STRING Interactome
(120). O grau de perturbacdo molecular (https://mdp.sysbio.tools/) (121) das amostras
foi calculado utilizando a matriz os dados quantitativos correspondentes a abundancia das
proteinas em todas as amostras.. Os heat maps foram criados utilizando a ferramenta
Heatmapper (http://www.heatmapper.ca) com os valores normalizados pelo z-score

atraves da formula: abundancia — valor médio/ desvio padréo da abundéncia (122).
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5. Resultados



5.1. Caracteristicas da Coorte

A gravidade dos pacientes, estabelecida através do escore clinico SOFA,
apresentou as médias de pontuacdo no escore para 0 grupo sepse de 2,7 (D.P. 4,05) e
choque séptico de 7,2 (D.P. 1,09) no primeiro dia de internacdo. Os sitios de infeccao dos
pacientes foram: pulmonar (4 pacientes com sepse e 4 pacientes com choque); trato
urinério (4 pacientes com sepse e 2 com choque), sanguineo (1 paciente com choque) e
outros (1 paciente sepse e 2 com choque). Nos grupos de sepse e choque séptico, a idade
média foi de 48,5 (£ 9) e 52,5 (£ 10,5) anos, respectivamente, enquanto a média grupo
controle foi de 48,4 (x 8) anos (Tabela 5.1). Ndo houve diferenca estatisticamente

significativa em relacdo as idades dos pacientes e controles.

Tabela 5.1 — Relacdo dos pacientes e controles com suas respectivas caracteristicas, sitios de

infeccdo, gravidade e desfecho. D.P.- Desvio Padré&o.

Sepse Choque Controle N=9
N=9 N=9
Idade 48,5 (£ 9) 52,5 (+ 10.5) 48,4 (+ 8)
Sexo (Masculino/Feminino) 4/5 4/5 4/5
Sitios de Infec¢éo:

Pulmonar 4 4 -
Trato urinario 4 2 -
Sanguineo - 1 -
Outros 1 2 -
SOFA 12 coleta (D.P.) 2,7 (4,05) 7,2 (1,09) -
Desfecho (alta/6bito) 9/0 8/1 -

5.1.1 Desempenho das Técnicas de Isolamento das VEs do Plasma.

O primeiro método testado para isolamento das VESs de plasma foi a centrifugacéo
seriada (CS). Para tal, 1 mL de plasma de 4 doadores saudaveis foram centrifugados em
trés ciclos a 16.000 x g por 2 h 30 min. Apos digestéo triptica de 50 pg de proteinas e
purificacdo dos peptideos em microcolunas de fase reversa, as amostras foram analisadas
por nanocromatografia liquida, acoplada ao espectrdometro de massas de alta resolugdo
(Easy nLC Il - LTQ-Orbitrap XL, Thermo Scientific). Utilizando o programa PatternLab
4.0, foi possivel identificar peptideos, com alto grau de confianca (FDR < 1), e inferir o
nimero de proteinas pelo principio da maxima parciménia (Tabela 5.2). Em cada uma

das 4 amostras dos doadores saudaveis, somamos todos 0s PSM (espectros associados as
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proteinas inferidas) referentes a identificacdo de albumina e observamos

aproximadamente 25% do total de PSMs refere-se a esta proteina plasmatica.

Tabela 5.2 - Resultados da andlise protedmica de VEs isoladas por CS em testes prévios.

CS
MSpecs (PSM) 68.066
Peptideos 6.323
Proteinas (méax. parcimonia). 621
MSpecs-Albumina 17.053

Albumina é a proteina mais abundante do plasma (123) e a identificacdo desta
proteina em um quarto de todos os espectros identificados, poderia suprimir a
identificacdo de proteinas diretamente relacionadas as VEs, foco deste estudo. Assim, a
SEC foi testada como método alternativo para isolamento das VEs. Segundo Bding e
colaboradores, as VEs sao separadas das proteinas plasmaticas principalmente entre as
fracOes 9 a 12, dentre 26 fragdes sequenciais de 0,5 mL cada (124). Para proceder um
teste acerca desse método de isolamento para fins de analise protedmica de VEs, 1 mL de
plasma foi submetido a separacdo das VEs por SEC, em coluna de 10 mL montada no
laboratdrio. Para determinar em quais fracdes as VES estavam sendo eluidas, as fracbes
de 1 a 16 foram submetidas a analise por citometria de fluxo, utilizando como marcador
a Anexina V+ (curva azul na figura 5.1). A anexina V ¢ utilizada para marcar

especificamente a fosfatidilserina exposta na superficie das VEs.
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Figura 5.1 - Perfil de eluigdo de 1,0 mL de plasma humano de doador saudavel em coluna PD10
(GE Healthcare) empacotada com resina CL-2B (Sigma Aldrich). A eluicdo aconteceu ao longo
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de 35 fragdes com aproximadamente 500 pL cada. A curva vermelha representa a leitura da
absorbéncia a 280 nm (eixo y direito) referente a proteinas do plasma, de 2 pL de cada fracdo. A
curva azul representa a concentracgao de VESs detectadas através da marcagdo de Anexina V+ (eixo
y esquerdo) por citometria de fluxo.

A figura 5.1 demonstra que as VES comecgam a eluir a partir da fracéo 6, com pico
entre as fracbes 10 e 11, enquanto as proteinas plasmaticas sdo eluidas a partir da fragéo
10, corroborando com dados previamente publicados (124). Adicionalmente, para avaliar
a reprodutibilidade da SEC, a cromatografia foi repetida com uma coluna previamente
utilizada e em colunas novas, montadas da mesma maneira, com amostras de plasma de
doadores diferentes (Figura 5.2). Curiosamente, o perfil de eluicdo das proteinas foi
reprodutivel quando as colunas sdo usadas pela primeira vez. Entretanto, observamos que
o perfil de eluicdo da cromatografia apresenta um deslocamento, quando a coluna é
utilizada uma segunda vez, possivelmente deslocando também a eluicdo de VEs. Este
perfil ndo muda a partir da terceira corrida cromatografica, permanecendo deslocado
(Dado ndo mostrado). Dessa maneira, decidimos montar uma coluna nova para cada
amostra a ser analisada. Isto ndo so6 evitou o deslocamento do perfil inicial de eluicéo,

mas também uma possivel contaminacgéo cruzada entre amostras.

—— Doador 1 (1a corrida)

20- Doador 1 (2a corrida)

-e— Doador 2 (1la corrida)

—-e- Doador 2 (2a corrida)

Abs 280nm
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<
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Figura 5.2 — Perfil de eluicdo de 1,0 mL de plasma de doadores sauddveis em coluna PD10
reutilizada (segunda corrida) ou em coluna nova (22 corrida). A curva vermelha e curva azul
marinho, representam as primeiras corridas e demonstram um perfil semelhante ao observado nos
testes anteriores. A curva rosa e a curva azul representam as segundas corridas em colunas ja

utilizadas, ambas deslocando o perfil de eluicdo das proteinas plasmaticas.
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Para determinar a proporcdo de proteinas plasmaticas, especialmente albumina,
contidas em cada fracdo, as fracbes de 1 a 14 foram submetidas a analise por
espectrometria de massas. As fracbes 1 a 5 foram unidas em um pool devido a baixa
concentragdo proteica, e analisadas juntas, enquanto as demais fragdes foram analisadas
individualmente. A Tabela 5.3 demostra os dados de identificacdo por espectrometria de
massas. Observamos que o humero de espectros relacionados a identificacdo de albumina
aumenta em cerca de 3 vezes da fracdo 11 para a fracdo 12 (11 = 443 espectros; 12 = 1597
espectros). De maneira complementar, foi observado que 0s espectros associados a
apolipoproteinas também possuem uma contribuicdo importante nas identificacdes,
chegando a obter 24% dos espectros obtidos entre as fracGes de 8 a 10, e do total de
espectros associados a apolipoproteinas, a ApoB100, principal contituinte da LDL, é
proteina com maior contribuicdo nas identificacBes, seguido pela ApoA-lI e A-lI,
constituintes comuns da lipoproteina de alta densidade (HDL do inglés: High Density

Lipoprotein).

Tabela 5.3 — NUmeros absolutos dos dados da analise protebmica das fracdes da SEC.
Relacdo de espectros de massas (MSpec), peptideos, proteinas totais e com base no
conceito de maxima parciménia, espectros referentes a albumina e apolipoproteinas,

obtidos apos as analises por MS (FDR combinado inferior a 1%).

Fracbes 1.5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

MSpec  1.252 1585 4.637 5.826 7.978 6.001 9.314 10.019 10.053 16.804
Peptideos 531 536 1345 1776 2069 1754 2254 2496 2457 2749
Proteinas 224 228 287 306 321 285 292 305 324 369
Proteinas
(MaxPars)
MSpecs

88 85 125 118 135 141 167 175 198 198

63 565 698 503 168 278 443 1597 1.777 5.672
Albumina

MSpecs
Apolip. 4 56 644 1440 1.870 1.469 1.432 1344 1162 1.735
(Total)
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MSpecs
ApoB-100
Mspecs
ApoA-l e 2 20 68 111 144 133 160 173 199 360
A-ll

= 33 431 969 1323 1086 1.019 944 769 1.069
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Figura 5.3 - Namero de espectros referentes a albumina (preto) e apolipoproteinas (laranja). A
fracdo 11 corresponde a 443 espectros referentes a albumina enquanto nas fragfes 12, 13 e 14 este
namero corresponde a 1597, 1777 e 5672, respectivamente. Os espectros referentes a

apolipoproteinas esta presente de forma regular entre as fracdes de 7 a 14.

As apolipoproteinas sdo proteinas constituintes estruturais e funcionais das
lipoproteinas, estruturas carreadoras de lipideos no organismo (125). Mais
especificamente, a proteina ApoB100, que obteve o maior numero de espectros
associados nos testes anteriores, € o principal constituinte proteico da lipoproteina LDL
(126). Sabe-se que o tamanho e a densidade das lipoproteinas podem se sobrepor ao das
VEs dependendo do método de isolamento escolhido (44). Por essa razdo, antes da
purificacdo das VEs, foi testada a adicdo de uma etapa de separacdo de LDL por

ultracentrifugacdo com gradiente de densidade bifésico.
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Os resultados da anélise proteémica (Tabela 5.4) permitiram comparar 0s métodos
de isolamento, quanto aos numeros absolutos de identificacdo de espectros (PSMs),
peptideos e proteinas, e a distribuicdo de espectros associados a albumina e a
apolipoproteinas. Também foram avaliadas as diferencas no preparo e manipulagdo das
amostras, alem do tempo de processamento. Adicionalmente, comparamos as proteinas
identificadas com o banco de dados de proteinas associadas as VEs (Vesiclepedia). O
proteoma de VEs isoladas pela SEC obteve o melhor desempenho entre os critérios
avaliados. A adi¢do do passo de ultracentrifugacdo com gradiente de densidade biféasico,
apesar de reduzir a identificacdo de espectros associados a apolipoproteinas, permitiu um
aumento da identificacdo de espectros associados a aloumina, além de ndo acrescentar
vantagens quanto ao nimero de identificacfes proteicas, desse modo, a SEC foi escolhida
como 0 método mais apropriado para o isolamento de VEs de plasma, para posterior

analise protedbmica (Figura. 5.4).

Tabela 5.4 - Numero de peptideos identificados e proteinas inferidas na analise
protedmica de VEs isoladas pelos 4 métodos testados.
CS SEC UG+CS UGH+SEC

MSspec (PSM) 144,551 153.038 155.834 129.191
Peptideos 6.070 7.910 6.879 7.673
Proteinas (Méax. parcimdnia) 336 407 369 416
Protema§ com (no mlln_lmo) 1 296 359 331 361
peptideo proteotipico
MSpec Albumina 38.970 30.388 85525  41.632
MSpec Apolipoproteinas 4231 13526 2796  2.740
(Totais)
MSpec ApoA-I e A-11 1.098 1.595 1.456 1.439
MSpec ApoB-100 1.749 9.355 7 104
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A) CS

Tempo: 9h
Peptideos: 6070
Proteinas: 336
Albumina 27%
Apolipo. Total: 2,9%
(ApoB-100. 1,21%
ApoA-I e A-11:0,76%)
U Vesiclepedia: 83

B) SEC

Tempo: 40 min.
Peptideos: 7910
Proteinas: 407
Albumina 19,9%
Apolipo. Total: 8,8%
(ApoB-100: 6,11%
ApoA-1 e A-11: 1,04%)
U Vesiclepedia: 102

C) UGHCS

Tempo: 12h
Peptideos: 6878
Proteinas: 369
Albumina 54,9%
Apolipo Total: 1,9%
(ApoB-100: 0,00%

D) UG+SEC

Tempo: 3h 40 min.
Peptideos: 7673
Proteinas: 416
Albumina 32,2%
Apolipo Total: 2,1%
(ApoB-100: 0,08%

ApoA-1 e A-1I: 0,93%) ApoA—{ e A—H.'. 1,11%)
U Vesiclepedia : 86 U Vesiclepedia: 105

Figura 5.4 - Desempenho das metodologias testadas para o isolamento de VEs das amostras
experimentais. De acordo com os critérios: tempo de processamento; identificacdo de peptideos
e proteinas; correlagdo com o Vesiclepedia e identificagdo de espectros de proteinas interferentes.

CS — Centrifugacéo Seriada; UG — Ultracentrifugacdo com Gradiente de Densidade Bifésico.

5.1.2 Reprodutibilidade das Cromatografias Realizadas nas Amostras dos Grupos de
Analise.

Uma vez determinado o método mais apropriado para isolamento de VEs de
plasma, 400uL de plasma das amostras de pacientes diagnosticados com sepse (n=9),
choque séptico (n=9) e de doadores saudaveis (n=9) foram submetidos a SEC de modo
pareado, processando uma amostra de cada grupo de analise por dia, no intuito de garantir
condicdes semelhantes para cromatografia. O perfil de eluicdo das proteinas do plasma,
representado na Figura 5.4, mostrou reprodutibilidade semelhante ao observado nos
experimentos de padronizacdo, onde as proteinas comecam a eluir significativamente na
fracdo 11, sinalizada na figura pelos tracos em vermelho ao longo das imagens 5.4A a
5.4G. Adicionalmente, observamos que em dois grupos de amostras pareadas, houve um
desvio na eluicdo das proteinas plasmaticas (Figura 5.4 H e 1), e este desvio pode ter
ocorrido também na eluicdo das VEs. Entretanto, para as amostras desta coorte, ndo foi
possivel analisar individualmente as fracbes para deteccdo de VEs especificamente.
Portanto, as amostras pertencentes a esses grupos nao foram analisadas por

espectrometria de massas.
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Figura 5.5 — Perfil cromatogréafico de 0,4 mL de plasma submetidos a SEC. Cada fracdo possui
aproximadamente 0,5 mL coletada manualmente. Entre os grupos de A — G, os perfis foram
considerados reprodutiveis de acordo com o padrdo observado nos testes. Os grupos H e |
apresentam perfil deslocado, sendo excluidas das analises seguintes temporariamente. Eixo y:

absorvancia a 280 nm, valor minimo 0,0 e valor méximo 6,4. Eixo x: Fragfes da SEC de 1 a 35.

5.1.3 Quantidade e Tamanho das Particulas Analisadas Entre as Amostras dos Grupos
de Analise.

Em sequéncia, do pool de fracbes 6 a 11, foram utilizados cerca de 200l para
quantificacdo e determinacao de tamanhos das VEs por NTA. A Figura 5.6 representa a
concentracdo de VEs por amostra. A média de particulas quantificadas, entre todas as

amostras, foi de 5,21x10%mL (D.P. 2,61 x10°), desse modo é possivel observar que as

71



amostras Choque 7; Sepse 2, Sepse 3, Sepse 6 e Controle 3, apresentaram concentragdes
que ultrapassam a faixa de valores dentro da média +/- um desvio padrao.

Média: 5.21x10°

1.4x1010 3
D.P. 2.61x10

1.2x10104
1x1010_
8x10°-

_

£ 6x1091 | m B 1 T T

8 4x10°

>

& .
£ 2x10°
T

@Q@@@ﬁ@@&&&fﬁ@y&§yy§§
00‘ 00‘ 00‘ 00‘ 00‘ 00‘ OQ%Q,Q%Q,Q%Q,Q%Q,Q%Q,Q%Q,Q%Q,Q (\\S (\\S Q’é Q’é Qé Qé (’\(S
O‘(\ O‘(\ c}\ c}\ O‘Q\ O‘(\ O‘(\ 00 00 00 00 00 00 00

Figura 5.6 - Valores das médias de concentracfes de VEs/mL com desvio padrdo, das triplicatas
técnicas, entre as amostras analisadas. A média total das particulas quantificadas foi de
5,21x10°%/mL com desvio padrdo de 2,61x10°.

A seguir, avaliamos o tamanho das particulas detectadas por NTA em cada
amostra. Os resultados das amostras separadas por grupos controle, sepse e choque
séptico estdo representados na figura Figuras 5.7 A; B e C respectivamente. Foi possivel
observar que apesar da heterogeneidade entre as concentragdes das amostras de um
mesmo grupo de analise, as principais faixas de tamanho permanecem entre 50 e 150 nm
nos trés grupos. Em média, 87% das particulas de todas as amostras possuem tamanho

inferior a 150 nm.

72



Concentration (particles / ml)

Concentration (particles / ml)

A) CONTROLES

-
~
]

o
L]
'

o
-
L

04

02 <

73




C) CHOQUE

Concentration (particles / ml)

Figura 5.7 — Distribuicao das faixas de tamanho das particulas quantificadas entre as amostras dos

grupos de andlise A) Controle, B) Sepse e C) Choque. Eixo y: Concentragdo (particulas/mL). Eixo

x: Tamanho (nandmetro de didmetro).

As diferencas de concentracdo das particulas entre os grupos de andlise nédo

possuem significancia estatistica, apesar das amostras do grupo choque possuirem a
média mais elevada (6,41x10%mL D.P. 3,25x10°% seguido pelo grupo sepse
(4,88x10%mL D.P. 2,60x10°) e controle (4,33x10%mL D.P. 1,62x10°) respectivamente

(Figura 5.8). O grupo sepse possui 3 amostras com valores fora da faixa entre a média +/-

desvio padrdo, enquanto 0s outros grupos biolégicos possuem uma amostra fora da faixa.

As amostras de valores mais discrepantes foram Choque 7 com a maior concentragao

(12,9x10%mL) e Controle 3 com a menor concentracdo (1,61x10%mL).
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Média= 5.2 x 10°
A D.P.=2.6x 10°

1.4x1010+
1.2x10104
1x101°4 N
8x10°

6x10°

Particulas / mL

4x10°4

2x10°

1 I 1
Controle Sepse Choque

Figura 5.8 - Valores de individuais de VEs/mL entre os grupos Controle, Sepse e Choque. Nao

houve significancia estatistica entre os grupos de anélise (P valor < 0.05).
5.1.4 Concentracdo de Proteinas Recuperadas Apds a Lise das VEs.

Para cada amostra, foram utilizados 1,5 mL do pool das fracdes enriquecidas de
VEs, para lise e extracdo de proteinas. Para tal, as amostras foram submetidas no
concentrador a vacuo (Speed Vac® Plus SC210A, Savant), e ressuspensas em 50 uL de
RapiGest 0,1% em 50 mM NH4HCO3. A quantificacdo foi estimada pela leitura de 2 pL
em absorvancia a 280nm. Dada a intencdo da andlise quantitativa diferencial por
espectrometria de massas entre as amostras, apos a tripsinizacdo de 30 ug de proteinas de
cada amostra, a concentracdo de peptideos também foi estimada conforme descrito na
Tabela 5.5. As concentracdes foram normalizadas a fim de obter a quantidade de material

ideal para andlise de 1 ug por corrida no LC-MS/MS.
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Tabela 5.5 — Concentracdes proteicas obtidas apds a lise e tripsinizacdo VESs.

Proteinas (ug/ul)  Peptideos (ug/ul)

Controle 1 1.856 0.707
Controle 2 1.085 0.511
Controle 3 0.699 0.581
Controle 4 1517 0.563
Controle 5 0.608 0.330
Controle 6 0.827 0.360
Controle 7 0.751 0.390
Sepse 1 1.642 0.724
Sepse 2 0.299 0.340
Sepse 3 0.170 0.300
Sepse 4 0.166 0.170
Sepse 5 1.778 0.463
Sepse 6 1.380 0.819
Sepse 7 1.066 0.602
Choque 1 0.596 0.425
Choque 2 0.973 0.502
Choque 3 0.792 0.563
Choque 4 0.497 0.431
Choque 5 0.117 0.163
Choque 6 0.905 0.591
Choque 7 1.365 0.799

Avaliando a relacdo entre a concentracdo de VES e de proteinas recuperadas ap6s
a lise das VEs, ndo foi possivel observar uma clara associagdo direta, entre a concentracao
de particulas e proteinas, visto que, amostras com praticamente a mesma concentracdo de
particulas apresentam concentragdo de proteinas distintas (Figura 5.9). Interessantemente,
algumas amostras especialmente do grupo choque, se destacam pela concentracdo de
proteinas inferior, comparado a amostras com semelhante ou maior quantidade de

particulas nos outros grupos de analise.
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Figura 5.9 - Comparacéo da quantidade de VEs/L e a concentracao proteica obtida em pg/pl por
amostra entre os grupos de analise A) Controle, B) Sepse e C) Choque. Graficos em mesma escala
de Proteinas/pL (eixo y esquerdo) de 0 a 2 pg/pL e Particulas/uL (eixo y direito) de 0 a 1.5x10%%.

5.2. IdentificacOes a Nivel de Espectros, Peptideos e Proteinas.

As analises foram realizadas utilizando plataforma composta por
nanocromatografia liquida de fase reversa e ionizagdo por Eletrospray acoplada ao
espectrometro de massas de alta resolucdo Q Exactive HF-X. A aquisicdo de cada
amostras foi obtida em triplicatas técnicas, atraves de uma estratégia dependente de dados
constituida por ciclos sucessivos onde os 20 ions precursores mais intensos, sao
selecionados para fragmentacdo seguida de nova aquisicdo. Apds a aquisicdo dos
espectros de massas, os dados brutos foram avaliados com auxilio da ferramenta Mass
Spectra File Browser do PatternLab 4.0. A Figura 5.10 apresenta as médias das correntes
ibnicas totais (TICs) e a correlacdo com o nimero de peptideos identificados em cada
amostra. De modo geral, as amostras apresentaram um carregamento homogéneo e 0
desvio padrio foi 4,10x10%, para os TICs e 1.811 para o nimero de peptideos

identificados.
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Média TIC = 1.80e+13
Desvio Padréo = 4.10e+12
Coeficiente Variacéo = 22.78%

Média Pep. Totais = 5.392
- TIC Desvio Padréo = 1.811
Coeficiente Variagdo = 33%

Peptideos Totais
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Figura 5.10 — Representacdo das correntes ionicas totais (Total lon Current - TIC) e nimero

absoluto de peptideos identificados por amostra.

5.2.1. IdentificacOes das proteinas no ambiente computacional PatternLab for Proteomics
4.0.

A busca e as identificacBes foram realizadas com o programa Comet dentro do
ambiente computacional do PatternLab. Cada amostra possui 2 arquivos de identificagdo
(duplicatas técnicas .sqt) que foram concatenados e filtrados pelo médulo SePro com alto
grau de confianca: FDR <1 a nivel de espectros, peptideos e proteinas. Utilizando a
ferramenta SePro Fusion, por condicdo bioldgica, foi possivel identificar 7.989, 12.760 e
15.884 peptideos nos grupos controle, sepse e choque, respectivamente. Em relacdo ao
nimero de proteinas identificadas, observamos, utilizando o principio da méaxima
parcimdnia, 417, 640 e 919 identificacbes nos grupos controle, sepse e choque,
respectivamente. Se considerarmos somente as proteinas identificadas com ao menos um
peptideo unico (proteotipico), reportamos 384, 570 e 792 proteinas nos grupos controle,
sepse e choque, respectivamente (Tabela 5.6). Com base nesses dados, optamos por
prosseguir utilizando as listas de proteinas identificadas com ao menos um peptideo
unico, visando a maior confiabilidade sobre a presenca destas proteinas para as analises

seguintes. A distribuicdo de todas as proteinas identificadas entre os grupos de analise

78

sre10 soapndad



demonstrou 281 proteinas em comum, sendo 30, 43 e 278 proteinas identificadas

exclusivamente nos grupos controle, sepse e choque, respectivamente (Figura 5.11).

Tabela 5.6 — NUmeros absolutos de espectros, peptideos, e proteinas, obtidos ap6s as

analises no ambiente computacional PatternLab (FDR combinado inferior a 1%).

N=7 Controle Sepse Choque
PSM 227.095 222.461 298.045
Peptideos Totais 7.989 12.760 15.884
Proteinas Totais 667 1.242 1.712
Proteinas Max. 417 640 919
Parcimonia
Proteinas com (no
minimo) 1 peptideo 384 570 792
proteotipico
Total 903 PTNs
CONTROLE

SEPSE
43

HOQUE

Figura 5.11 — Distribuicdo de todas as proteinas identificadas com confiabilidade estatistica (FDR

<1) entre os grupos de analise.
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5.2.2. Proteoma Diferencial Identificado Entre os Grupos de Analise

A quantificacdo relativa das proteinas foi obtida utilizando-se uma metodologia
sem marcacdo, baseada na contagem de espectros de MS/MS (SC do inglés: spectral
counting). A distribuicdo das proteinas identificadas e quantificadas entre os grupos de
andlise, foi realizada primeiramente entre pacientes e controles, na condi¢ao da presenca
de uma proteina em pelo menos duas amostras por grupo. Com esses critérios, de um total
de 765 proteinas distribuidas, 397 foram alocadas na intercessao entre os dois grupos, 356
proteinas foram alocadas como exclusivas do grupo pacientes e 12 exclusivas do grupo
controle (Figura 5.12 A). Seguindo os mesmos critérios, na analise entre 0s grupos
clinicos sepse e choque, de um total de 688 proteinas distribuidas, 560 foram alocadas na
intercessdo, 97 proteinas foram alocadas como exclusivas do grupo choque e 31

exclusivas no grupo sepse (Figura 5.12 B).

A estatistica das diferencas de abundancia das proteinas compartilhadas entre os
grupos experimentais foi realizada no modulo Tfold. O numero de proteinas
diferencialmente abundantes nas comparagdes controles vs pacientes foram de 53 e 16
proteinas, respectivamente (Figura 5.13 A). Em sequéncia, 10 e 4 proteinas foram

classificadas como diferencialmente abundantes entre sepse vs choque. (Figura 5.13 B).

A Total Proteins: 765 B Total Proteins 688

Sepse
Pacientes 31

356

397 560

K 97

Controles Choque

Figura 5.12 — Proteinas compartilhadas e exclusivas entre os grupos de analise. A) Comparando
0s grupos de pacientes e controles; B) comparando os grupos sepse e choque. Para uma proteina
ser distribuida no Diagrama de Venn, esta deve estar presente em ao menos duas amostras por

grupo.
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Figura 5.13 - Andlise T-fold para determinagdo das diferencas de abundancia entre as proteinas
compartilhadas por A) amostras de pacientes e controles B) sepse e chogque. Cada ponto representa
uma proteina que é mapeada de acordo com o valor log 2 de fold change e no eixo y e seu -log 2
para o valor p do teste t. As proteinas de ponto azul satisfazem estatisticamente o valor de corte
do fold change estabelecido. As proteinas amarelas também atendem ao limite de alteracdo de
fold change, mas foram indicadas como estatisticamente diferentes. As proteinas do ponto verde
atenderam ao ponto de corte de alteracdo de fold change, mas ndo podem ser anotadas como
estatisticamente diferentes. Os pontos vermelhos ndo satisfizeram a alteracdo da dobra ou os

cortes estatisticos.

Para avaliar a heterogeneidade das amostras nos diferentes grupos bioldgicos
(controle, sepse e choque), o arquivo matriz contendo todas as proteinas identificadas e
quantificadas, foi submetido a andlise do grau de perturbacdo molecular (MDP) que
representa numericamente o grau de alteracdo de um proteoma “teste” em relacdo ao
grupo controle. O proteoma dos pacientes mostrou ser alterado, entretanto, ndo ha
distingdo evidente entre os subgrupos sepse e choque (Figura 5.14), cuja diferenca no
proteoma esta essencialmente concentrada em proteinas exclusivamente identificadas no

grupo choque. Este padrdo pode ser observado no Heatmap, ao analisar o perfil de
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abundancia relativa do proteoma identificado, entre os trés grupos de andlise (Figura

5.15).
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Figura 5.14 — Gréficos do Grau de Perturbagdo Molecular. O algoritmo pontua as amostras com
base em sua perturbacdo quando comparadas as amostras Controles. A dispersao dos valores de
expressao encontrados nas amostras de linha de base é usada para determinar se a expressao de
uma amostra de caso Unico esta dentro ou fora de dois desvios padrdo da média das amostras do
Controle. (A) histograma que representa os valores de cada individuo dos grupos em ordem
crescente; (B) gréafico de pontos com valores individuais e a mediana e intervalo interquartil dos

grupos.

CONTROLE SEPSE CHOQUE

-4 02 4
Row Z-Score

Proteinas

Amostras

Figura 5.15 — Heatmap representativo das proteinas diferencialmente abundantes. Os valores de
abundancia sdo normalizados pelo z-score através da seguinte formula: abundancia — valor

médio/desvio padréo da abundancia.
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Adicionalmente, avaliamos a abundancia global de todas as proteinas
identificadas com pelo menos 1 peptideo Unico, através dos valores de distribuicdo de
espectros normalizado (NSAF). Esta analise é importante para determinar as proteinas de
maior representatividade no proteoma e observar o intervalo dindmico da abundancia

destas proteinas nas amostras (Figura 5.16 A, B e C).
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C) CHOQUE
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Figura 5.16 — Proteinas de maior abundancia relativa no proteoma, segundo o valor de NSAF.
Cadeias de Fibrinogénio (FG), Haptoglobina (HP), Proteina mieloide sérica, (SAALl e SAA2)
Albumina (ALB) e Apolipoproteina Cll e CIlII (APOC2 e APOC3) possuem 0s maiores valores

nos proteomas identificados, com proporcOes diferentes ente os grupos de analise.

Controle: Albumina (ALB) 11%; Haptoglobina (HP) 9%; Cadeia Alfa do
Fibrinogénio (FGA) 6%; Apolipoproteina C-11 (APOC2) 6%; Cadeia Gama e cadeia Beta
do Fibrinogénio (FGG e FGB) ambas com 5%; Apolipoproteina C-I111 (APOC3) 5%;
Constante Kappa e Constante mu da cadeia pesada da imunoglobulina (IGKC e IGHM)
ambas com 5%; Haptoglobina related (HPR) 2%; Constante 2 da cadeia lambda da
imunoglobulina (IGLC2) 2%; Alfa 2 Macroglobulina (A2M) 2%; Apolipoproteinas Al e
(APOA1 e APOE) ambas 1%; Cadeia Alfa da proteina de ligacdo C4b (C4BPA) 1%;
Constante 6 da cadeia lambda da imunoglobulina (IGLC6) 1% e Constante 1 da cadeia
Gama de imunoglobulina (IGHG1) 1%. Aproximadamente 28% do valor de distribuicéo
de espectros restantes, estdo distribuidos entre outras 360 proteinas que compde o

proteoma do grupo Controle.

Sepse: Cadeia Gama do Fibrinogénio (FGG) 14%; Haptoglobina (HP) 13%;
Cadeia Alfa do Fibrinogénio (FGA) 11%; Cadeia Beta do Fibrinogénio (FGB) 7%);
Albumina (ALB) 6%; Proteina amildide sérica A | e A Il (SAALl e SAA2) 3% e 4%
respectivamente; Haptoglobina related (HPR) 3%; Constante Kappa e Constante mu de
cadeia pesada da imunoglobulina (IGKC e IGHM) ambas com 3%; Cadeia Alfa da
proteina de ligacdo C4b (C4BPA) 2%; Apolipoproteina C-Il1 (APO C2) 1%; Constante 2
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da cadeia lambda da imunoglobulina (IGLC2) 1% e Constante 1 da cadeia Gama de
imunoglobulina (IGHG1) 1%. Aproximadamente 28% do valor de distribuicdo de
espectros restantes, estdo distribuidos entre outras 550 proteinas que comp@e o proteoma
do grupo Sepse.

Choque: Cadeia Gama do Fibrinogénio (FGG) 14%; Haptoglobina (HP) 11%;
Cadeia Alfa do Fibrinogénio (FGA) 11%; Proteina amildide sérica A 1 e A 1l (SAAl e
SAA2) 5% e 8%; Cadeia Beta do Fibrinogénio (FGB) 7%; Albumina (ALB) 7%;
Haptoglobina related (HPR) 3%; Constante Kappa e Constante mu de cadeia pesada da
imunoglobulina (IGKC e IGHM) ambas com 2%; Apolipoproteina C-11 (APO C2) 1%;
Constante 1 da cadeia Gama de imunoglobulina (IGHG1) 1%. Aproximadamente 28%
do valor de distribuicdo de espectros restantes, estdo distribuidos entre outras 770

proteinas que compde o proteoma do grupo Choque.

Observamos que, mesmo com isolamento das VEs feito através da SEC, cujo
desempenho foi superior aos demais métodos testados (Figura 5.4), um nimero pequeno
de proteinas tipicas do plasma possui uma representacdo expressiva no proteoma
identificado, compreendendo aproximadamente 70% do valor de normalizacdo da
abundancia de espectros (NSAF).

5.2.3 Componentes Celulares Enriquecidos no Proteoma de VEs.

Esta andlise se refere a classificacdo de todas as proteinas identificadas em cada
grupo biologico em relagdo aos “componentes celulares” descritos no banco de dados do
Gene Ontology, usando o programa FunRich no mddulo de Anélise de enriquecimento.
Devido a necessidade de conversédo dos identificadores proteicos para 0s seus respectivos
correspondentes génicos (gene name), o numero das proteinas identificadas diminuiu,
essencialmente por causa das isoformas e identificadores ndo reconhecidos, de 384 para

229 no grupo controle; 570 para 428 no grupo sepse; e de 792 para 634 no grupo choque.

Ao adicionar as listas de proteinas de cada grupo separadamente, e apos
selecionarmos a funcdo de andlise de termos classificados no Gene Ontology como de
“componentes celulares”, os 10 principais termos enriquecidos com significancia
estatistica (FDR) foram: componentes do nucleo e nucléolo; centrossomo; mitocondriais;
espaco/regido extracelular; citoesqueleto; membrana plasmatica, lisossomo e exossomos.

As diferencas entre os grupos de analise (controle x sepse X choque) sdo mais acentuadas
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no grupo controle, com menor porcentagem de representagdo nos termos de componentes
do nucleo/nucléolo, centrossomo, mitocondriais, membrana plasmatica, lisossomo e
eX0ssomos, possuindo uma representacdo mais elevada no termo de componentes da
regido extracelular e espaco extracelular. De modo geral, os grupos sepse e choque

possuem representatividade semelhante (Figura. 5.17).

I Controle
Nucliol =91 > Sepse
ucléolo 11.61%% oy I Choque
p=1

14.96% p<0001

Centrossomo
14.35% p <0.001

Mitocondria

Espago Extracelular

<0.001

Citoesqueleto 1.62% Ps 0.001
a5 p <0.001
Regido Extracelular 88% p< 14 Bk =)
o p< 0.0(ﬂ
Membrana Plasmatica gLOCH 86’314% <0.001

35.81% ;?< 0.001

. 32.89% p <0.001
Lisossomo 39.90% p <0.001
42.10% p <0.001

Nucleo 2667% p=1 42.76% p=1
4258% p=1

EXOSSOIHO ———————{ - % §

% de genes

Figura 5.17 — Analise de enriquecimento das listas de proteinas dos grupos controle, sepse e
choque, baseados no banco de dados do Gene Ontology usando o programa FunRich. No gréfico,
0 eixo y corresponde aos componentes celulares de maior significancia estatistica e no eixo x a

quantidade proteinas associadas a estes termos, ja convertidas para gene name.

Alternativamente, analisamos as proteinas identificadas nosso estudo com as
proteinas anotadas no banco de dados Vesiclepedia. Este banco possui listas de proteinas
e dados de VEs, identificados em mais de 1.254 estudos independentes. Para nossas
comparac0es, selecionamos do banco somente as entradas provenientes de experimentos
com VEs de plasma humano. Das 13.550 proteinas humanas contidas do banco, 1.485
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proteinas (referentes a 320 experimentos) eram provenientes de trabalhos cuja analise foi

realizada exclusivamente com VEs de plasma.

Quando comparamos todas as proteinas do grupos de analise (controle, sepse e
choque) com as 1.485 proteinas selecionadas do banco Vesiclepedia, observamos que
aproximadamente 70% ou 491 proteinas identificadas no nosso estudo estdo anotadas
neste banco. Logo, 211 proteinas ou aproximadamente 30% séo exclusivas da nossa
analise. Destas, o grupo chogue foi 0 que obteve maior nimero de proteinas exclusivas

(104). 156 proteinas foram identificadas em todas as listas. (Figura.5.18).

Chogue Sepse

104 22

Vesiclepedia Controle

970

16 156 5

Figura 5.18 - Diagrama de Venn das comparacdes entre as proteinas do Vesiclepedia e as
identificadas no proteoma de VEs (divididas entre os grupos biol6gicos controle, sepse e choque).
O banco utilizado é composto por 1.461 proteinas identificadas em experimentos com VES

provenientes do plasma.

Proteinas da imunidade inata, essencialmente as que participam da via do
complemento [C5, C8G, C4BPB, C3, C9, C6, C1RL, SERPING1, C1QB, CLU, C7,C8A,
C4BPA, C8B, MBL2, C1QC, C1QA, CFI, MASP2, C1S, C4A, C4B, CI1R], da
coagulacdo sanguinea [SERPIND1, HRG, VWF, KLKB1, F13A1, KNG1, SERPING1,
FGB, FGA, F2, PLG, GP1BA, FGG, F8, F13B, SERPINC1, F5, PROS1, SERPINA1],
e da adesdo celular [MYH9, VTN, LAMC1, THBS1, VWF, LGALS3BP, TNC,
FERMT3, COL6A3, GP1BA, THBS4, CD9, SVEP1, RELN, CD36, ITGB3], bem como
diversas proteinas componentes dos transportadores de lipideos [LBP, APOC3, APOB,

APOA1, APOE, APOL1, APOA2, APOM, APOF, PLTP, APOC1, APOC2, APOC4]
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séo algumas das principais proteinas da intercesséo entre o banco de dados e os diferentes
grupos de analise. Adicionalmente, as 970 proteinas representadas no Venn como
exclusivas do banco de dados estdo associadas a termos que ndo sdo observados no
proteoma de nenhum grupo de andlise, tais como, proteinas da reacdo oxirredutase,
(exemplo: IDH3A, IFI30, TBXAS1, IDH1, GPX1, ALDH3AL, CYB5R2, MDH1, IDO2,
HADH, HADHA, PDHB, G6PD) componentes celulares como de mitocéndria (exemplo:
SLC25A11, SLC25A3, SLC25A5, SLC25A6, NDUFS3, NDUFA4, NDUFAS5,
NDUFB8, NOA1, NNT, ATP50, ATP5J2, , ATP5C1, ATP5L, ATP5H, ATPSI) e
proteinas envolvidas no processo de interacao virus-hospedeiro (exemplo: CD4, MAPK1,
MSH6, ITGAV, BRD4, PSMB6, PSMB4, RAB6A, LAMP1, CAV1, UCKL1, FDPS,
GYPA, NCKAP1, CD247, SRC, HLA-DRA, AP1IM1, MAVS, VAPB, HTR2A, RAN,
KRT8, WASF2, PSMB3), portanto, diferentes do conteldo esperado para nossas

amostras.

5.3 Vias Representadas Pelo Proteoma Diferencial dos Grupos de Analise.

Para identificar as vias bioquimicas estatisticamente super-representadas (over-
representation analysis) pelas proteinas diferencialmente identificadas nos grupos
controle, sepse e choque, utilizamos a ferramenta NetworkAnalyst 3.0, com a base de
dados do Reactome. Como anteriormente descrito, comparamos 0s grupos bioldgicos da
seguinte forma: controle vs pacientes (Pacientes = sepse + choque); e sepse vs choque.
No item 5.2.2 sdo observados os resultados da analise quantitativa, usados para montagem
das listas para as analises, as seguintes informacdes:
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Tabela 5.7: Resultados da etapa de quantificagcdo do proteoma de VES dentre 0s grupos

de anélise.
A) Total B) C) D) E)
de Exclusivas | Exclusivas | Diferencialmente | Diferencialmente
proteinas abundantes - up | abundantes - down
Controle x 12 365 ] _
_ 765 _ 16 (pacientes up) | 53 (pacientes down)
Pacientes (controles) | (pacientes)
Sepse x
688 31 (sepse) | 97(choque) | 4 (choque up) 10 (choque down)
Choque

5.3.1 Pacientes vs Controles

Para estas analises geramos uma lista para cada grupo, contendo as proteinas

alocadas exclusivamente, somado as proteinas classificadas como diferencialmente

abundantes, (Tabela 5.7: pacientes = listas C+ D; controles = listas B+E). Somadas s&o

381 proteinas para pacientes e 65 dos controles. As vias/termos enriquecidos com maior

significancia estatistica (Figura 5.19) e suas respectivas proteinas relacionadas ao grupo
PACIENTES foram:

Ativacdo, sinalizacdo e agregacdo plaquetaria; ACTN4, ACTN1, ALDOA, APP,

RHOA, CALM1, CD36, CDC42, CFL1, F8, FCER1G, FGA, FGB, FYN, GNAI2,
GNAI3, GNB1, GNB2, LYN, CD31, PFN1, PLEK, CXCL7, PPIA, SRGN, RAC1,
RAC2, RAP1B, SELP, SOD1, SPARC, TGFB1, TLN1, TUBA4A, VCL, WDR1, CAP1,
MMRN1, GNB4, incluindo as proteinas associadas ao complexo GP1b-1X-V [FLNA,
GP1BA, GP1BB, GP5, GP9, VWF e YWHAZ] em conjunto com elementos coagulacéo:

F10, F8 e FO.

Sistema Imune Inato; composto essencialmente por proteinas do processo de

degranulacdo de neutrofilos, ADAM10, ALDOA, ANPEP, ARPC5, BIN2, CAP1,
CAPN1, CD36, CD44, CD53, CD59, CPNES, CTSG, EEF1A1, FCER1G, GSTP1, HLA-
B, HPSE, HSP90AA1, HSP90AB1, HSPA1A, HSPAS8, LYZ, MME, MMP9, MPO,
PECAM1, PKM, PNP, CXCL7, PRSS2, PRSS3, PTPRC, RAB10, RAC1, RAP1B,
RETN, RHOA, STOM, VCP e sistema componentes do sistema complemento: C9,
CD59, CFHRS5, CRP e VTN.

Comunicacdo célula-célula e interacdes entre superficie com a parede vascular;

ACTN4, ACTN1, FLNA, FYN, RACL, ITGA6/ITGB1, JAM-A, VASP, FLNC, ILK,
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RSU1, PARVB, SFTPD, CLDN5, FCER1G, LYN, PECAM1, PPIA, SELP, BSG,
ITGB2, KRAS, SPN. Proteinas envolvidas na organizacéo e na interacao de células com
a matriz extracelular; ACTN1, ADAM10, APP, BSG, CAPN1, CD44, COL18A1,
COL3A1, COL4A2, CTSG, EMILINZ, JAM-A, FBLN2, FBN1, FGA, FGB, HSPG2,
ICAM1, ICAM2, ITGA6/ITGB1, ITGB2, LAMA2, LAMB1, LAMC1, LTBP1, MMP9,
NID1, P4HB, CD31, PPIB, PRSS2, SDC1, SPARC, TGFB1, TNC, VCAM1, VCAN,
VTN, VWF.
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Figura 5.19 - Mapa de enriguecimento de vias das proteinas exclusivas (C na tabela 5.7) e
diferencialmente abundantes (up ou D na tabela 5.7) dos pacientes (sepse + choque). Os termos
organizados em grafos possuem sua representatividade indicada pela cor mais intensa nos termos

de maior valor estatistico (FDR > 0.01).

De maneira complementar e bem menos complexo, as vias/termos enriquecidos
com maior significancia estatistica (Figura. 5.20) e suas respectivas proteinas

relacionadas ao grupo Controle foram:

Sistema complemento (ativacao, via classica e via lectina; regulacdo negativa): C1QC;
C4BPB; CFH; CFP e MASP1.

Coagulacdo e fibrindlise (formacdo: KLKB1, F13B, A2M; dissolugdo: HRG;
SERPINF2). E outros componentes também envolvidos na ativacdo plaquetaria: HRG;
APOAL; ITIH4; CLEC3B; SERPINF2; A2M; ECM1; SERPINA4.

90




Lipoproteinas: APOAL; APOC3; APOA4 e A2M.

. p130Cas linkage to MAPK signaling for integrins
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Degradation of the extracellular matrix

Platelet activation, signaling and aggregation Formation of Fibrin Clot (Clotting Cascade)

Lipoprolein metabolism Dissolution of Fibrin Clot
Hemostasis
HDL-mediated lipid transport
‘ Intrinsic Pathway

Chylomlcronmedlated lipid transport

. Common Pathway

L-p-d digestion, mobilization, and transport
‘ Lectin pathway of complement activation

Diseases ted with visual transduction

Visual phototransduction . i
. Synthesis, Secretion, and Deacylation of Ghrelin
Binding and Uptake of Ligands by Scavenger Receptors ’ Alemative complément activation

‘ Retinoid metabolism and transport

Scavenging of Heme from Plasm
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Innate Immune System
. Regulation of Complement cascade

Figura 5.20 - Mapa de enriquecimento de vias das proteinas exclusivas (B na tabela 5.7) e

Complement cascade Activation of C3 and C5

‘ Classical antibody-mediated complement activation

diferencialmente abundantes (up ou E na tabela 5.7) do grupo Controle. Os termos organizados
em grafos possuem sua representatividade indicada pela cor mais intensa nos termos de maior
valor estatistico (FDR > 0.01).

5.3.2 Sepse vs Choque

Para estas analises geramos uma lista para cada grupo, contendo as proteinas
alocadas exclusivamente, somado as proteinas classificadas como diferencialmente
abundantes, (Tabela 5.7: Sepse = listas B+E e Choque = listas C+D). Somadas sdo 41

proteinas para o grupo sepse e 101 para a lista do grupo choque.

As vias/termos enriquecidos com maior significancia estatistica (Figura 5.21) e
suas respectivas proteinas relacionadas do grupo sepse foram:

Homeostase; CLU, FLNA, SELP, SOD1, SPARC, TUBB4A. De modo mais pontual,
foram observadas proteinas que participam da Organizacdo da Dinamica do
citoesqueleto; CORO1C, TUBB4A, SOD1, ARPC5, FLNA, ACTR3.
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Hemostasis

‘ Platelet activation, signaling and aggregation

Platelet degranulation

k . Amyloids ®

. Fcgamma receptor (FCGR) dependent phagocytosis

Response to elevated platelet cytosolic Ca2+

. Regulation of actin dynamics for phagocytic cup formation

Figura 5.21 - Mapa de enriquecimento de vias das proteinas exclusivas (B na tabela 5.7) e
diferencialmente abundantes (up ou E na tabela 5.7) do grupo Sepse. Os termos organizados em
grafos possuem sua representatividade indicada pela cor mais intensa nos termos de maior valor
estatistico (FDR > 0.01).

As vias/termos enriquecidos com maior significncia estatistica (Figura 5.22) e

suas respectivas proteinas relacionadas do grupo choque foram:

Sistema imune inato: ACTR2, CALML5, CD14, CD44, CD53, CPNE3,
CTSG, DSP, EEF1A1, FLG2, FTL, GDI2, GPI, HSP90AB1, LCN2, MPO,
OLFM4, PNP, PRSS2, PTPRC, RAB7A, RETN, SDCBP e SERPINB1.

Sinalizacdo celular via citocinas e interleucinas: ANXA1, LCP1,
SOD2, CAPZA1, FYN, LCN2, CDC42, LYN, ICAM1, CD44 e IFITMS3.

Interacdes da organizacdo extracelular: BSG, CD44, COL18A1,
COL3A1l, COL4A2, COLBAI1L, F1l1R, HSPG2, ICAM1, LAMA2, PRSS2, ¢
Interacdes Celulares: CD99, CD44, BSG, FYN, F11R, SPN, LYN.
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Figura 5.22- Mapa de enriquecimento de vias das proteinas exclusivas (C na tabela 5.7) e
diferencialmente abundantes (up ou D na tabela 5.7) do grupo Chogue. Os termos organizados
em grafos possuem sua representatividade indicada pela cor mais intensa nos termos de maior
valor estatistico (FDR > 0.01).

5.4 Rede de Interacdo do Proteoma Diferencial Identificado nas VEs de
Pacientes.

A fim de avaliar o grau interacdo e de intermediacdo das proteinas identificadas
nas VEs do grupo de pacientes, foi construida uma rede de interacdo proteina-proteina,
com auxilio do programa NetworkAnalyst. Este programa monta uma rede de interacdes
com base no input (proteoma identificado), adicionando proteinas diretamente
relacionadas, com interacfes validadas em um escore de confidencialidade de 900 (em
uma escala de 0 a 1000) da base de dados do String Interactome. O proteoma diferencial
do grupo pacientes composto por 381 entradas proteicas gerou uma rede de 2.217 nés e
4.666 interacdes. Os maiores Seeds correspondem aos nés com grau de interagdo mais
significativos (Figura. 5.23) sdo esses: UBA52; HSP90OAAL; RAC1; RHOA; CDC42;
FYN; UBC; HSP90AB1; GNAI3; HSPAS; LYN; RAC2; YWHAZ; YWHAE; APP;

YWHAB; H2AFX; EEF1Al; YWHAG. cujas descricbes podem ser resumidamente
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observadas na Tabela 5.8. O proteoma referente aos demais grupos de analise nao
possuem entradas suficientes para compor uma rede com escore de confiabilidade

adequado.
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Figura 5.23 — Rede de interagdo proteina-proteina com as identificacdes relativas ao grupo de
amostras clinas. As interacGes sao feitas pela base de dados do string interactome com escore de
evidencias clinica em 900. Os nds mais relevantes (seeds) sdo destacados por tamanho e

coloragdo mais intensa.

94



Tabela 5.8 — Relagéo dos principais nds (proteinas) da rede de P.P.l. do grupo pacientes,

o valor da interacdo e a descricao resumida das proteinas.

Principais
proteinas da
rede PPI
(Pacientes)

UBA52

Escore

306

Descricéo

Proteina ribossdmica L40
Ubiquitina-60S: Constituinte
estrutural do ribossomo.

Distribuicdo da
proteina no grupo
Pacientes

Em 5 amostras do
grupo Pacientes.

HSP90AA1

238

Proteina Heat shock HSP 90-alpha:
Proteina chaperona; atua na ativacéo
de células imunes. Recentemente foi
observado como alvo do miR-1 no
modelo de lesdo em
isquemia/reperfusao.

Em 7 amostras do
grupo Pacientes.

RAC1

226

GTPase Racl: Transdutor de sinal
que regula varios  processos
relacionados a reacoes
inflamatdrias, como adesao celular,
quimiotaxia, permeabilidade
vascular e reorganizacdo do
citoesqueleto.

Em 10 amostras do
grupo Pacientes.

RhoA

212

Pequena GTPase: Principalmente
associado a organizacdo do
citoesgueleto.

Em 6 amostras do
grupo Pacientes.

CDCA42

190

Homdlogo de proteina de controle
de divisdo celular 42: Pequena
GTPase associada a membrana
plasmatica que circula entre um
estado ligado ao GTP ativo e um
estado ligado ao GDP inativo. No
estado ativo, liga-se a uma variedade
de proteinas efetoras para regular as
respostas celulares.

Em 4 amostras do
grupo Pacientes.

FYN

154

Proteina Tirosina quinase Fyn.
desempenha um papel em muitos
processos  bioldgicos, incluindo
regulacio do crescimento e
sobrevivéncia  celular,  adesdo
celular, sinalizacdo mediada por
integrina, remodelacéo do
citoesqueleto, motilidade celular,
resposta imune

Em 3 amostras do
grupo Pacientes.

HSP90B1

121

Proteina Heat shock HSP 90 betal
(endoplasmina): Em contraste com
outras chaperonas, a endoplasmina é
seletiva, menos de 20 proteinas alvo
parecem exigir a endoplasmina para
dobramento, como o0s receptores
Toll-like e integrinas, sendo assim

Em 7 amostras do
grupo Pacientes.
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associada a uma chaperona
importante na  regulacdo da
imunidade inata e adaptativa.

GNAI3

119

Proteina G (i) de ligacdo ao
nucleotideo da guanina subunidade
alfa-3. As proteinas heterotriméricas
de ligagdo ao nucleotideo guanina
(proteinas G) funcionam como
transdutores a jusante dos receptores
acoplados a proteina G (GPCRs) em
numerosas cascatas de sinalizacéo.

Em 4 amostras do
grupo Pacientes.

HSPAS

103

Proteina Heat shock 71 KkDa:
Envolvida na apresentacdo de
peptideos antigénicos via MHC I
para células T CD4. Acgdo de
ATPase na desmontagem de
vesiculas revestidas de clatrina no
transporte de componentes da
membrana  nas  células; e
desempenha um papel fundamental
na autofagia.

Em 12 amostras do
grupo Pacientes.

LYN

91

Tirosina-proteina quinase Lyn: Da
familia de tirosina  quinases
citoplasmaticas  (Src); transmite
sinais de receptores de superficie e
desempenha um papel importante na
regulacéao de mecanismos
envolvidos na respostas imune como
hematopoiese, respostas a fatores de
crescimento e citocinas, sinalizacdo
de integrina, como também na
respostas a danos ao DNA e agentes
genotdxicos. Funciona  como
regulador negativo, ou ativador,
dependendo do contexto molecular.

Em 4 amostras do
grupo Pacientes.

RAC2

91

GTPase Rac2: Regulador chave na
modulagdo da funcionalidade dos
neutrofilos por ROS e NO, tendo
envolvimento ja reportado na
geracdo de NETSs.

Em 10 amostras do
grupo Pacientes.

YWHAZ

85

14-3-3 proteina zeta: Da familia de
proteinas 14-3-3 que modulam a
transducdo de sinal por meio da
fosforilagdo de motifs serina /
treonina de proteinas-alvo.
Particularmente a YWHAZ atua na
regulacdo da sobrevivéncia celular

Em 14 amostras do
grupo Pacientes.
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interagindo com muitas proteinas
apoptoticas.

YWHAE

72

14-3-3 proteina épsilon:
Recentemente relatado que 14-3-3 ¢
pode coordenar suas interacoes
dindmicas com TAK1l e PPM1B
para modular diferencialmente as
mudancas induzidas por TNF-a na
atividade de NF-kB//
Adicionalmente, foi demonstrado
que a ligacdo de PPAR ao gene 14 -
3-3¢ e subsequente expressao 14-3-3
desencadeou efeitos antiapoptoticos
em células endoteliais humanas.

Em 12 amostras do
grupo Pacientes.

APP

69

Proteina  precursora de beta
amiloide. Implicada em uma série de
funcdes fisioldgicas, inclusive na
regulacdo da formacao das sinapses

Em 2 amostras do
grupo Pacientes.

YWHAB

63

14-3-3 proteina beta: Recentemente
relatado uma possivel influéncia na
gliconeogénese hepética, uma vez
gue aumenta a expressao de PEPCK
e G6Pase por ligacdo ao DNA no
promotor PEPCK.

Em 11 amostras do
grupo Pacientes.

H2AFX

61

Histona H2AX. Variante que
substitui H2A convencional em um
subconjunto de nucleossomos.

Em 4 amostras do
grupo Pacientes.

EEF1Al

60

Fator de alongamento 1-alfa 1.
Promove a ligacdo dependente de
GTP do aminoacil-tRNA ao sitio A
dos ribossomos durante a sintese de
proteinas. Desempenha um papel na
regulacao positiva da transcricéo de
IFNG em células T auxiliares

Em 2 amostras do
grupo Pacientes.

YWHAG

55

Proteina 14-3-3 gama:
Recentemente observada em
autoexpressdo em artérias lesadas e
células de muasculo liso vascular
humano, estimuladas por fator de
crescimento e citocinas.

Em 10 amostras do
grupo Pacientes.

YWHAQ

54

Proteina 14-3-3 teta: Recentemente
foi observado que as ligagdes dessa
isoforma com proteinas do ciclo
celular é aumentada em modelo de
infeccéo.

Em 9 amostras do
grupo Pacientes.

97



5.5 Mapeamento das Proteinas Envolvidas na Ativacdo Plaquetéria e Degranulagdo de

Neutrofilos.

Algumas proteinas associadas a processos de grande interesse para 0 contexto
biol6gico, como ativacdo plaquetéria e degranulacéo de neutréfilos, segundo a anélise de
enriquecimento, foram usadas na construcdo de um heatmap para uma sub-anélise. De
modo geral, estes processos tiveram maior representatividade no proteoma das amostras

de pacientes (Figura 5.24) destacando 0s seguintes grupos:

Glicoproteinas do complexo GP1B-1X-V, que estdo envolvidas na adesdo inicial
de plaquetas a componentes subendoteliais, expostos apds injaria, como o Fator de Von
Wilerbrand, colageno e laminina (127,128). Proteinas de ligacdo a actina identificadas
como Profilina-1, Filamina-A e C, Cofilina e VASP compondo um grupo de moléculas
importantes na regulacdo da dinamica do citoesqueleto, em conjunto com as pequenas
GTPases como RAC1, RAC2, RAP1B e CDC42 (129), sendo a reorganizacdo do
citoesqueleto um processo fundamental para as alteragdes morfolégicas de plaquetas,
decorrente das ligacbes com componentes subendoteliais, por exemplo (130). Proteinas
associadas a ativacdo e degranulacdo de neutrofilos como Olfactomedin 4,
Mieloperoxidase, Catepsina G e Lisozima C, que interessantemente estdo presentes de
forma mais acentuada em amostras do grupo choque séptico, sendo fundamentais para
eliminagdo de patégenos. Em contrapartida, a disseminagdo e o aumento dos niveis
intravasculares dessas proteinas, podem induzir aumento da protedlise, lesdo endotelial e
faléncia de oOrgdos (131). Em um ensaio clinico recente com pacientes cirdrgicos,
pesquisadores observaram que um painel de marcadores da degranulacédo de neutrofilos

como um indicador para choque séptico (132).
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Figura 5.24 - Proteinas associadas a ativacdo plaquetaria e degranulagdo de neutrdfilos, entre os

grupos de analise. Os valores de abundancia relativa foram normalizados pelo z-score e dispostos

em um mapa de calor, feito com auxilio da ferramenta Heatmapper. As proteinas destacadas

podem ser observadas nas redes de PPI entre as proteinas do processo de Ativacdo plaquetaria

(rosa) e Degranulacdo de Neutrdfilos (azul). Os nds que representam suas respectivas proteinas

(simbolos génicos) estdo dispostos em layout radial.
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6. Discussao

100



Nesse estudo, o proteoma de VEs isoladas do plasma de pacientes com sepse e
choque séptico, foi avaliado qualitativa e quantitativamente, comparado ao proteoma das
VEs de doadores saudaveis. Ambas as areas de pesquisa, sepse e VEs plasmaticas,
apresentam desafios que podem impactar diretamente nos resultados, como abordado na
revisao de Reaven e colaboradores (59). Nesta revisdo, os autores destacam a diversidade
de métodos de isolamento/enriquecimento de VESs, e as divergéncias entre grupos de

pesquisa quanto a selecdo adequada da coorte para o estudo de VEs.

Os métodos de isolamento de VEs podem variar e dependem essencialmente da
amostra a ser estudada. No caso do plasma, os protocolos mais frequentes séo: isolamento
por ultracentrifugacdo; por centrifugacdo seriada ou diferencial; por esferas de
imunoafinidade, e por cromatografia de exclusdo molecular (133). Alguns trabalhos
comparam estes protocolos de isolamento (134-136) e descrevem que, atualmente todos
0s métodos disponiveis apresentam pros e contras, que devem ser analisados de acordo

com o objetivo principal de cada estudo:

Métodos de centrifugacédo seriada ou ultracentrifugacao, se baseiam na separacao
sequencial de particulas por sedimentagdo, dependente de tamanho e densidade, e usando
forcas centrifugas (usualmente 10.000 e 100.000 x g) em determinado tempo (102,137).
Sédo relativamente simples quanto a disponibilidade de materiais, sendo a centrifuga ou
ultracentrifuga os Unicos equipamentos requeridos. Entretanto, proteinas ndo relacionadas
as VEs e lipoproteinas, tendem a co-precipitar com as VEs (102). Estes métodos também
podem alterar a morfologia das VEs (138), prejudicando analises funcionais ou mesmo
analises de quantificacdo e caracterizacdo de tamanho, que dependem da integridade

destas estruturas.

Esferas de imunoafinidade geralmente sdo usadas para melhorar a especificidade,
como um método complementar ou independente, enriquecendo um subgrupo célula-
dependente de VEs. Sua principal desvantagem €& a dependéncia de
marcadores/anticorpos especificos e o0 custo dos kits de isolamento (136).
Adicionalmente, a remoc¢ao dos marcadores durante o experimento também pode alterar
a morfologia das VEs (139).

A cromatografia de exclusdo molecular tem sido usada para isolamento de VES
por ser um método simples, rapido, que ndo depende de equipamentos complexos e que

preserva a estrutura das VEs (133,140). Entretanto, € descrito que, assim como em
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métodos baseados em sedimentacdo, as VEs sdo co-isoladas com lipoproteinas,

principalmente as de baixa densidade (44).

Independentemente do método de isolamento escolhido, para fins de analise por
espectrometria de massas, a separacdo das VES do plasma deve ser necessariamente
eficiente (141-143). Nesse projeto, o primeiro desafio enfrentado foi a escolha de um
método de isolamento de VEs do plasma, que fosse compativel com a analise protedémica,
pois ndo ha consenso na literatura sobre a eficiéncia dos métodos disponiveis. Tal
necessidade ocorre pela interferéncia de proteinas abundantes do plasma, na anéalise
protebmica das proteinas menos abundantes, contidas nas VEs. A concentracdo de
proteinas no plasma varia em mais de 10 ordens de magnitude (10 a 10! pg/mL) (96),
dificultando a identificacdo das proteinas menos abundantes. Por essa caracteristica do
proteoma do plasma e devido a natureza de analise por espectrometria de massas,
especialmente quando a aquisicdo € dependente do dado (DDA), as proteinas mais

abundantes tendem a ser favorecidas na identificagéo (144).

Tendo estas questfes levantadas, nosso primeiro experimento foi o isolamento de
VEs do plasma por Centrifugagéo Seriada (CS). Em um experimento-piloto, VEs isoladas
por CS em 1 mL de plasma, foram submetidas a analise protedbmica. Nesse resultado, foi
observado que 25% dos espectros associados a identificacdo (PSMs) foram referentes a
albumina (17.053 de 68.066 espectros, Tabela 5.2). Além disso, ApoB100 foi a
apolipoproteina com mais identificacbes (1.641 de 2767 espectros associados a
apolipoproteinas). Somando-se albumina e todas as apolipoproteinas, 29,11% das

identificacOes se referiram a estas moléculas.

Alternativamente, a eficiéncia do isolamento de VESs por SEC também foi testada.
Os resultados demonstraram que, na cromatografia, as VESs séo eluidas entre as fracdes 6
e 14, corroborando com a literatura (Figura 5.1) (124). Adicionalmente, foi observado
que ha uma sobreposicdo entre a eluicdo das VEs e das proteinas plasmaticas,
essencialmente a partir da fracdo 11 (Figura 5.1). Para avaliar quais fracdes estavam
enriquecidas com VEs e continham a menor “contaminagdo” com proteinas plasmaticas,
analisamos por espectrometria de massas, as fracGes de 1 a 5 em conjunto e de 6 a 14
individualmente, onde observamos que 0s espectros referentes a albumina chegam a
triplicar entre a fracdo 11 e a fragdo 12. Adicionalmente, uma quantidade expressiva de
espectros referentes a apolipoproteinas tambem foram observados entre as fracfes de 6 a

11, enriquecidas com VEs (Figura 5.3).
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Com base nesses resultados, foi decidido testar a eficiéncia dos métodos de
isolamento de VEs plasmaticas, por CS ou SEC, para posterior analise protebmica. Para
tal, foram utilizadas 4 amostras de plasma de doadores saudaveis e testamos o
desempenho da CS e da SEC, com e sem a adi¢do de uma etapa de separagao de LDL por
ultracentrifugacdo com gradiente de densidade bifasico (UG) na tentativa de retirar as
lipoproteinas e aumentar as identificacGes de proteinas de VEs por espectrometria de

massas.

Na andlise protedmica das VEs isoladas por esses 4 métodos, foi observado que,
apesar da eficiéncia de UG na redugdo dos espectros referentes a apolipoproteinas
(reducéo de 2,9% para 1,9% por CS e reducéo de 8,8% para 2,1% por SEC) 0s espectros
referentes a albumina aumentaram em ambos os métodos (27% para 54,9% por CS e
19,9% para 32,2% por SEC). Adicionalmente, ao analisar as proteinas identificas com o
banco de dados Vesiclepedia, foi observado que o proteoma de VEs isoladas por SEC,
obteve maior sobreposi¢do com o banco, com ou sem aplicacdo de UG (105 proteinas em
SEC+UG e 103 proteinas em SEC), comparado com o proteoma de VEs isoladas por CS
(86 proteinas em CS+UG e 83 proteinas em CS).

E importante ressaltar, que o banco Vesiclepedia é alimentado por dados obtidos
atraves de diversos trabalhos, que investigam moléculas de VEs em diferentes contextos
bioldgicos. Esses dados carecem de validacbes complementares, que auxiliem na
confiabilidade em afirmar que as moléculas encontradas sdo provenientes de VEs
especificamente, ou se esse conjunto de dados podem conter, por exemplo, proteinas do
plasma. Porém, é uma ferramenta necessaria, que auxilia na avaliacdo das principais
moléculas frequentemente encontradas nos estudos que exploram o contetido de VEs. Por
altimo, avaliando o tempo e o labor necessario em cada protocolo, concluimos que a

adicéo do passo de UG ndo atendeu aos objetivos esperados.

Avaliando especificamente os resultados do proteoma das VEs isoladas por CS e
por SEC, foi observado que a SEC apresentou melhor rendimento em ndmeros de
identificacdo de peptideos e proteinas (Tabela 5.4) Adicionalmente, a identificacdo de
espectros associados a albumina foi superior no proteoma de VEs isoladas por CS (38.970
espectros associados a albumina, obtidos por CS e 30.388 espectros obtidos por SEC),
enquanto os espectros associados as apolipoproteinas foram identificados em maior
quantidade, no proteoma de VEs isoladas por SEC (4.231 associados a apolipoproteinas,
obtidos por CS e 13.526 espectros obtidos por SEC). Somando os espectros associados a

albumina e apolipoproteinas, ambos 0s métodos possuem cerca de 30% dos seus espectros
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identificados, associados a esses potenciais “contaminantes”. Vale ressaltar que ainda sao
necessarios testes complementares, voltados para averiguacdo da presenca e da real
proporc¢do de proteinas comuns no plasma nas VEs. Assim, tendo em consideracdo os
parametros: tempo de processamento; nimero de peptideos identificados; numero de
proteinas inferidas; percentagem de espectros associados a alboumina/apolipoproteinas; e
intercessdao com proteinas anotadas nos bancos de dados de VEs (Figura 5.4), escolhemos
SEC como o método de isolamento mais apropriado para identificacdo do proteoma de
VEs do plasma das amostras experimentais.

Outro aspecto importante em estudos que abordam amostras clinicas de condigdes
complexas como a sepse, sdo os critérios de selecdo da coorte de interesse. Reaven e
colaboradores (59) comentam as dificuldades inerentes a natureza extremamente
heterogénea desses pacientes, como exemplo, 0s possiveis sitios de infec¢cdo, agentes
etiologicos, comorbidades pré-existentes e fatores demogréaficos. Os estudos realizados
com coortes heterogéneas de sepse, refletem a realidade clinica, e os resultados dessas
observacOes podem ser associados a uma populacdo-alvo mais ampla. Em contrapartida,
essa grande heterogeneidade pode mascarar potenciais achados associados a subgrupos

mais homogéneos, que s6 poderiam ser observados em estudos retrospectivos (59).

No presente trabalho, selecionamos 18 amostras, subdivididos em 9 amostras de
pacientes diagnosticados com sepse e 9 diagnosticados com choque séptico. As amostras
selecionadas sdo heterogéneas quanto ao sitio de infeccdo, sendo 8 pacientes com
infeccdo de trato respiratorio, 6 pacientes com infeccao do trato urinario e 4 amostras com
outros focos infecciosos, como apresentado na Tabela 3.1, corroborando com os dados da
literatura que o classificam infec¢es do trato respiratério como mais frequente entre os
pacientes com sepse (145). Adicionalmente, ndo houve diferenca significativa entre as
médias de idade dos grupos, sendo as diferencas de idade, uma questdo importante na
funcionalidade do sistema imune (146).

Durante o isolamento de VEs por SEC das amostras clinicas, observamos que os
perfis de eluicdo das proteinas plasmaticas foi reprodutivel ao longo das 35 fracdes da
cromatografia (Figura 5.5). Entretanto, algumas amostras (amostras dos grupos H e I,
exceto a amostra choque do grupo H) apresentaram um perfil de eluicdo das proteinas
deslocado, como observado na Figura 5.5 H e I. Uma hipdtese para este problema é a falta
de reprodutibilidade entre as cromatografias, quando feitas manualmente. Como néo foi
possivel repetir a cromatografia e devido a falta de reprodutibilidade, optamos por nédo

usar estas amostras nas analises seguintes.
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Para avaliar a quantidade das vesiculas isoladas, estabelecemos uma colaboracao
com o grupo cientifico da PensaBio e usamos a técnica de rastreamento de nanoparticulas
(NTA) com 0 equipamento NanoSight NS300
(https://www.pensabio.com.br/post/pensabio-caso-fiocruz). A anélise por NTA permitiu
determinar a faixa de tamanhos das particulas observadas e a concentracdo de cada
amostra. Na literatura, ha registros de maiores concentracdes de particulas quantificadas
no plasma de pacientes com trauma grave, comparados a controles saudaveis, analisados
por NTA (147). A concentracdo de particulas de origem celular especifica, como de
neutrofilos, também foi observada em maior concentragcdo em amostras de pacientes com
sepse, e ainda mais elevada no grupo choque (148). Em nosso resultado de quantificacéo
de particulas por NTA, observamos que concentracfes obtidas entre as amostras dos
grupos de analise foram variaveis (Figura 5.6) sendo o coeficiente de variacdo mais baixo,
observado nas amostras do grupo controle. A quantidade média de particulas isoladas por
grupo de analise, ndo demonstrou diferenca significativa, apesar da média do grupo
choque indicar uma maior concentracdo de particulas, comparado aos demais grupos
(Figura 5.8). Futuramente, ao submeter essa mesma analise em uma coorte mais ampla,
possamos esclarecer a relacdo de quantidade de particulas e o quadro clinico de forma
mais robusta. Apesar das diferencas na concentracdo de VEs entre as amostras, ndo
observamos diferencas nas principais faixas de tamanho, que foram entre 50 e 150 nm
(Figura 5.7). Adicionalmente, ap6s a obtencdo da concentracdo das proteinas de
particulas isoladas, ndo foi possivel estabelecer uma associacao direta entre concentracdo
proteica e concentracdo de particulas por amostra, ainda que aparentemente, algumas
amostras do grupo Choque, com concentrac¢des de VEs/ul semelhantes ao observado em
outros grupos de andlise, renderam menos proteinas (Figura 5.9). Diversos fatores podem
influenciar esse resultado, como a propria caracteristica da VE, visto que séo estruturas

também heterogéneas tanto em tamanho bem como em contetdo de biomoléculas.

E importante ressaltar, que um fator limitante do nosso estudo € a diferenca entre
a data da coleta, e o tempo de armazenamento das amostras. As amostras clinicas foram
coletadas dos pacientes e armazenadas a -80°C no Instituto D’Or de Pesquisa e Ensino
(IDOR) entre agosto de 2015 e setembro de 2017. As amostras dos doadores saudaveis
(controles) foram obtidas ao longo do Gltimo semestre de 2019. Uma hipotese é que essa
diferenca possa ter interferido na integridade das VEs e, consequentemente, na
concentragdo destas estruturas e seu conteddo, uma vez que o método de isolamento

escolhido, € dependente da integridade das VEs. Para fins de analises futuras, amostras
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de doadores saudaveis podem ser usadas como controle de qualidade, sendo coletadas e
armazenadas sob as mesmas condic¢des das amostras clinicas, evitando assim, possiveis

diferencas nas analises ndo relacionadas as condices fisiopatoldgicas.

A quantificacdo e a origem celular sdo informacdes muito valiosas para
compreender a dindmica do processo de comunicacao intercelular, mediado pelas VEs
durante a resposta imune. Dados da investigacdo de Nieuwland e colaboradores, que
avaliaram a origem celular de microvesiculas (MVs) de pacientes na sepse
meningocdcica, demonstraram que as MVs de plaquetas predominaram
significativamente sobre as de outros tipos celulares avaliados, seguido por MVs de
granulocitos (149). Neste estudo, as MVs de origem plaquetéria ndo mostraram alteracdes
no namero de particulas, quantificadas no periodo de admisséo, e apds 4h, 10h, 16h, 24h
e 36h, enquanto MVs derivadas de granulécitos diminuiram durante as primeiras 10 horas
apos a admissao. A avaliacdo da origem celular das VES era um dos nossos objetivos, que

ndo pode ser realizado até o presente momento, mas € uma importante perspectiva.

Tendo abordado as analises sobre isolamento, quantificacdo e determinacdo do
tamanho das VEs, passamos para a anélise do proteoma. Neste trabalho, partindo de um
volume fixo de 1,5 mL do pool de fragdes enriquecidas da SEC, foi possivel obter, em
todas as amostras, material suficiente para as analises por espectrometria de massas. Nas
amostras de pacientes observamos uma concentracdo média maior de proteinas quando
comparado ao grupo controle, entretanto, ha variabilidade entre as amostras, em ao menos
duas amostras de pacientes, a concentracdo de proteinas obtida ficou abaixo de 0,170
pg/uL (Tabela 5.5).

Apobs tripsinizacdo e purificacdo dos peptideos, os dados adquiridos por
espectrometria de massas, foram utilizados para identificacdo e inferéncia das proteinas
com auxilio do programa Patterlab for Proteomics 4.0. Os numeros absolutos de
identificacdo (Tabela 5.6) a nivel de espectros (PSMs), peptideos e proteinas sdao mais
elevados nos grupos clinicos, especialmente no grupo choque, interessantemente o grupo
choque foi o grupo clinico com a maior média de particulas quantificadas por NTA.
Futuramente, uma analise com namero maior de amostras podera esclarecer a possivel
relacdo entre quantidade de VEs e proteinas, associadas a gravidade, como apontado em

indicios recentes na literatura (150)

Avaliando qualitativamente o proteoma das VES nos grupos de analise,

encontramos proteinas previamente descritas em VES, como: proteinas da familia das
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Anexinas (Al - ID: P04083; A2 — ID: P07355, A3 — ID: P12429, A4: ID: P09525, A5 —
ID: P08758, A6 — ID: P08133, A7 — ID: P20073 e All — ID: P50995) Clatrina (ID:
Q00610/ P53675/ P09496), Tetraspaninas (CD9 — ID: P21926/ P14209, CD81 — ID:
P60033, CD151 — ID: P48509, CD53 — ID: P19397); componentes do citoesqueleto:
Actina (ID: P63261/ P63267/ P12814/ 075882/ 043707/ Q562R1), Tubulina (ID:
Q9H4B7/ P68363/ P68366/ P0O7437/ QINY65/ PODPH7/ Q9BUF5/ P68371), Moesina
(ID: P26038), Cofilina (ID: P23528); Proteoglicanos: Versican (ID: P13611) Biglycan
(ID: P21810), Heparan sulfato (ID: P98160); glicoproteinas: Tenascin (ID: P24821),
Fibronectina (ID: P02751); enzimas glicoliticas: aldolase A (ID: P04075), Gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase (ID: P04406), Alfa enolase (ID: P06733), Piruvato quinase (ID:
P14618) e Lactato desidrogenase (ID: P07195/ P00338); proteinas do complexo de
histocompatibilidade: HLA de classe | (ID: P01889/ P10321/ P04439); proteinas
transdutoras de sinal da familia das pequenas GTPase (CDC42 — ID: P60953, RAC1 —
ID: P63000, RAC2 — ID: P15153, RhoA - ID: P61586), e 14-3-3 (YWHAZ — ID: P63104,
YWHAE - ID: P62258); proteinas citosolicas: subunidades de proteassoma (ID: Q99436/
P49721/ P20618/ P28074/ P25787/ P60900/ 014818) e entre outras.

Também foi observado nos nossos dados, proteinas que indicam a presenca de
VEs provenientes de plaquetas e leucdcitos: CD42a (ID: P14770), CD42c (I1D: P13224),
CD42d (ID: P40197), CXCL4 (ID: P10720), CD62P (ID: P16109), CD177 (ID:
Q8N6Q3) e CD14 (ID: P08571). Proteinas associadas especificamente a células
endoteliais, linfécitos e células dendriticas ndo foram observadas. Isto sugere que nossas
amostras sejam, em sua maioria, VEs oriundas de plaquetas, corroborando com a
literatura (149,151).

No banco de dados Vesiclepedia (88) é possivel selecionar somente as proteinas
de VEs isoladas do plasma humano. Assim, comparamos nossos dados com esta lista, e
observamos uma sobreposi¢édo de 70%, indicando que nossos resultados estéo de acordo
com o encontrado por outros grupos de pesquisa. Entretanto, o desafio metodologico
acerca do isolamento de VEs do plasma, pode impactar na confiabilidade dos dados
depositados nos bancos atuais, especialmente acerca da presenca de proteinas
plasmaticas, como comentado previamente. Para avaliar, superficialmente, a abundancia
global das proteinas identificadas em cada grupo de anélise, e observar a relevancia de
proteinas comuns do plasma nas identificacGes, procuramos observar a distribui¢do
normalizada dos espectros de massas identificados (Figura 5.16), partindo da premissa

que, proteinas abundantes tendem a contribuir com mais peptideos na amostra, e
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consequentemente, contribuir com mais espetros identificados. Nesse sentido, as cadeias
de fibrinogénio; albumina; haptoglobina; apolipoproteinas C-I1, CllI, E, A-1 e cadeias de
imunoglobulinas, possuem o0s maiores valores atribuidos a distribuicdo de espectros
identificados (Figura 5.16). Entender o impacto da identificacdo de proteinas abundantes
do plasma, e sua possivel interferéncia na identificacdo de proteinas de VEs, € uma
questdo que motiva ao grupo, em dar continuidade no processo de otimizacdo do
isolamento de VEs, voltado para anélises por espectrometria de massas, buscando
enriquecer o proteoma de VEs.

Em seguida, quantificamos o proteoma dos grupos de andlise, pelo método de
contagem espectral (spectral counting)(113). Optamos por considerar as proteinas
identificadas em 2 replicatas técnicas, e ao menos 1 peptideo proteotipico identificado
(Tabela 5.6). Considerando a distribuicdo no diagrama de Venn de todas as proteinas
quantificadas (Figura 5.11), observamos uma total de 903 proteinas, desse conjunto, cerca
de 60% (543 das 903 proteinas) estdo presentes exclusivamente no proteoma das amostras
dos pacientes, sendo que as amostras do grupo choque, detém exclusivamente 30% (278

das 903) das proteinas quantificadas.

Em sequéncia, para analisar o proteoma diferencial dos grupos de analise,
pacientes vs controles, e sepse vs choque, utilizamos o critério em que, as proteinas
necessariamente devem ter sido identificadas em ao menos 2 amostras por grupo de
andlise. Desse modo, ao observarmos a comparacao entre 0s grupos pacientes e controle,
praticamente todo o proteoma do grupo controle foi co-identificado nas amostras de
pacientes, de modo que, somente 12 proteinas foram exclusivas do grupo controle, dentre
elas a Calistatina, proteina que age como potente protetora contra lesdo endotelial, ja
reportada em baixos niveis em pacientes com sepse (152); Glicoproteina fosfolipase D,
que age na ancora glicosilfosfatidilinusitol; e identificacbes referentes a cadeias de
imunoglobulina. Contrariamente, 356 proteinas foram exclusivas do grupo pacientes
(Figura 5.12 A), dessas, 142 estdo presentes em mais de 7 das 14 amostras de pacientes.
De modo interessante, 7 proteinas foram identificadas em todas as 14 amostras de
pacientes, dentre elas, as proteinas do citoesqueleto, talina (ID: Q9Y490), filamina-A (ID:
P21333), profilin-1 (ID: PO7737), a proteina basica de plaquetas ou CXCL7 (ID: P02775),
variante do fator 1V plaquetario ou CXCL4v (ID: P10720), 14-3-3 { (ID: P63104) e
versican (ID: P13611). A interpretacdo desse conjunto de proteinas identificadas

exclusivamente, ndo podem ser analisadas estatisticamente (determinagé@o de abundancia
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relativa feita por fold change), no entanto estas proteinas contribuem para a interpretacédo

bioldgica dos resultados.

Em sequéncia na comparagdo pacientes vs controles, 51,8% dentre o total de
proteinas compartilhadas, apresentaram valores de abundancia relativa similares nos dois
grupos, 25,6% apresentaram diferenca de abundéncia, porém, sem significancia
estatistica, enquanto 22,6% possuem valores de abundancia distintos e com significancia
estatistica (Figura 5.13). A heterogeneidade entre o proteoma de VESs dos paciente e
controles, pode ser observada através do perfil proteico individual (Figura 5.15) bem
como na pontuacdo do grau de perturbacdo molecular (MDP) (Figura 5.14), onde a
diferenca do proteoma de VEs do grupo controle para o grupo clinico foi evidente,
entretanto, ndo foi possivel observar uma distin¢do entre o proteoma de VES entre sepse
e choque, através desses métodos de analise. Atraves do escore MDP também foi possivel
observar que, apesar da presenca de amostras de pacientes com caracteristicas clinicas
mais distintas (portadores de neoplasia ndo hematoldgica e necessidade de aporte renal)
essas amostras permaneceram dentro da média dos grupos, com poucas excegdes. (Figura
5.14)

Utilizando o proteoma diferencial do proteoma do grupo de pacientes, a analise
de enriquecimento de vias, foi realizada com a base de dados do Reactome. Essa analise
demonstrou que o proteoma das VES de pacientes esta associado diversas vias, 120
especificamente, das quais destacamos: Vias associadas a ativacdo plaquetéria; sistema
imune inato; comunicacdo célula-célula e interacGes entre superficie com a parede

vascular, que serdo discutidas a seguir.

Em nossos dados, encontramos proteinas do complexo GP1b-IX-V (GP1B - ID:
P07359, GP5 — ID: P40197, GP9 — ID: P14770), CD36 (ID: P16671), Fator de von
Willebrand (ID: P04275), Integrinas (06 — ID: P23229, BII — ID: P05107, BI — ID:
P05556) Selectina (P-selectina — ID: P16109, E-selectina — ID: P16581), Fatores de
Coagulagéo (VIII - ID: P00451, IX — ID: P00740 e X — ID: P00742) e diversas proteinas
de modulagédo do citoesqueleto, que estdo associadas diretamente as vias de ativagédo

plaquetaria.

As plaquetas e as VESs plaquetarias sdo alvos de investigagéo regulares, pelo seu
papel em mecanismos importantes na fisiopatologia da sepse, como sua participacdo na
dindmica entre inflamac&o, coagulacéo e lesdo endotelial (153,154). Especificamente, a

injaria ao endotélio que ocorre na sepse, resulta na rapida adesdo das plaquetas a parede
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do vaso, seguida da etapa de agregacao (Figura 6.1). Na ativacdo da coagulacéo induzida
por inflamacdo, as plaquetas podem ser ativadas diretamente por endotoxinas ou por
mediadores pré-inflamatoérios (155). O processo de ativacdo plaquetéria desencadeia a
liberacdo de VEs com perfil pro-trombético, que possuem uma superficie catalitica para
o complexo de enzima protrombinase (fatores Va e Xa). Apresentam também sitios de
ligacdo especificos para os fatores V, I1X e VIII, que podem estar mais concentrados em
VEs do que na propria plaqueta. No caso dos fatores Va e Vllla especificamente, hé
relatos de uma concentragédo 10 vezes superior em VEs comparado a plaquetas (156). As
VEs plaquetarias possuem a atividade pro-coagulante aumentada em aproximadamente
50-100 vezes, em comparacao as plaquetas (157). A relacéo direta entre VESs e coagulacédo
especificamente, tem atraido interesse dos investigadores, especialmente pela
contribuicdo das VEs com perfil pré-trombotico no estabelecimento da Coagulacdo
Intravascular Disseminada (CID). Interessantemente, Terrisse e colaboradores
observaram a formacao de corddes de plaquetas em células HUVEC, ap0s o tratamento
com VEs de origens endoteliais, monociticas ou plaquetéarias. Este perfil pro-adesivo foi
associado ao aumento da expressdo de moléculas de adesdo plaquetaria em células
endoteliais apds o tratamento com as VEs, do qual a glicoproteina 1b (GP1b), foi
destacada por sua contribuicdo no processo de adesdo, uma vez que a reducdo na
formacéo de corddes de plaquetas foi observada apés a adi¢do de um anticorpo anti-GP1b
(158). Em nossos resultados, a glicoproteina GP1b (ID: P07359) apresentou valor de
abundancia relativa quatro vezes superior no grupo de pacientes, quando comparada ao
controle. Adicionalmente, o Fator de von Willebrand (ID: P04275) esta trés vezes mais
abundante no grupo de pacientes. Este importante ligante do componente do complexo
glicoproteico GP1b-IX-V foi observado em modelo de sepse induzida por Ligadura e
Puncédo Cecal (CLP), onde os camundongos knockout para o Fator de von Willebrand,
obtiveram melhor sobrevida, comparados aos selvagens, enguanto os camundongos

deficientes do receptor GP1b ndo apresentaram o mesmo resultado (159).
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Figura 6.1 — llustracdo do papel funcional das proteinas identificadas no proteoma de VEs dos
Pacientes, envolvidas na Ades&o, seguido da Ativacdo Plaquetaria. As interagdes entre proteinas
de superficie (complexo GP1b-1X-V e Integrinas) com componentes subendoteliais expostos
(colédgeno e VWF), disparam os mecanismos de ativacdo plaquetaria, envolvendo uma etapa de
intensa remodelagdo do citoesqueleto e na secrecdo de diversas moléculas como granulos

plaquetérios, indicando que as VEs modulam tais processos decorrentes da ativacdo plaquetéria.

Além de seu papel bem compreendido na hemostasia, as plaquetas ativadas e as
VEs plaquetérias participam do direcionamento da resposta imune em outros mecanismos
pré-inflamatorios. Como exemplo, ligantes da GP1b, como ligante 1 da glicoproteina P-
Selectina (PSGL-1) de neutrofilos, formam complexos que potencializam a migracdo do
leucdcito para o meio extravascular, conferindo uma maior capacidade de ativacdo
comparado as células desacopladas ao ligante GP1b (160). A interacdo de VEs e
leucdcitos € um mecanismo de interesse investigativo. Trabalhos recentes demonstraram
que a interacdo entre VEs e neutrdfilos leva a producdo de redes de cromatina, contendo
histonas e proteinas granulares, denominadas de Armadilhas Extracelulares de
Neutrofilos (NETS), que caracteriza uma forte correlagdo entre a trombose e a inflamagao
(161). Clark e colaboradores, demonstraram que durante a sepse grave, as plaquetas
podem desencadear a ativacao de neutrofilos sequestrados na microvasculatura de forma
dependente de TLR4, levando & formacdo de NETs nessa regido, que prendem as

bactérias na vasculatura, a custa de danos endoteliais e teciduais (162). Mesmo na falta
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de evidéncias diretas acerca das VEs exercendo tal funcéo, este € um importante indicio

de um possivel efeito das VESs de plaquetas nos danos vasculares gerados por NETS.

Adicionalmente, as préprias VESs provenientes de neutrofilos ativados, contribuem
na disseminacao de moléculas pro-inflamatérias (Figura 6.2), visto que as VES desse tipo
celular contém os mesmos componentes que as NETs (163). Uma andlise protebmica de
microvesiculas de neutréfilos ativadas por fMLP (N-formil- I- metionil- | -leucil-
fenilalanina), identificou importantes proteinas pro-inflamatérias como S100AS8,
S100A9, mieloperoxidase e catepsina G (164). A mieloperoxidase pode se ligar ao
heparan sulfato do glicocélice por interagdo idnica, que induz a liberagdo de proteinases
granulares de neutréfilos com consequente liberagdo de sindecan-1 e comprometimento
do glicocalice (165). A catepsina G é conhecida por aumentar a permeabilidade endotelial
a albumina através do descolamento do inibidor 1 do ativador do plasminogénio da matriz
subendotelial, causando o rearranjo da F-actina, além disso, a catepsina G pode degradar
a VE-caderina e prejudicar a integridade da juncéo endotelial (166) Em conjunto, esses
dados sugerem que VEs derivados de neutrdfilos podem ter efeitos no aumento da
permeabilidade endotelial (167). Curiosamente, algumas dessas proteinas citadas,
também foram identificados no proteoma de VEs do pacientes, especialmente nas
amostras clinicas mais graves, como catepsina G (ID: P08311), mieloperoxidase (ID:
P05164) e a proteina S100A9 (ID: P06702), além de outras proteinas pro-inflamatérias
como a Defensina, alfa 3 (ID: P59666) e a lisozima C (ID: P61626) (Figura 6.2)
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Figura 6.2 - llustracdo do papel funcional das proteinas identificadas no proteoma de VEs dos
Pacientes, envolvidas no recrutamento e degranulacdo de neutrofilos. CXCL4v e CXCL7 sdo

quimiocinas potentes que atraem leuc6citos para o sitio de infeccdo, enquanto proteinas pro-
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inflamatdrias contidas nas VEs secretadas contribuem para formagdo de trombos e podem

prejudicar a integridade das células endoteliais.

Também observamos em nossos resultados um conjunto de proteinas com perfil
pré-inflamatorio envolvidas na quimiotaxia enriquecidas no proteoma das amostras de
Pacientes, com destaque para as quimiocinas CXCL7 (ID: P02775), CXCL4L1 (ID:
P10720) e a proteina Peptidil-prolil cis-trans isomerase A (ID: P62937). A Proteina basica
pré-plaquetaria humana, CXCL7, tem acdo quimiotatica em neutréfilos, por meio do
produto de sua clivagem pos-traducional, resultando no peptideo NAP - 2 (168); a
variante CXCL4L1, uma quimiocina com caracteristicas inflamatorias mais
pronunciadas, e com agéo de inibicdo da angiogénese mais potente, capaz de inibir a
quimiotaxia de células endoteliais quando comparado ao CXCL4 / PF-4 (169,170).
Corroborando a esse achado especificamente, € importante ressaltar que a Angiopoetina
like 6 (ID: Q8NI99), um fator pr6 angiogénico, foi expresso negativamente nas amostras
de pacientes, comparado aos controles. A Peptidil-prolil cis-trans isomerase A, que de
modo semelhante, possui forte efeito quimiotatico em leucdcitos, além de exercer outras
funcbes como ativacdo de células endoteliais para um perfil pro-inflamatério,
estimulando a ativacdo de NF-kB, ERK, JNK e p38 MAP-quinases, induzindo a
expressdo de moléculas de adesdo, como E-selectina (ID: P16581) e VCAML1 (ID:
P19320), ambas identificas no proteoma de pacientes, assim como o estimulo a apoptose
das células endoteliais, promovendo a expressdo de FOXO1 de CCL2 e BCL2L11
(171,172).

Complementando 0s mecanismos pro-inflamatérios observados, algumas
proteinas envolvidas no sistema complemento também compde o proteoma identificado
nas amostra de Pacientes, como a proteina C9 (ID: P02748) e a proteina reguladora CD59
(ID: P13987) (Figura 6.3). De modo particular, a presenca de CD59 pode conferir uma
importante protecdo as VES circulantes, visto que inibem diretamente os fatores C8 (ID:
P07358) e C9 do sistema complemento. Por outro lado, alguns inibidores da via foram
expressos negativamente nas amostras clinicas, como a proteina de ligagdo a C4b (ID:
P20851) e Fator H (ID: P08603). Esses achados, ainda que mais pontuais, corroboram
com trabalhos que indicam as VES como estruturas capazes de apoiar a ativagdo do
sistema complemento, mais especificamente acerca das VEs de plaquetas, propostas
como uma forma alternativa de enviar proteinas do complemento para alvos especificos

na circulagéo (173).
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Figura 6.3 - llustragdo do papel funcional das proteinas identificadas no proteoma de VEs dos
Pacientes, envolvidas na ativacdo do Sistema Complemento. Proteinas que conferem protecdo
contra o complexo de atague & membrana como CD59, podem auxiliar na viabilidade das VEs
circulantes. Interessantemente, fatores que regulam a formacdo de C3a e Cb5a, importantes

componentes da resposta imune, foram negativamente regulados no proteoma dos pacientes.

Em relacdo ao mecanismo de modulagdo da dinamica do citoesqueleto,
destacamos no nosso dado proteinas como as pequenas GTPases (CDC42 — ID: P60953,
RAC1 - ID: P63000, RAC2 — ID: P15153, RhoA - ID: P61586, RAb10 — ID: P61026);
fosfoproteina estimulada por vasodilatador (ID: P50552); filamina A (ID: P21333);
proteina 1 associada & ciclase (ID: Q01518); cofilina (ID: P23528) e profilina (ID:
P0O7737). O remodelamento do citoesqueleto € um componente importante da resposta
imune, fundamental na prépria ativacdo plaquetaria e a integridade da barreira endotelial,

que serdo abordados resumidamente a seguir.

As plaquetas sofrem mudancgas profundas de conformacdo morfoldgica apos
ativacdo, mecanismo mediado pela ligacdo de um agonista ao receptor na superficie
plaquetaria, levando ao aumento de calcio e a alteracOes na sinalizacao intracelular, que
promovem 0s rearranjos necessarios do citoesqueleto, para o aumento da afinidade do
receptor plaquetério, fundamental para a agregacao plaquetaria e a formagdo de trombos
(161). As proteinas da familia de pequenas GTPases, CDC42 e RAC1, foram algumas
das proteinas com maior grau de interacdo na rede P.P.I do grupo clinico (Figura 5.23) e
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sdo moduladoras da formacao de filopodes e lamelipodios nas plaquetas (129,174). Um
estudo recente conduzido por Jonhson e colaboradores demonstrou que VEs também
podem manter sua propria dindmica do citoesqueleto ativa, possibilitando as mudancas
conformacionais e garantindo a capacidade de motilidade (175).

A regulacdo da barreira endotelial também requer uma coordenacéo eficiente do
citoesqueleto, sendo fundamental na preservacdo da integridade da barreira, de modo que,
a perturbacéo da dinamica da actina pode mudar o equilibrio da estabilizacdo do filamento
cortical e desestabilizar as fibras de estresse, causando disfungéo da barreira e 0 aumento
da permeabilidade vascular, assim como pode contribuir para o recrutamento excessivo
de células imunes nos sitios de infec¢éo. Dentre sua vasta gama de fungdes, a RAC1 em
conjunto com VASP, foi considerada como essencial na protecdo da integridade da
barreira endotelial (176). Em outra observacdo experimental quanto a manutencdo da
barreira endotelial, foi observado que a deplecdo de VASP e filaminal com siRNAs
especificos, exacerbou significativamente a barreira de células quiescentes e a disfuncéo
de barreira endotelial induzida por LPS, sugerindo papel protetor dessas proteinas,
especialmente a VASP, cujo inibicdo foi associada a perda mais grave de coloracdo
periférica de ZO-1 em resposta a LPS (177).

Apds avaliar as relac@es entre as proteinas envolvidas na ativacao plaquetaria e 0s
consequentes mecanismos pro-tromboticos e pro-inflamatérios associados, também
investigamos um conjunto de proteinas que enriqueceram as vias de intera¢@es celulares,
identificadas do proteoma diferencial de VEs de pacientes, dentre elas: Claudina 5 (ID:
000501); F11R ou JAM-A (ID: Q9Y624); E-Selectina (ID: P16581); P-Selectina (ID:
P16109); CD44 (ID: P16070); CD99 (ID: P14209) e integrina a6p1 (ID: P23229/
P05556), que estdo enriquecidas entre as amostras de pacientes, e indicam a capacidade
das VEs em modular a barreira endotelial, bem como a adeséo e transmigracéo celular,
mecanismos adjacentes a resposta imune pro-inflamatéria (Figura 6.4). A funcéo das VES
em modular os processos de adesdo e migragdo celular tem sido alvo de interesse em
contextos fisiopatoldgicos (178). Um estudo com microvesiculas de leucdcitos isolados
de pacientes com sepse, demonstrou que as microvesiculas possuiam aumento das
moléculas de adeséo, indicando um papel essencial das dessas VESs na ativacao endotelial
e na interacdo leucdcito-endotélio na sepse (179). Outros trabalhos demonstraram
similarmente o papel das VEs de plaguetas como mediadores da adesdo célula-célula,
observadas em neutrofilos, como citado anteriormente, assim como mondcitos e outros

tipos celulares (180,181). Apesar de alguns trabalhos abordarem a importancia dessas
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moléculas de adesdo no contexto da sepse (182,183), ndo ha uma associacéo clinica
documentada acerca da presenca das VEs e moléculas de adesdo, com desfecho clinico

em paciente com sepse.
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Figura 6.4 - llustracdo do papel funcional das proteinas identificadas no proteoma de VEs dos
Pacientes envolvidas Interacdo Célula-Célula bem como a Migracdo de leucécitos. Proteinas
como a Molécula de adesdo juncional (JAM-A) e Claudinas, estdo ligadas a proteinas
intracelulares ancoradas ao citoesqueleto, promovendo a estabilidade as jun¢des, bem como na
regulacdo de abertura e fechamento das mesmas, processo necessario para migracao das células,
que por sua vez conta com a participacdo de um conjunto de proteinas que coordenam desde a
etapa de interacdo das células com a superficie endotelial, como as selectinas e moléculas de

adesdo, até o processo final da migracéo das células, como PECAM1 (CD31) e CD99

Interessantemente, a adesdo célula-matriz também foi uma via enriquecida pelo
proteoma diferencial do grupo pacientes, associado as proteinas da membrana basal
devido a presenca de Colageno (ID: P39060/ P08572/ P02461); Nidogénio (ID: P14543);
Laminina (alpha 2 — ID: P24043, gamma 1 — ID: P11047); e proteinas como Versican
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(ID: P13611); Vitronectina (ID: P04004) e Talina (ID: Q9Y490). Uma das proteinas de
maior diferenca de fold change entre pacientes e controles foram a laminina alpha 2 e
gamma 1, com abundancia relativa 5 e 4 vezes superior respectivamente. Em
concordancia, também foram identificados componentes da integrina a6fl que é

conhecidamente um fator critico na ligacdo entre plaquetas e a laminina (184).

A presenca de proteinas de adesao e proteinas da matriz, como a propria laminina,
encontradas ao longo das superficies das VEs, também podem servir como mediadores
da interacdo com seus receptores correspondentes nas células receptoras, promovendo o
docking das VEs (185). De modo interessante, foi proposto recentemente, que o
mecanismo pelo qual as VEs captam moléculas da matriz, ocorre atraves da endocitose
de tais moléculas, para subsequente re-secrecdo na superficie das VEs. Esta endocitose
continua garantiria uma fonte abundante de VEs portadores da MEC, que podem

desempenhar um papel importante na migracdo celular (186).

De maneira geral, os principais achados no proteoma diferencial de VEs do grupo
de pacientes, observamos que as VEs podem influenciar o direcionamento da resposta
imune, por diferentes mecanismos. Esse conjunto de proteinas citadas até o momento,
reforca a importancia das VES nos mecanismos de acdo pré-trombética e proé-
inflamatdria, com possiveis consequéncias diretas sobre o endotélio, corroborando com
dados de observacdes pontuais, que indicam as VES como estruturas mediadoras da
comunicagdo celular na resposta imune, e que podem contribuir com mecanismos
potencialmente prejudiciais, associados ao estabelecimento de disfunc¢des orgénicas. No
entanto, compreender o real impacto das VES no contexto clinico da sepse, requer
investigacGes complementares, a fim de direcionar o potencial uso das VEs em novas
estratégias terapéuticas, que tragam beneficios concretos a uma condi¢do clinica
complexa, evitando possiveis equivocos, como observado nas inumeras tentativas
focadas em manipular pontualmente, fatores envolvidos em sistemas complexos que
tendem a perturbar significativamente a homeostase (122). Muitos ensaios clinicos dessa
natureza produziram resultados clinicos insatisfatérios, como o uso da proteina C ativada
recombinante (rAPC); concentrados de antitrombina derivada do plasma e inibidor da via
do fator tecidual recombinante (rTFPI - inibe diretamente o Fator Xa e em complexo com
o0 Fator Xa, inibe Fator Tecidual/FVI1la), que ndo resultaram em reducdo da mortalidade
efetivamente. Entretanto, a compressao do envolvimento das VES nos mecanismos pro-
tromboticos, por exemplo, pode beneficiar os subgrupos de pacientes que desenvolvem a

CID desencadeada por sepse (123). Visto que, um estudo observacional prospectivo
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recente testou o de uso das VEs para predicdo da CID em 265 pacientes com choque
séptico. Nesse trabalho, foi concluido que a determinacdo de tempo de protrombina,
somado a presenca de microvesiculas CD105 + derivadas do endotélio e contagem de
plaguetas na admissdo podem predizer a auséncia de coagulagdo intravascular
disseminada (124).

Desse modo, sdo necessarios investigacbes complementares, para avaliar as
associacdes entre o proteoma de VEs circulantes e o estabelecimento da disfungédo
organica, uma vez que a dindmica entre secrecdo e clearence das VEs ao longo da fase
aguda, de recuperagdo ou 6bito, bem como o perfil fenotipico das VEs nessas condicdes,
ndo foram esclarecidas até o momento na literatura. Esse estudo fornece uma
caracterizacdo fundamental do perfil proteico da VEs isoladas nas primeiras horas apds
diagnostico de sepse ou choque séptico, que corrobora com o potencial envolvimento

dessas estruturas nos processos iniciais da sepse e seu agravamento.

Em sequéncia, avaliando os grupos clinicos sepse e choque, em busca de um
possivel perfil proteico associado a gravidade, observamos que esses dois grupos
possuem o proteoma semelhante, tanto nas analises de perfil de abundéancia (Figura 5.15),
nas andlises de distribuicdo de proteinas identificadas (Figura 5.12) e pelas diferencas na
abundancia entre as proteinas comuns nos dois grupos de analise (Figura 5.13). A
definicdo atual de sepse e choque séptico atualizada ap6s o consenso Sepsis-3, estabelece
a presenca de disfuncao organica para diagnéstico de sepse, de modo que a variavel para
0 subgrupo mais grave € determinada por alteragdes hemodinamicas e metabodlicas, de
certa forma isso pode ter contribuido para a dificuldade em distinguir mais claramente
um perfil proteico entre esses dois grupos, desse modo, discutiremos alguns achados

interessantes de maneira mais pontual.

As principais diferencas entre os grupos de analise, estdo na quantidade de
proteinas exclusivas. Em um total de 688 proteinas identificadas e distribuidas, 97 foram
exclusivas do grupo choque e 31 exclusivas ao grupo sepse. Enquanto na analise
estatistica sobre a abundéncia das 560 proteinas compartilhadas, aproximadamente 93%
apresentaram abundancia relativa semelhante entre os dois grupos. Dentre as proteinas
que apresentaram diferenca de abundancia, esta a subunidade alfa 2 da laminina (ID:
P24043), previamente destacada na analise de fold change das amostras de pacientes.
Nesta segunda analise, a abundancia relativa da laminina foi 2,9 vezes superior no grupo

choque, em relagéo a sepse.
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Dessa forma, o proteoma das VEs das amostras do grupo choque, composto
majoritariamente pelas proteinas exclusivas, enriqueceram as vias: Sistema Imune Inato;
Sinalizacdo celular via citocinas e interleucinas; Interagdes da organizacdo extracelular

bem como InteragOes Celulares.

Como determinado pelo Sepsis-3, a definicdo de choque séptico determina que, a
fisiologia circulatéria e 0o metabolismo celular encontram-se alterados. Nesse ponto,
moléculas que participam de mecanismos associados a regulacdo hemodindmica, como
as moléculas presentes nas juncOes endoteliais, despertam particular interesse. A
molécula de adesdo juncional A (ID: Q9Y624) e a Claudina-5 (ID: O00501), ambas
identificadas no grupo choque, s&o componentes da tight junction (TJ) que garantem a
integridade da barreira endotelial (187). Kondo e colaboradores demonstraram pela
primeira vez que a claudina-5 pode ser desmontada da TJ de uma maneira dependente do
sinal, por trombina ou agonistas de PAR1 (188). Enquanto Ozaki e colaboradores
observaram que o tratamento de células HUVECs com TNF-a e IFN-y, teria causado o
desaparecimento de JAM das juncdes intercelulares, porém, analises complementares,
demonstraram que a quantidade de JAM néo tinha sido reduzida, indicando que a proteina
mudou sua distribuicdo em resposta as citocinas pro-inflamatorias (189). Atualmente a
JAM-A tem sido cada vez mais caracterizada, sendo identificada também na superficie
de plaquetas e leucdcitos, adquirindo um importante papel nos mecanismos de adesdo de
plaquetas ao local de inflamacédo no endotélio (190), bem como na migracéo de leucocitos
(192).

Nesse contexto, outras proteinas importantes para migracdo transendotelial de
leucdcitos, também foram identificadas preferencialmente no grupo choque, como a
CD99 (ID: P14209), outro componente presente nas jungdes endoteliais (192) CD43 (ID:
P16150), associada a regulacdo dinamica do trafego de linfécitos T CD4 em locais de
inflamac&o (193) e proteinas CD44 (ID: P16070), associada mediacdo da integridade da
barreira vascular, via regulacdo da PECAM-1, como também na proliferacdo e apoptose

das células endoteliais microvasculares (194)

Em seguida, como previamente citado, um conjunto de proteinas pro-
inflamatorias que enriquecem a via de sistema imune inato/degranulacéo de neutrofilos,
estdo presentes de modo mais acentuado em amostras do grupo choque. De modo
particular a catepsina G (ID: P08311), foi alocada como exclusiva do grupo choque,
presente em 5 das 7 amostras do grupo. Além de sua fungdo bem estabelecida na

eliminacdo de patdgenos, a catepsina G também potencializa a acdo de quimiocinas,
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promovendo a ativacdo plaquetaria via interacdo direta com o receptor PAR4,
estimulando a producdo de mediadores pré-inflamatorios por mondcitos, aléem de
promover alteragcdes na permeabilidade vascular, a nivel da microcirculacdo, através da
degradacdo de componentes das jungdes celulares (195). De modo similar, o papel da
mieloperoxidase (ID: P05164), também identificada no proteoma do grupo choque, esta
associado a funcdes pro-inflamatdrias importantes, que podem levar a lesdo oxidativa de
celulas do endotélio (165). Outro achado interessante no proteoma do grupo choque, é a
presenca de CD14 (ID: P08571), visto que recentemente, Alarcon-Vila e colaboradores
demonstraram pela primeira vez, que o estimulo ao receptor P2X7 induz a liberacéo de
CD14 em vesiculas extracelulares, resultando em uma reducdo da glicoproteina na
membrana plasmatica de macréfago. Os autores observaram no modelo murino de sepse,
que a atividade do receptor P2X7 é importante para manter niveis elevados de CD14 em
fluidos biolodgicos, e uma diminui¢do em sua atividade resulta em maior carga bacteriana

e danos aos tecidos do hospedeiro (196).

Proteinas com ag0es reparadoras e anti-inflamatdrias também foram atribuidas
exclusivamente ao grupo choque, como a Anexina Al (ID: P04083), Inibidor de elastase
de leucocito (ID: P30740), superoxido dismutase mitocondrial (ID: P04179) e
peroxiredoxina-2 (ID: P32119), que minimizam os efeitos colaterais causados pelas a¢oes
dos mediadores pro-inflamatérios. A Anexina Al é conhecida como potente mediador
anti-inflamatorio (197), observada como uma molécula capaz de conferir protecdo do
tecido em modelo murino de sepse polimicrobial (198). Propriedades anti-inflamatérias
de VEs provenientes de neutréfilos, foram associadas a presenca da Anexina Al (67). Os
mecanismos de ac¢do protetores da Anexina Al, vao desde a inibi¢cdo da liberagdo de
mediadores pro-inflamatérios (199), reparo tecidual (200) e no bloqueio da migragédo
transendotelial de leucdcitos (201). Particularmente, em um trabalho conduzido por
Zhang e colaboradores, foi observado que um peptideo mimético da Anexina Al (AC2-
26) levou a reducdo significativa da apoptose de cardiomidcitos induzida por sepse in

vitro e in vivo (202).

Em resumo, o perfil de proteinas associadas ao grupo clinico choque séptico,
possui indicios acerca da participacdo das VES nos mecanismos associados a gravidade,
apesar da pouca distingdo com o grupo sepse, ter prejudicado a significancia estatistica
das vias mais expressas, especialmente quanto a proteinas pro-inflamatérias que
enriquecem a via de degranulacdo de neutrofilos (Sistema imune inato), somado a

algumas proteinas associadas a juncao endotelial.
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Quanto as proteinas atribuidas ao grupo sepse, também se observam a presenca de
mediadores importantes para adesdo celular, como P-selectina e ICAM2, porém, a
representacdo das proteinas pro-inflamatérias identificadas, ndo é suficiente para uma
associacdo robusta com a via, comparado a quantidade superior de proteinas pro-
inflamatorias, identificadas no grupo choque (Figura 5.21). Uma diferenca interessante
também se observa pela abundancia da superdxido dismutase 1 (ID: P00441), quatro
vezes superior no grupo sepse comparado ao grupo choque. Interessantemente a forma
mitocondrial foi alocada exclusivamente no grupo choque. Uma avaliagdo mais
abrangente, com maior numero de amostras, pode esclarecer uma possivel correlacdes

entre a presenca da superdxido dismutase e a gravidade dos pacientes.

De modo geral, com base em nossos resultados, concluimos que essa abordagem
investigativa ¢ uma fonte rica para analises de moléculas imunomoduladoras.
Comparando nossos achados com um trabalho piloto cujo desenho experimental é
semelhante ao aplicado nesse estudo, Morris e colaboradores (94) aplicaram a abordagem
protedmica shotgun em exossomos isolados de pacientes com sepse, através de kit com
microesferas magnéticas. A caracterizacdo das VEs isoladas demonstrou um resultado
semelhante ao observado em nossos resultados, onde as VES apresentaram tamanho entre
70 e 120 nm aproximadamente, entretanto a metodologia utilizada pelo grupo
(microscopia eletronica de transmissdo) ndo permitiu que os autores observassem 0
conjunto de VEs de modo amplo, como observado na analise por NTA realizado nesse
projeto. Adicionalmente, o proteoma identificado no trabalho de Morris e colaboradores
apontou diferencas pontuais em proteinas conhecidamente abundantes do plasma, como
proteina amildide sérica A, alfa-2-macroglubilina, proteina C reativa, fragmentos de
imunoglobulinas entre outras. Os autores levantam a hipOtese da presenca dessas
proteinas essencialmente oriundas dos exossomos, entretanto, ndo houve nenhum método
ortogonal para determinacdo da presenca dessas proteinas em  e€x0SSOMOS
especificamente, e nenhuma andlise acerca do intervalo dindmico da abundéncia global
dessas proteinas foi realizada. Em nossos resultados, essa discussao foi abordada como
uma etapa importante na avaliacdo do proteoma identificado, onde observamos que a
maior parte da distribuicdo dos espectros de massas identificados, pertencem a um
pequeno grupo de proteinas comuns do plasma, com a propria proteina amiloide sérica
A; albumina e cadeias de imunoglobulinas. Entendemos que é importante compreender o
impacto que essas diferengas de abundancia no proteoma identificado podem exercer na

identificacéo de proteinas de menor abundancia, quando analisadas por espectrometria de
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massas. Entretanto, mesmo conhecendo a abundancia global das proteinas identificadas
em nosso estudo, fomos capazes de enriquecer a caracterizacdo do proteoma identificado
nas VEs isoladas, partindo de um volume de plasma de 400 ul, enquanto no trabalho de
Morris e colaborados, 1 mL de plasma foi utilizado para a identificagdo do proteoma de

ex0ssomos, que ndo resultou no enriquecimento observado em nosso trabalho.

Em um trabalho piloto voltado para analise prognostica, Yan Xu e colaboradores
avaliaram o proteoma de exossomos isolados de um paciente com sepse em diferentes
tempos de internacdo. O método de obtencdo de exossomos por ultracentrifugacédo através
de um Optiprep™, foi eficiente em enriquecer o proteoma analisado, partindo de um
volume de 300 pl, os autores identificaram mais de 230 proteinas monitoradas nos 6
tempos de analise. Semelhante ao observado em nossos resultados, as faixas de tamanho
das VEs obtidas também permaneceram majoritariamente entre 50 e 150 nm. Embora a
caracterizacdo dos componentes celulares também tenha sido semelhantes ao observado
em nosso estudo, quanto ao enriquecimento de termos como Regido e Espaco
Extracelular, Membrana Plasmaética, Citoesqueleto entre outros, os autores mantiveram a
exploracdo do dado com foco na identificacdo de possiveis marcadores prognasticos,
propondo a proteina serina palmitoiltransferase 3 (SPTLC3) como um possivel candidato

a biomarcador (203).

Em contrapartida aos trabalhos previamente citados, optamos por explorar a
capacidade da abordagem protedémica shotgun em fornecer uma caracterizagdo ampla do
proteoma analisado, com auxilio de um método simples para obtencéo de VEs do plasma,
utilizando colunas cromatograficas rapidamente montadas no proprio laboratoério. O perfil
majoritariamente pro-inflamatdrio/trombotico observado no proteoma de VEs dos
pacientes, condiz com os dados mais recentes, que apontam as VES como mediadores de
mecanismos importantes no estabelecimento da sepse (59). Nos nossos resultados, a
andlise entre os grupos clinicos sepse e choque tem potencial como fontes de informacdes
na distincdo desses dois grupos clinicos, entretanto, melhorias nas etapas de preparo das
VEs e avangos em ferramentas de andlises de bioinformatica, parecem fundamentais para
tornar essa etapa mais robusta, visto que caracteristicas individuais de amostras clinicas,
podem dificultar a interpretacdo biologica desses dados. Futuramente, anélises
complementares como a determinacéo da origem celular das VEs circulantes, e a incluséo
de amostras referentes aos dias posteriores a internacdo, podem contribuir
significativamente na compreensdo da sinalizagdo celular mediada por VEs durante a

sepse.
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7. Conclusoes
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Mostramos que nosso protocolo de isolamento de VEs por SEC para fins de
analises por espectrometria de massas, foi mais eficiente comparado aos demais méetodos
testados. Esse método cromatogréafico é de simples execucdo e tem potencial para

otimizagdo para anélises protedmicas.

Os nossos resultados das analises protedmicas demonstraram que as VES sdo uma
fonte rica de informac&o bioldgica que esté associada a mecanismos fisiopatologicos em
amostras clinicas de sepse. Observamos diferenca no perfil proteico mais acentuada

quando comparamos pacientes vs controles que na comparacao sepse vs choque séptico.

Na comparagdo pacientes vs controles identificamos proteinas associadas a
mecanismos pro-inflamatérios e pro-trombéticos; envolvidas nas vias de ativacdo
plaquetaria; nas interagdes célula-célula, especialmente proteinas envolvidas na
transmigracao endotelial dos leucécitos; e na degranulacéo de neutrofilos. Na comparagao
sepse vs choque séptico observamos proteinas envolvidas principalmente na
degranulacdo de neutrdfilos, identificadas exclusivamente nas amostras de pacientes com

choque séptico.

Nosso estudo fornece dados de uma ampla caracterizagdo protedmica de VES
provenientes de amostras clinicas, que corroboram com a literatura mais recente,
indicando as VESs como estruturas mediadoras da comunicacao celular na resposta imune
e capazes de coordenar mecanismos envolvidos no estabelecimento da sepse. A
caracterizacdo de VEs circulantes de pacientes com sepse, contribui na compreenséo dos
mecanismos moleculares associados a desregulacdo da resposta imune, bem como, pode

fornecer uma nova fonte para estratégias terapéuticas futuras.
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Perspectivas
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Avaliar a origem celular das VEs isoladas.

Reavaliar os dados com abordagens alternativas (learning machine — Diagnoprot)

em busca de possiveis perfis que descriminem o proteoma entre sepse e choque.
Ampliacdo da coorte.

Validar as proteinas associadas a vias de interesse como a modulacéo da barreira
endotelial por VEs (Exemplos: Claudinas, JAMA, CD31 e CD99) e a via de
interacdo/ativacdo dos neutrdfilos (Exemplos: CXCL4v, CXCL7, Defensinas,

Lisozimas, Mieloperoxidase e Catepsina G).
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ANEXO Il - Termo de Consentimento LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Estudo: AdaptacGes Metabdlicas na Sepse: Mecanismos Fisiopatoldgicos e
Impacto Sobre Desfechos Clinicos

Titulo do Projeto: Anélise Protedmica De Vesiculas Extracelulares Isoladas Do Plasma
De Pacientes Com Sepse.

Justificativa e objetivos

Durante as infeccOes graves, nosso organismo reage de forma a combater os micro-
organismos. No entanto essa reacao, quando excessiva, pode ter efeitos prejudiciais. Este
estudo visa entender melhor os fenémenos ligados as infec¢fes graves e futuramente
contribuir para o desenvolvimento de novas terapias para estas infeccoes.

Proposta do estudo

O Sr(a) esta sendo
convidado a participar deste estudo, para estudar a reacdo produzida pelo nosso
organismo em resposta a infecgdes graves.

Explicacdo dos procedimentos

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

Ap0s a andlise inicial, estas amostras ficardo armazenadas por 48 meses, para eventuais
necessidades de realizacdo de novas dosagens e/ou analises. Estas amostras estarao 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 fenémenos ligados as infec¢des graves e futuramente contribuir para
o desenvolvimento de novas terapias para estas infeccdes. No entanto, os resultados dos
testes realizados ndo serdo utilizados diretamente na conducdo ou modificacdo 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 puncao venosa e formagdo de um hematoma
local. Este estudo ndo implica em riscos, nem em qualquer modificagdo do tratamento
empregado ou administracdo de medicamentos experimentais.

Participacédo voluntaria no estudo

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

Confidencialidade
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O seu nome ndo sera mencionado em publicacdes ou relatorios produzidos para este
estudo. Entretanto seu prontudrio médico podera ser consultado pelos profissionais
envolvidos no estudo.

Armazenamento de amostras bioldgicas

O plasma sera separado e armazenado em freezer -80 °C ou tanque de nitrogénio liquido
de acordo com procedimento operacional pré-definido nos Laboratorios de Toxinologia
e 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 avaliacéo e
autorizacdo para uso deste material.

Se vocé tem duvidas

Se vocé tiver qualquer davida sobre o estudo, por favor, telefone para o Dra. Monique
Trugilho ou Dr. Fernando Bozza nos telefones 2562-1242 ou 2562-1311.

CONSENTIMENTO PARA A PARTICIPACAO NO ESTUDO

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

Assinatura (doador saudavel) Data

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

Assinatura (membro da equipe de pesquisa) Data
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ANEXO 11l - INFORMAgOES DE BASE PARA COLETA DE SANGUE
PERIFERICO DE VOLUNTARIOS SAUDAVEIS.

. Idade

. Sexo

. Etnia

. Mulheres: Gravidez recente, gravida, ciclo menstrual ou em estado de
menopausa?

. Hospitalizacdo recente?

. Algum tratamento com anticoagulante prévio, atual ou coagulopatias?
. Terapia com heparina? Heparindides? Aspirinas?

. Caso de embolia pulmonar?

. Medicacdo regular?

. Fumante?

. Drogas de abuso?

. Atividade fisica semanal?

. Trabalho de rotina ou trabalho em casa?

. Atividade fisica semanal maior ou menor que 3h?

. Sono regular? (ex. Trabalho noturno ou algum disturbio do sono?).

. Ultima refeicdo sélida ou liquida antes da coleta.

Detalhes adicionais.
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