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RESUMO 
 

A sepse é a principal causa de morte em unidades de terapia intensiva no Brasil e uma 

das condições de maior ônus econômico por pacientes hospitalizados. Atualmente a sepse 

é definida como disfunção orgânica potencialmente fatal, decorrente de uma resposta 

imune desregulada frente a uma infecção. Sua forma mais grave, o choque séptico, ocorre 

na presença de profundas anormalidades circulatórias e do metabolismo celular, 

aumentando o risco de morte. Durante a resposta imune, a sinalização celular é 

fundamental na coordenação de um desfecho resolutivo. Recentemente, a comunicação 

intercelular, via secreção e captação de vesículas extracelulares (VEs) pelas células 

efetoras da resposta imune, passou a ser explorado no contexto da sepse. As VEs são 

estruturas que contêm biomoléculas, diretamente relacionadas às suas células de origem. 

Metodologias voltadas para análises globais de biomoléculas, como a proteômica, 

possibilitam a identificação e interpretação de perfis moleculares associados às condições 

clínicas, contribuindo na compreensão dos mecanismos fisiopatológicos complexos como 

a sepse. O presente trabalho, consiste na aplicação da abordagem proteômica shotgun, 

para análise exploratória de VEs isoladas do plasma de pacientes com sepse e choque 

séptico, comparados aos de indivíduos saudáveis. Para tal, diferentes métodos de 

isolamento das VEs foram testados, e demonstramos que a cromatografia de exclusão 

molecular (SEC do inglês: Size Exclusion Chromatography) é a técnica mais adequada 

para o isolamento de VEs do plasma, voltado para análise proteômica. A quantificação 

relativa das VEs isoladas por SEC, nas amostras dos grupos experimentais, demonstrou 

que, apesar da concentração de VEs ser heterogênea, entre amostras do mesmo grupo de 

análise, as amostras do grupo choque, possuem a média de concentração 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 característica foi observada em todos os 

grupos de análise. Após a análise proteômica das VEs isoladas de amostras de pacientes 

(sepse + choque séptico) e controles, confirmamos a presença de proteínas comumente 

identificadas em trabalhos de análise de VEs do plasma como: Anexinas; Tetraspaninas; 

Enzimas Glicolíticas; Pequenas GTPases, Componentes do citoesqueleto, entre outros. A 

análise quantitativa (por spectral counting - SC) demonstrou diferenças entre o proteoma 

das VEs das amostras de pacientes e controles. Proteínas identificadas diferencialmente 

no grupo de pacientes, estão associadas a um perfil pró-inflamatório e pró-trombótico, 

especialmente envolvidos na ativação plaquetária, nas interações celulares associadas a 

modulação da barreira endotelial e na transmigração celular, bem como na degranulação 

de neutrófilos. As proteínas diferencialmente abundantes, quando comparamos os grupos 

sepse e choque séptico, estão relacionadas principalmente à via de degranulação de 

neutrófilos, enriquecida no grupo choque séptico, indicando um possível perfil molecular 

associado a gravidade. A caracterização do proteoma de VEs de pacientes com sepse e 

choque séptico, contribuiu com informações que permitem compreender os mecanismos 

fisiopatológicos envolvidos na desregulação da resposta imune, sob uma nova 

perspectiva, onde as VEs, através do seu conteúdo molecular, podem modular a resposta 

imune e os 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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1.1. A Definição de Sepse  

O termo sepse (sêpsis), 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 Hipócrates, que se referia a sepse como a 

deterioração biológica perigosa que poderia ocorrer no corpo (1,2). Apesar das referências 

ao termo serem datadas de milhares de anos atrás, a definição de sepse permanece alvo 

de debates e atualizações, conforme avanço na compreensão da fisiopatologia envolvendo 

essa grave condição clínica (3).  

A definição atual da sepse evoluiu com base nos avanços da compreensão do 

processo infeccioso, como as descobertas acerca da causa das infecções, decorrentes da 

invasão de micro-organismos vivos (4). Em 1914 o conceito moderno foi introduzido por 

Hugo Schottmuller, propondo que a “septicemia” é um estado de invasão de micro-

organismos na corrente sanguínea, causando os sinais de doença, e décadas depois, Lewis 

Thomas introduz o conceito de que, a resposta ao micro-organismo causaria tal síndrome 

(5). Somente em 1989, através do trabalho de Bone e colaboradores, o conceito de 

‘síndrome séptica’ foi adotado, como processo resultante da resposta imune sistêmica na 

suspeita ou presença confirmada de infecção (6). Tal conceito foi a base para a primeira 

definição moderna, resultante da conferência Norte Americana realizada no ano de 1991, 

onde a definição de sepse foi estabelecida como a presença da Síndrome da Resposta 

Inflamatória Sistêmica (SIRS do inglês: Systemic Inflammatory Response Syndrome) do 

hospedeiro na presença de uma infecção. Os critérios para determinação de SIRS 

compreendem a avalição de quatro sinais clínicos: temperatura; ritmo cardíaco; ritmo 

respiratório e contagem de células brancas no sangue, e o preenchimento de dois desses 

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

 

Tabela 1.1 - Critérios para Síndrome da Resposta Inflamatória Sistêmica: presença de 

dois ou mais critérios. FR: frequência respiratória; ipm: incursões por minuto; bpm: 

batimentos por minuto. 

 

Febre ou hipotermia (> 38ºC ou < 36ºC). 

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

Frequência cardíaca > 90 bpm.  

Leucocitose ou leucopenia (Leucometria total > 12,000 cu/mm ou < 4000 cu/mm), ou 

presença de neutrófilos imaturos (“bastões”) >10% do total. 
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Nesse modelo, o termo “sepse grave” se atribui  aos pacientes que preenchem os 

critérios de sepse, e que são acometidos por disfunção orgânica, enquanto os pacientes 

que progridem para o quadro de manifestação mais grave, caracterizada por hipotensão 

arterial persistente, configuram o choque séptico (7). Ainda que esses conceitos tenham 

sido a base da definição moderna de sepse, foram observados alguns obstáculos práticos 

onde, resumidamente, muitos pacientes em quadros agudos atendem aos critérios SIRS, 

o que, na prática, tornaria a sepse um equivalente de infecção (8).  

Tais limitações levaram os especialistas à segunda conferência internacional, 

realizada em 2001 com objetivo de fornecer uma estrutura conceitual e prática para definir 

a resposta inflamatória sistêmica à infecção (9). A inclusão de sinais como, estado mental 

alterado, oligúria, diminuição do enchimento capilar e hiperglicemia sem diabetes, foi 

proposta com intuito de facilitar o reconhecimento da sepse e seus sintomas clínicos. 

Nessa conferencia, também foi proposto que a caracterização da síndrome considerasse 

os fatores de predisposição relacionados ao paciente; a natureza da infecção, as 

características da resposta a infecção e a extensão da disfunção orgânica resultante (9). 

Porém, mesmo com a avaliação de novos critérios, a conferência não resultou em 

atualizações concretas para melhorias na definição da sepse e seus critérios clínicos, que 

permaneceram pouco esclarecidos (10). 

Com a necessidade de uma definição prática e consolidada, somado ao avanço na 

coleta e manuseio de dados clínicos, um terceiro consenso foi realizado em 2016, o Sepse-

3, resultante de uma série de encontros com a presença de profissionais das áreas de 

cuidados intensivos, doenças infecciosas, cirúrgicas e pulmonares (11).  Desse encontro, 

foram estabelecidos os atuais critérios e definições de sepse e choque séptico, com base 

em características fisiopatológicas, desse modo, a sepse é atualmente definida como a 

presença de disfunção orgânica potencialmente fatal, causada por uma desregulação da 

resposta imune frente a uma infecção. Por sua vez, entende-se como choque séptico, um 

subgrupo mais grave, que ocorre na presença de hipotensão arterial persistente e 

anormalidades do metabolismo celular (11).  

Como resultado da ‘força tarefa Sepse-3’, ficou estabelecido como critério 

diagnóstico de disfunções orgânicas relacionadas à sepse, a utilização do escore clínico 

de Avaliação De Falência Orgânica Relacionada à Sepse (SOFA do inglês: Sepsis 

Releated Organ Failure Assessment), já utilizado na  avaliação da incidência e gravidade 

da disfunção orgânica, em pacientes graves nas unidades de terapia intensiva (12). A 

determinação da  disfunção orgânica ocorre a partir de uma variação de dois pontos no 
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escore, que avalia os seguintes aspectos: Respiração; a coagulação; o sistema hepático; o 

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

demonstrado na tabela abaixo (Tabela. 1.2).  

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

diagnóstico das disfunções orgânicas relacionas à sepse. PaO2: pressão parcial do 

oxigênio no sangue arterial; FiO2: fração inspirada de oxigênio, PAM: pressão arterial 

média. 

 Pontuação     

 0 1 2 3 4 

Avaliação do 

Sistema 
     

PaO2/FiO2 ≥ 400 < 400 < 300 

< 200 (com 

suporte 

ventilatório) 

< 100 (com 

suporte 

ventilatório) 

Plaquetas (x 

103 µL) 
≥ 150 <150 <100 <50 <20 

Bilirrubina 

(mg/dL) 
< 1,2 1,2 – 1,9 2,00 – 5,9 6,00 – 11,9 >12 

Pressão 

(PAM) 

PAM ≥ 70 

mm Hg 

< 70 mm 

Hg 

Dopamina 

≤ 5, ou 

dobutamina 

(qualquer 

dose) 

Dopamina  

> 5, ou 

adrenalina  

≤ 0,1, ou 

noradrenalina 

≤ 0,1 

Dopamina  

> 15, ou 

adrenalina  

> 0,1, ou 

noradrenalina 

> 0,1 

Escala de 

coma 

Glasgow 

15 13 - 14 10 - 12 6 - 9 < 6 

Creatinina 

(mg/dL) e/ou 

diurese 

(mL/dia) 

<1,2 1,2 – 1,9 2,0 - 3,4 
3,5 - 4,9, ou 

< 500mL/dia 

> 5,0, ou < 

200mL/dia 

 

As novas definições e critérios de diagnósticos também apresentam algumas 

limitações relevantes, como apontado no próprio documento Sepse-3, reconhecendo que 

a sepse permanece com ausência de critérios e características biológicas, de imagem ou 

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

 

Mesmo com dificuldades na coleta de dados epidemiológicos globais, os números 

subestimados de incidência e mortalidade da sepse são mundialmente elevados, o que a 

torna um problema de saúde pública, classificada como uma prioridade global pela 

Assembleia Mundial da Saúde e a Organização Mundial da Saúde em 2017 (13). A sepse 

é regularmente considerada o caminho que leva ao óbito, sendo documentado como causa 

da morte a infecção que levou ao quadro séptico, o que prejudica a acurácia dos dados 

globais (14).  

 Dados do estudo epidemiológico de Fleischmann e colaboradores (15), estimam 

que, mundialmente, a sepse afeta mais de 30 milhões de pessoas a cada ano, levando 

aproximadamente 5 milhões a óbito. Tais estimativas foram projetadas a partir da análise 

de dados gerados de adultos com sepse, tratados em hospitais de países desenvolvidos 

como: Estados Unidos, Alemanha, Austrália, Taiwan, Noruega, Espanha e Suécia (15). 

Entretanto, apenas 13% da polução mundial vive em países desenvolvidos, tornando esta 

estimativa global desafiadora, visto que, fatores como assistência médica e programas 

inadequados de higiene e saúde pública, podem alterar expressivamente o cenário 

epidemiológico de uma região para outra (16). 

Recentemente, Rudd e colaboradores (17) utilizaram dados de Carga Global de 

Doenças (GDB do inglês: Global Burden of Diseases) de 2017, estudo sobre a carga 

global de doenças, lesões e fatores de risco, considerada a avaliação para análise 

epidemiológica global mais abrangente em todo o mundo, até o momento. Como 

resultado, a estimativa de incidência de sepse foi de 48,9 milhões de casos ao ano e a 

mortalidade ficou próxima dos 11 milhões de óbitos ao nível global, sendo praticamente 

o dobro do que se concluiu no trabalho de Fleischmann em 2015. Essa discrepância 

reafirma a importância da inclusão de dados oriundos de países menos desenvolvidos para 

uma análise global, assim como fortalece a urgência no enfrentamento da sepse 

mundialmente (17).  

No âmbito nacional, o estudo observacional de Machado e colaboradores, Banco 

de Dados de Avaliação de Prevalência da Sepse (SPREAD do inglês: Sepsis PREvalence 

Assessment Database) (18), indicou que a prevalência da sepse atingiu 36,7% dos 

pacientes avaliados (794 de 2.632) e a mortalidade foi próxima de 55,7% (439 óbitos em 

um total de 788 pacientes com sepse). A partir dos dados coletados, os autores projetaram 

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

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

ocupados por pacientes com sepse (18). 

Em outro estudo epidemiológico nacional (19), foram coletadas informações da 

base de dados hospitalares do Sistema Único de Saúde (SUS), entre 2006 e 2015. Dos 

96.570.859 registros obtidos, 724.458 foram relacionados a internações com diagnóstico 

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

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

onde a incidência era de 31,5/100.000. No mesmo período 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 incidência e mortalidade da sepse.  

 Projeção do número 

de acometidos/ano. 

Projeção do número 

de óbitos/ano. 

Dados epidemiológicos globais:   

Fleischmann et al., Assessment of global 

incidence and mortality of hospital-

treated sepsis current estimates and 

limitations. 2016. (15) 

 

30 milhões 

 

 

5 milhões 

Rudd et al., Global, regional, and national 

sepsis incidence and mortality, 1990–

2017: analysis for the Global Burden of 

Disease Study. (17) 

48,9 milhões 11 milhões 

Dados epidemiológicos nacionais:   

Machado et al., The epidemiology of 

sepsis in Brazilian intensive care units 

(the Sepsis PREvalence Assessment 

Database, SPREAD): An observational 

study. 2017. (18) 

420.000 230.000 (hospitalar) 

Quintano e Neira et al. Epidemiology of 

sepsis in Brazil: Incidence, lethality, 

costs, and other indicators for Brazilian 

47,4/100.000 24,6/100.000 
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Unified Health System hospitalizations 

from 2006 to 2015. 2018. (19) 

 

 

1.3.  Aspectos Clínicos e Fatores de Risco 

 

A disfunção orgânica associada a sepse, é causada pela desregulação da resposta 

imune à uma infecção (11). As consequências do desequilíbrio, entre mediadores pró e 

anti-inflamatórios, pode alterar a funcionalidade de teoricamente qualquer órgão/sistema, 

resultando em consequências graves como a própria disfunção. Na rotina clínica, seis 

sistemas principais - cardiovascular, respiratório, renal, neurológico, hematológico e 

hepático - podem ser monitorados, por observações e testes clínicos como os descritos 

abaixo no Quadro 1.1, cuja disfunção é mensurada através do escore clínico SOFA 

previamente mencionado. É importante enfatizar que o comprometimento de um único 

órgão na sepse é relativamente raro, de modo que, a falha de um órgão tem relação direta 

na falha de outro órgão, fenômeno conhecido como crosstalk (20). 

Quadro 1.1 – Observações clínicas dos seis sistemas avaliados no escore clínico SOFA. 

Sistema Manifestação Clínica 

Cardiovascular 

Hipotensão. 

Pele manchada e microcirculação alterada 

Lactato elevado (para caracterizar quadro de choque séptico). 

Variáveis ecocardiográficas alteradas. 

Respiratório 
Hipoxemia. 

Redução da relação PaO2: FiO2. 

Neurológico 
Confusão. 

Desorientação. 

Hepático Aumento nos níveis de bilirrubina e enzimas hepáticas. 

Hematológico 
Baixa contagem de plaquetas. 

Coagulação intravascular disseminada (CID). 

Renal 
Oliguria. 

Aumento de creatinina sérica e nitrogênio da ureia no sangue. 

 

Das infecções encontradas em coortes de paciente com sepse, a pneumonia é a 

infecção mais comum (10). Em um trabalho prospectivo que reuniu dados de 14.414 
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pacientes em 1.265 UTI de 75 países, o EPIC II de Vincent e colaboradores, foi 

demonstrado que a infecção com origem pulmonar foi responsável por aproximadamente 

64% do total de infecções, seguidos de infecções abdominais (20%), da corrente 

sanguínea (15%) e trato geniturinário (14%), de um total de 7.000 pacientes classificados 

como infectados (21).  

Quanto aos agentes etiológicos, qualquer microrganismo pode desencadear a 

sepse. Entre os agentes identificados na coorte de Vincent e colaboradores, 62% dos 

patógenos identificados eram bactérias gram-negativas, 47% bactérias gram-positivas e 

19% eram agentes fúngicos (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 são associadas ao maior risco de 

desenvolvimento da sepse, especialmente nas condições em que o paciente apresenta 

imunossupressão, como síndrome da imunodeficiência adquirida, doenças autoimunes e 

pacientes com câncer, devido à própria condição clínica e os efeitos do tratamento; 

diabetes mellitus, doença pulmonar obstrutiva crônica e obesidade. Recentemente, fatores 

genéticos e habituais como tabagismo e alcoolismo, também são relatados como fatores 

de risco (18).   

A idade é o fator mais relevante associado a incidência 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 são 

significativamente mais afetados (19). No Brasil também é observado o maior 

acometimento entre pacientes mais idosos. Das pesquisas epidemiológicas 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 não sobreviventes respectivamente, na avaliação randômica 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 características individuais dos 

pacientes; agentes etiológicos e sítios de infecção, torna a compreensão fisiopatológica 

desse quadro clínico um desafio, na prática. A avaliação robusta de dados clínicos é uma 
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ferramenta fundamental na compreensão das características da sepse, e no 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas, desse modo, os estudos epidemiológicos são 

importantes para o esclarecimento a relação entre o agente etiológico, sítio de infecção e 

o desfecho da sepse, como observado no trabalho de Leligdowicz em 2014, onde as 

infecções intra-abdominais foram associadas a maior mortalidade na coorte avaliada, 

enquanto infecções do trato urinário foram associadas a menor mortalidade (23). 

 

1.4. Fisiopatologia 

 

1.4.1. A Resposta Imune  

 

A nova definição de sepse e choque séptico engloba aspectos da fisiopatologia 

como a presença de disfunção orgânica potencialmente fatal ocasionada pelo 

desequilíbrio da resposta imune à infecção (11). Desse modo, compreender 

molecularmente os mecanismos de defesa contra infecção é uma etapa fundamental na 

compreensão da sepse e suas consequências ao organismo dos pacientes acometidos. O 

sistema imunológico possui diversos mecanismos que atuam continuamente para garantir 

a homeostase, sendo capaz de agir prontamente em defesa do organismo contra agentes 

infecciosos e/ou alterações associadas a danos endógenos (24).  

Tal processo tem início com estímulos à imunidade inata, através do 

reconhecimento de Padrões Moleculares Associados a Patógenos (PAMP do inglês: 

Pathogen-Associated Molecular Pattern) e/ou Padrões Moleculares Associados a Danos 

(DAMP do inglês: Damage-Associated Molecular Patterns), pelos receptores presentes 

nas células que compõe o sistema imune. Exemplos clássicos de tais receptores são as 

proteínas extracelulares da família tipo Toll (do inglês: Toll-like) e os intracelulares da 

família dos receptores similares ao Domínio de Oligomerização Ligante de Nucleotídeo 

(NOD-like do inglês: Nucleotide-Binding Oligomerization Domain-Like Receptors). Esse 

reconhecimento dispara uma cascata de sinalização intracelular, com o intuito de 

promover a transcrição e secreção de mediadores pró-inflatórios como citocinas e 

quimiocinas, que de modo geral, atuam promovendo a inflamação, recrutando outras 

células efetoras do sistema imune como neutrófilos e monócitos circulantes para o local 

da infecção (25). Nesse contexto dinâmico, o endotélio vascular também se torna ativo, e 

uma das suas funções é o aumento da permeabilidade e de moléculas que promovem a 
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adesão celular, possibilitando a entrada de fluidos e de das células efetoras ao sítio de 

infecção (26).  

Em paralelo, as células presentes no local da infecção, são capazes de carrear 

fragmentos do antígeno processado para tecidos linfoides vizinhos, e apresentar tais 

fragmentos aos linfócitos, processo que marca a comunicação da resposta imune inata 

com a resposta imune adaptativa mediada por linfócitos T, que dará início a mecanismos 

celulares mais específicos, dependente da característica do agente infeccioso, que 

desencadeia o perfil da resposta imune necessária para sua eliminação (26).   

A resposta imune à infecção também ativa o sistema de coagulação, que consiste 

na ativação de uma cascata de proteases, levando à rápida ativação da trombina, na 

deposição de fibrina e na ativação plaquetária. De modo específico, as plaquetas têm 

como função bem estabelecida, a manutenção da homeostasia, uma vez ativadas e 

aderidas ao endotélio, a superfície das plaquetas oferece um sítio catalítico para fatores 

da coagulação, auxiliando também, no importante mecanismo de retenção para o agente 

infeccioso através da formação das redes de fibrina (27). Além de seu papel na regulação 

da hemostasia, as plaquetas contribuem com mecanismos associados a resposta imune 

inata e a inflamação, devido à presença de receptores do tipo Toll, a ativação desse 

receptor nas plaquetas desencadeia as diversas atividades pró-inflamatórias, assim como 

as atividades pró-trombóticas das plaquetas, correlacionando a imunidade inata e a 

coagulação, e contribuindo para a oclusão de vasos da microcirculação, no contexto da 

imunotrombose (28). 

Tais mecanismos pró-inflamatórios são estritamente coordenados e têm como 

objetivo a eliminação do patógeno e o reestabelecimento da homeostase (26). Para 

equilibrar/regular esses mediadores pró-inflamatórios, reflexos anti-inflamatórios 

também são ativados, onde resumidamente, a estimulação das fibras nervosas aferentes 

pelos fatores imunogênicos, induz à sinalização eferente, que ativa o nervo esplênico no 

plexo celíaco, resultando na liberação de norepinefrina no baço e secreção de acetilcolina 

por um subconjunto de linfócitos T CD4. A liberação de acetilcolina tem como alvo os 

receptores colinérgicos, suprimindo a liberação de citocinas pró-inflamatórias (29).   

A dinâmica entre os mediadores pró e anti-inflamatórios, de forma coordenada, 

tem o desfecho resolutivo desejado, no entanto, em alguns casos, a perda do equilíbrio 

entre os mediadores faz com que atuem de forma desordenada e prejudicial ao próprio 

organismo. Em geral, os fatores pro-inflamatórios secretados de forma descompensada 
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ocasionam danos ao tecido hospedeiro levando a disfunção orgânica induzida por sepse, 

enquanto os fatores anti-inflamatórios podem levar a um quadro de imunossupressão 

persistente, e aumentar o risco de aquisição de uma infecção secundária (Figura 1.1); em 

ambos os casos, a magnitude dessas manifestações são dependentes das características 

específicas de cada indivíduo e da infecção (30).  

  
Figura 1.1- Mecanismos pró-inflamatórios e anti-inflamatórios atuantes na resposta imune. O 

direcionamento equilibrado dos mediadores pró e anti-inflamatórios são influenciados por fatores 

associados ao hospedeiro e as características da infecção. O início da resposta imune ocorre por 

reconhecimento de imunógenos por receptores de membrana, do citosol ou em endossomos, que 

desencadeia a ativação dos mediadores voltados para eliminação do patógeno como ativação e 

recrutamento de celular efetoras, início da cascata do sistema complemento e do sistema de 

coagulação. A perda de equilíbrio do eixo pró inflamatório pode levar ao dano do tecido e a morte 

celular por necrose. Os reflexos anti-inflamatórios descompensados, podem prolongar a 

dependência dos pacientes aos cuidados da terapia intensiva, apresentando sinais de 

imunossupressão e aumentando o risco de adquirir infecções secundárias.  

 

1.4.2. Alterações da Microcirculação no Estabelecimento das Disfunções Orgânicas. 

 

Como observado, diferentes sistemas podem ser afetados no estabelecimento da 

sepse, nesse âmbito, a disfunção endotelial possui um papel central na característica 

sistêmica e em demais aspectos fisiopatológicos que serão discutidos a seguir (20). Uma 
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das funções do endotélio vascular é compor a barreira que controla a permeabilidade dos 

vasos sanguíneos quanto ao fluxo de fluidos e proteínas entre o meio intra e extravascular. 

As células do endotélio são organizadas por junções célula-célula, que por sua vez são 

constituídas por diferentes complexos proteicos, como as junções de oclusão (conhecidas 

pelo termo em inglês: Tight Junctions), compostas por ocludinas, claudinas e zônula 

ocludente, que se conectam ao citoesqueleto da célula adjacente; e as junções aderentes, 

que possuem proteínas de membrana chamadas caderinas, que se unem a actina através 

de cateninas (α, β, γ e p120) (31). 

Além da função estrutural, especificamente na presença de estímulos, o endotélio 

torna-se ativo, adquirindo funções capazes de modular mecanismos importantes na 

resposta imune tais como: secreção de prostaglandinas, prostaciclinas e tramboxanos; 

aumento na expressão de moléculas de adesão; secreção de fatores pró-coagulantes; 

aumento da permeabilidade, que permite a migração de fluido e leucócitos para o sítio de 

infecção específico; e na manutenção da reatividade vascular adequada, dada pela 

liberação de vasodilatadores ou vasoconstrictores que atuam diretamente na musculatura 

lisa envolta (32). Tais eventos são altamente regulados e fundamentais para manutenção 

da homeostase, entretanto, em meio ao desequilíbrio dos mediadores da resposta imune 

durante a sepse, se observa um comprometimento funcional do endotélio, que é descrito 

como processo chave no estabelecimento das disfunções orgânicas associadas a sepse 

(33).  

Dentre os mecanismos citados na literatura estão: i) O perfil pró-trombótico 

excessivo, que favorece o início da coagulação intravascular disseminada, ii) alterações 

do glicocálix endotelial e o aumento significativo na expressão de moléculas de adesão, 

permitindo a maior interação dos leucócitos e plaquetas com as moléculas de adesão, iii) 

maior permeabilidade, promovendo o aumento do extravasamento de fluido e formação 

de edema, contribuindo também para o estado hipovolêmico persistente e iv) a diminuição 

do tônus vascular, que está diretamente relacionada a níveis elevados de óxido nítrico e 

peroxinitritos (32,33) 

No contexto microvascular, pode ser observada a redução da densidade capilar e 

consequente alteração da perfusão tecidual adequada, bem como a formação de micro-

trombos, sendo correlacionada a gravidade das disfunções orgânicas (34). Esse conjunto 

de eventos hemodinâmicos desequilibrado, tal como ilustrado na Figura 1.2, contribui 

diretamente com o metabolismo celular anormal de oxigênio, outro fator de grande 

importância no estabelecimento das disfunções orgânicas. Nesse contexto, o aumento do 
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lactato sanguíneo, geralmente acima de > 2 mEq/L, reflete o estado de metabolismo 

celular anormal do oxigênio, sendo um dos critérios na determinação da gravidade dos 

pacientes com sepse, somado a necessidade de vasopressores para se manter uma PAM 

mínima, mesmo após a reposição volêmica, caracterizando o choque séptico (11).  

 

 

Figura 1.2 - Alterações do endotélio vascular e seus impactos na fisiopatologia da sepse. Diversos 

mecanismos contribuem para o desenvolvimento de disfunção do endotélio na sepse, sensível as 

ações dos agentes pró-inflamatórios descompensados, resultando em alterações na integridade do 

glicocálice, lesões nas próprias células endoteliais, aumento da adesão e infiltração de leucócitos. 

Adaptado de Christophe Lelubre e Jean-Louis Vincent (20). 

Entretanto, nos casos de pacientes com sepse/choque, a fisiopatologia é mais 

complexa do que o mecanismo de hiperlactatemia causada diretamente por hipóxia (35), 

visto que, em pacientes reanimados que obtém um aumento na distribuição global de O2 

e perfusão tecidual adequada, a tensão de O2 no músculo esquelético permanece elevada, 

sugerindo uma diminuição no vO2 local, embora o vO2 global possa aumentar (36). Esse 

mecanismo de má utilização do oxigênio local, pode estar associado ao fenômeno de 

hipóxia citopática, onde a mitocôndria permanece com baixa produção de adenosina 

trifosfato, mesmo em condições adequadas de oxigenação, indicando o envolvimento de 

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

 

A comunicação entre as células do sistema imune é complexa e dinâmica, uma 

vez que, as células executam múltiplas atividades, promovendo positivamente algumas 

respostas e inibindo outras ao mesmo tempo. Tais células se utilizam de componentes 

como citocinas e quimiocinas, assim como de interações célula-célula, para organizar as 

reações frente a eventuais ameaças a homeostase. Didaticamente o modo de comunicação 

celular, são separadas em basicamente três grupos de acordo com suas características: i) 

a comunicação autócrina, que envolve a ação dos mediadores que se ligam aos receptores 

da própria célula, como ocorre na secreção da Interleucina 2 (IL-2) para a expansão clonal 

e de Interferon gama (IFN-γ) para o perfil de resposta Th1 dos linfócitos TCD4, ii) a 

comunicação parácrina que envolve pelo menos dois tipos de células, uma que secreta um 

mediador, como exemplo a secreção do Fator 1 Estimulador de Colônias (CSF), e o Fator 

de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF), enquanto outro tipo de célula tem o 

receptor apropriado para a molécula em questão e iii) a sinalização justácrina que envolve 

duas células nas quais uma possui um ligante alocado na membrana e outra célula possui 

o respectivo receptor, como exemplo, na interação obrigatória do receptor do linfócito T 

com o complexo entre peptídeo e complexo principal de histocompatibilidade das células 

apresentadoras de antígeno. (Figura 1.3) (38).  

 

Figura 1.3 - A comunicação celular equilibrada como aspecto crucial no desfecho resolutivo da 

resposta imune. As células efetoras que orquestram os mecanismos de defesa durante a resposta 

imunológica necessitam manter a comunicação intercelular em sintonia para que as diferentes 

ações que visam a eliminação do patógeno, desde o reconhecimento até o clearence, tomem a 

magnitude necessária. 

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

anteriormente, outro meio altamente eficiente de comunicação, passou a ser alvo 
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promissor de investigação, sendo extensivamente explorado na literatura mais recente, 

especialmente das duas últimas décadas, onde a comunicação entre células, próximas e/ou 

mais distantes, é mediada pela secreção e captação de estruturas chamadas Vesículas 

Extracelulares (VEs) entre teoricamente todos os tipos celulares presentes no organismo. 

As VEs secretadas das células para o meio extracelular, são capazes de carrear 

biomoléculas que remetem a característica molecular e o estímulo sofrido na célula de 

origem, modificando funcionalmente a célula receptora (39). Um número crescente de 

trabalhos na literatura tem evidenciado a participação das VEs em mecanismos 

fisiopatológicos de diversos contextos clínicos, incluindo câncer, doenças 

cardiometabólicas, doenças neurológicas e processos infecciosos (40). Os aspectos 

característicos e o papel das VEs na sepse serão apresentados a seguir. 

 

1.5. Vesículas Extracelulares   

 

1.5.1. Classificação e Características das Vesículas Extracelulares. 

 

As vesículas extracelulares (VEs) são pequenas estruturas esféricas de bicamada 

fosfolipídica, secretadas a priori por qualquer tipo celular (39) e que naturalmente contêm 

parte do citoplasma e da membrana plasmática de sua célula parental. Recentemente, a 

nomenclatura das VEs foi estabelecida em três principais subtipos, de acordo com seu 

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

diâmetro. São liberadas por brotamento direto da membrana plasmática ao espaço 

extracelular em resposta a estímulo; (ii) exossomos possuem entre 50 e 150 nm de 

diâmetro, são primeiramente formados como vesículas intraluminais pelo brotamento 

interno de endossomos na formação de corpos multivesiculares, até que se fundam com 

a membrana plasmática liberando os exossomos no espaço extracelular. As diferenças 

caraterísticas entre esses dois subtipos de VEs podem ser visualizadas de forma resumida 

na Figura 1.4, sobre o perfil morfológico/bioquímico e a biogênese; (iii) corpos 

apoptóticos compõe o terceiro subtipo de VEs liberadas como “blebs” de membrana das 

células em apoptose (41,42). Apesar das diferenças citadas, as semelhanças estruturais 

tornam a distinção de VEs um grande desafio metodológico (43).  

Os subtipos de VEs apresentam uma faixa de sobreposição de tamanho, apesar 

dos exossomos serem regularmente referidos como as VEs menores. Entretanto, apenas 

o tamanho não é suficiente para distinguir exossomos de microvesículas (41). Além da 
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diferença de biogênese, alguns marcadores auxiliam na distinção entre os subtipos, tais 

como as tetraspanninas CD9, CD63, CD81 marcadores associados ao exossomo, e por se 

tratar do brotamento direto da membrana, os mesmos marcadores celulares comuns são 

associados as microvesículas de acordo com sua origem (41). As VEs também possuem 

características semelhantes a outras estruturas circulantes, como em tamanho sobreposto 

com algumas lipoproteínas e agregados proteicos. O co-isolamento dessas estruturas é um 

obstáculo experimental comum, uma vez que, VEs e apolipoproteínas possuem 

características biofísicas comuns, como densidade e tamanho, que são exploradas em 

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

 

Figura 1.4 - Características gerais e biogênese das vesículas extracelulares. As distinções mais 

regulares associadas aos subtipos de VEs se baseiam na origem, no tamanho, e em marcadores 

comuns, embora ocorram eventuais sobreposições, como os marcadores de via endossomica na 

superfície dos exossomos, devido a sua origem, e ligação da anexina V a fosfatidilserina exposta 

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

Quanto a característica do conteúdo molecular das VEs, composto por proteínas, 

ácidos nucleicos e lipídeos, refletem diretamente o fenótipo molecular da célula de origem 

(39). O conteúdo proteico especificamente, é caracterizado por um conjunto regularmente 

encontrado nos trabalhos que investigam o proteoma de VEs, especialmente proteínas 

constituintes e de manutenção do citoesqueleto; proteínas citosólicas envolvidas na 

transdução de sinal; complexo de histocompatibilidade; proteínas heat shock, de canais e 
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receptores de membrana, bem como em proteínas envolvidas no tráfego de vesículas, 

como representado na Figura 1.5 (45). Recentemente foram criados repositórios, onde 

grupos de investigadores podem analisar e depositar novos achados em endereços de web 

gratuitos como: Vesiclepedia disponível no programa FunRich (http://funrich.org); 

Exocarta, disponível em: http://exocarta.org/index.html 

 

Figura 1.5 - Biomoléculas comuns encontradas nas Vesículas Extracelulares. O conteúdo de 

biomoléculas das VEs depende diretamente da sua célula de origem. Atualmente milhares de 

entradas proteicas compõe o banco de dados atual do consórcio Vesiclepedia, que inclui dentre 

as proteínas mais comuns, enzimas glicolíticas; Proteínas de transdução de sinal, proteínas do 

citoesqueleto; complexos de MHC, histonas, componentes de proteassoma entre outras proteínas 

associadas a formação 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 próximas 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 sinalização, ampliando rapidamente os processos 

desencadeados pela célula de origem (46). Dessa possibilidade de interceptar “pacotes de 

mensagens celulares” com informação biológica específica, emergiu na literatura um 

interesse particular nesse mecanismo de comunicação mediado por VEs, tornando-as 

excelentes fontes de informação que auxiliam na compreensão da fisiopatologia de 

diferentes contextos clínicos complexos, como câncer, doenças cardiometabólicas, 

neurológicas e processos infecciosos, bem como fontes promissoras para o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas (40). 

 

 1.5.2. Histórico  

 

O foco emergente de pesquisa em VEs é atualmente centrado na caracterização 

fenotípica dessas estruturas, nos mecanismos de sua formação a partir de células parentais 

e na determinação de seus efeitos nas células receptoras, com ênfase em condições 

patológicas (47). A descoberta de seu papel funcional tem um histórico relativamente 

recente, tento como marco inicial o trabalho de Peter Wolf em 1967, cujo objetivo foi 

analisar e esclarecer os eventos de coagulação do sangue. O autor relatou de forma inédita  

“evidências para a ocorrência em plasma normal, soro e frações derivadas de material 

coagulante na forma de partículas minúsculas, sedimentáveis por alta velocidade de 

centrifugação e proveniente de plaquetas” que chamou de “poeira de plaqueta” 

referindo-se ao que hoje conhecemos por microvesículas plaquetárias (48). 

Sequencialmente, outros autores descreveram VEs em diferentes amostras 

biológicas, como: tumores (49); culturas celulares de linhagens normais e neoplásicas 

(50); plasma (50), sêmen (51), e urina (52); enquanto a função de comunicadores 

intercelulares, foi consolidada progressivamente, com base em observações da presença 

de componentes em mecanismos importantes na manutenção da homeostasia, como  a 

identificação do fator tecidual em microvesículas obtidas de cultura de glioblastoma, 

ainda em 1984 (53) assim como outros renomados trabalhos que indicavam 

principalmente o perfil pró-trombótico dessas VEs em contextos fisiopatológicos (39).  

Ainda na década de 80, paralelamente, foram publicados os primeiros trabalhos 

acerca do novo mecanismo de secreção de partículas 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 os exossomos oriundos de 
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células B, transformadas pelo vírus Epstein-Barr, possuíam o complexo de 

histocompatibilidade MHC II, e que esses eram capazes de ativar os linfócitos T CD4, 

abrindo diversas possibilidades de investigação acerca do papel das VEs na comunicação 

celular durante a resposta imune (55). 

Nos anos 2000 com a descoberta da presença de ácido ribonucleico (RNA do 

inglês: Ribonucleic Acid) interiorizado nos exossomos, incluindo a presença de tipos de 

RNA não codificantes (56), o interesse nessas estruturas como fontes de comunicação 

intercelular foi fortemente consolidado, e em pouco tempo, esforços internacionais e 

multidisciplinares tem contribuído no processo de caracterização e padronização das 

metodologias aplicadas ao estudo das VEs. Um dos grandes avanços foi a criação da 

Sociedade Internacional de Vesículas Extracelulares em 2011, que além de abrir um 

amplo espaço de diálogo entre os investigadores, colaborou significativamente na 

padronização da nomenclatura e de metodologias básicas aplicadas a estudos com VEs 

(43). 

O interesse no papel das VEs na comunicação intercelular do sistema imune 

abrange uma nova perspectiva em elucidar processos fisiopatológicos complexos, 

iniciado na descoberta do papel dos exossomos contendo imunógenos, capazes de ativar 

células T por meio direto da interação com receptor do linfócito T, ou por internalização 

das VEs pelas células apresentadoras de antígeno, e exposição do imunógeno 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 ativação da coagulação (46), um mecanismo que vem sendo 

frequentemente estudado devido seu impacto clínico, em decorrência de algumas 

condições graves como aterosclerose, embolia e nas condições mais graves como a sepse 

(58). Vale ressaltar que o papel fisiológico das VEs assim como de suas células de origem, 

compreende garantir a homeostase, nesse sentido as VEs também possuem um importante 

papel em mecanismos reguladores, cuja dinâmica e relevância no decorrer de processo 

infeccioso permanece alvo de investigação (46). 
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Tabela 1.4 – Breve histórico das VEs no campo da pesquisa. Desde o primeiro relato, sem 

conclusões funcionais concretas, até o atual cenário de interesse nas VEs como 

mediadores da comunicação intercelular em contextos fisiopatológicos.  

Décadas em que 

ocorreram descobertas 

importantes acerca das 

VEs. 

Principais achados 

Década de 60 
Descoberta de “partículas minúsculas” oriundas de 

plaquetas. 

Década de 80 

Observação da atividade pró-trombótica das 

microvesículas; e descoberta do mecanismo de biogênese 

dos exossomos. 

Década de 90 
Descobertas sobre o papel de VEs na resposta imune, 

especificamente na ativação de linfócitos T CD4. 

Anos 2.000 em diante 

Descoberta de RNA interiorizado nos exossomos; Interesse 

crescente em VEs como mediadores da comunicação 

celular em processos fisiopatológicos.  

 

 

1.5.3. O Papel das Vesículas Extracelulares na Sepse 

 

Nas últimas duas décadas, foram publicados estudos originais que exploram o 

papel das VEs em condições graves como a sepse. No entanto, a quantidade de trabalhos 

publicados não reflete diretamente o progresso teórico e clínico esperados, visto que os 

métodos para isolamento, análise e interpretação de dados que abordam o papel funcional 

das VEs em doenças complexas, permanecem em desenvolvimento, o que resulta na 

variabilidade de dados, bem como na dificuldade de comparar os estudos existentes 

relacionados à sepse (59).  

Um fator característico que contribui para essa variabilidade experimental, é a 

heterogeneidade entre os pacientes em condições graves, quanto aos aspectos 

demográficos, aos agentes etiológicos causadores das infecções, as comorbidades pré-

existentes, como também os fatores associados a infraestrutura das unidades de saúde. 

Buscar características clínicas homogêneas para estudos com pacientes sépticos, como 
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sítio de infecção, por exemplo, pode colaborar com achados relevantes para tais 

subgrupos de pacientes. No entanto, a preservação da heterogeneidade contribui para que 

os dados sejam mais robustos e aplicáveis a uma população-alvo ampla (59).  Apesar dos 

obstáculos em investigações presentes em ambas as áreas de investigação (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 clínico nas VEs no contexto da sepse (59). 

A sepse desencadeia uma extensa ativação das células efetoras que atuam na 

resposta imune. As células ativadas promovem a secreção de VEs, sendo a maioria das 

VEs circulantes oriundas de plaquetas (60,61). Enquanto alguns estudos demonstram que 

microvesículas estão aumentadas em amostras de pacientes com sepse quando 

comparados a doadores saudáveis (62,63), outros apresentam resultados controversos, 

onde estas diferenças não são significativas (64) ou até inversas (65), possivelmente 

devido à 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 exploratórios demonstram que 

determinados subtipos de VEs podem contribuir para resolução da infecção, aumentando 

a depuração bacteriana (66), modulando atividade anti-inflamatória de leucócitos (67) e 

potencializando a capacidade fagocítica, demonstrado em células da linhagem monocítica 

(68). Por outro lado, diversos relatos indicam efeitos prejudiciais, como demonstrado em 

modelo de endotoxemia suína, onde o aumento de microvesículas plaquetárias foi 

acentuado nos casos de óbito, e não nos animais sobreviventes (69). No trabalho de 

Mortaza e colaboradores, foi observado que ratos com sepse induzida por ligadura e 

punção cecal (CLP do inglês: Cecal Ligation Puncture), apresentaram um fenótipo 

específico de VEs, majoritariamente oriundas de leucócitos, e submetendo ratos 

saudáveis a inoculação com VEs dos ratos com sepse induzida, foram observados padrões 

hemodinâmicos e inflamatórios, associados a estresses oxidativo e nitrosativo, 

característicos da sepse (70). Em outro interessante estudo, o bloqueio da liberação de 

VEs por macrófagos infectados em camundongos sépticos teve efeitos cardioprotetores e 

sobrevida prolongada (71). A dinâmica das VEs, quanto a origem celular e conteúdo 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 coagulação intravascular disseminada (CID) devido ao ser perfil pró-trombótico 

(72), e em mecanismos que promovem a disfunção endotelial, como na ativação direta e 

apoptose das células endoteliais levando ao comprometimento da barreira endotelial (73). 

Durante a resposta imune à infecção, a coagulação é um mecanismo importante tanto na 

manutenção da homeostasia como na compartimentalização do agente infeccioso, 

impedindo sua disseminação (74). No entanto, as consequências de uma forte ativação da 

coagulação 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 disfunções orgânicas (75). Na sepse, a relevância do fator tecidual, 

componente fundamental da cascata de coagulação, assim como a liberação 

descompensada de citocinas inflamatórias é notado regularmente em ensaios in vitro e in 

vivo (76). Em concordância com potencial pró-trombótico observado em diversos 

estudos, o papel das VEs no desenvolvimento CID foi observado em alguns pacientes 

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

Como visto anteriormente, a disfunção endotelial tem um papel central no 

estabelecimento das disfunções orgânicas. Assim como as células de origem, as VEs 

atuam de modo ambíguo sobre o endotélio, com funções que podem preservar sua 

integridade, ou promover ações potencialmente nocivas (78). As VEs oriundas de 

plaquetas são frequentemente reportadas em associação ao aumento na expressão de 

moléculas de adesão na superfície de células endoteliais, além de aumentar a produção 

de citocinas pró inflamatórias como interleucinas (IL)-1; IL-6 e IL-8 (79). As VEs 

também foram associadas a mecanismos de regulação entre apoptose/sobrevida das 

células endoteliais (80). Em um trabalho conduzido por Janiszewski e colaboradores, foi 

demonstrado que exossomos, principalmente os de origem plaquetária, isolados de 

indivíduos sépticos, são capazes de induzir a produção de superóxido e promover a 

apoptose em células vasculares,  por mecanismos inflamatórios e redox (81). Além do 

efeito de interação direta, VEs plaquetárias modulam a interação de leucócitos ou VEs de 

leucócitos com o endotélio, especialmente nos mecanismos de adesão celular; indução de 

apoptose e aumento do perfil pró-trombótico (78). 
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Figura 1.6 - Ações protetoras e prejudiciais das vesículas extracelulares circulantes. As possíveis 

funções das VEs dependem da origem celular, o estímulo sofrido na célula de origem e as 

características da célula receptora.  

 

1.5.4. Abordagens Metodológicas de Larga Escala no Estudo das Vesículas 

Extracelulares 

 

Para classificação do conteúdo biomolecular das VEs, bem como enriquecer a 

compreensão acerca das suas diversas funções fisiológicas e patológicas, milhares de 

proteínas e componentes de RNA de VEs, derivados de diversos tipos de células e fluidos 

corporais, tem sido catalogados com auxílio de abordagens metodológicas de larga escala, 

também conhecidas como ciências ômicas (45). 

As ciências ômicas emergiram do grande avanço tecnológico, na análise de um 

conjunto de biomoléculas com alto rendimento, que geralmente resulta em uma 

quantidade massiva de dados, analisados por ferramentas de bioinformática. As áreas de 
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pesquisa que compõe as ciências ômicas podem ser classificadas como Genômica, 

Proteômica, Transcriptômica, Metabolômica e Lipidômica, que compreendem a análise 

global de genes, proteínas, RNA, metabólitos e lipídeos respectivamente, para análise 

abrangente de um sistema biológico 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 conteúdo proteico e de transcritos 

destas estruturas (Figura 1.7). 

 

Figura 1.7 - Publicações que abordaram a proteômica ou transcriptomica no estudo das VEs. As 

publicações que aplicam ou abordam a aplicação da proteômica e/ou transcriptomica no estudo 

das VEs em diversos contexto biológicos passou de algumas centenas nos anos 2.000 para cerca 

de 10.000 publicações a partir de 2015. Busca realizada no Pubmed em março de 2021. 

 

A transcriptômica é uma ferramenta de grande interesse na avaliação de perfis 

moleculares associados a sepse e seus diferentes desfechos, sua aplicação ao estudo do 

conteúdo de RNAs de VEs é crescente, tal abordagem aplicada ao sangue periférico total, 

aponta distinções na expressão de genes, capazes de distinguir pacientes com sepse e 
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SIRS, assim como sobrevida e óbito entre os pacientes sépticos, onde a ativação de genes 

relacionados à resposta imune foi silenciada em não sobreviventes (83). Sua aplicação 

voltada para análise de VEs foi abordada em um interessante trabalho, conduzido por 

Real e colaboradores, onde exossomos foram isolados de 24 pacientes com choque 

séptico para comparação com exossomos de doadores saudáveis. A expressão de micro 

RNAs relacionados ao metabolismo redox foi significativamente maior nos pacientes, 

com destaque para mieloperoxidase que permaneceu regulada positivamente após 7 dias 

de internação (84).  

De modo particular, a análise do proteoma (conjunto de proteínas), fornece 

informações importantes na observação de possíveis variações de perfis moleculares, 

visto que alguns transcritos, passam por mecanismos de regulação pós-transcricional, e 

não necessariamente correspondem diretamente a abundância de determinada proteína 

(85). Por sua vez, as proteínas são as biomoléculas efetoras e refletem diretamente os 

processos biológicos de interesse, sendo uma ferramenta valiosa na busca de 

biomarcadores e na compreensão de mecanismos fisiopatológicos complexos e pouco 

esclarecidos, o que pode contemplar novos achados que não seriam explorados em 

abordagens baseadas em hipóteses pré-estabelecidas (86). 

O espectrômetro de massas é o equipamento central para análise proteômica, que 

permite a identificação dos íons peptídeos oriundos do proteoma de interesse, através da 

classificação dos analitos em campos elétricos ou magnéticos, de acordo com os valores 

da razão massa sobre carga. Atualmente, essa ferramenta é precedida em tandem por uma 

nanocromatografia líquida de alta performance (nLC - MS), que permite análise e 

identificação de uma quantidade expressiva de peptídeos com acurácia e precisão, com 

auxílio de ferramentas de bioinformática cada vez mais eficientes (87). Esses avanços 

metodológicos contribuíram significativamente com a identificação abrangente do 

proteoma de VEs, e atualmente esses achados podem ser consultados no banco de dados 

específicos 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 proteômicas (88). 

A inferência das identificações proteicas através da identificação de seus íons 

peptídeos, compõe uma das técnicas empregadas na análise proteômica, denominada 

Shotgun ou botton up, sendo essa a abordagem mais usual para análises em larga escala 

ou de alto rendimento de amostras complexas (89). Essa a ferramenta exploratória foi 

crucial, por exemplo, no que se conhece atualmente acerca dos novos sinais para a 
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secreção de VEs na resposta imune. Com auxílio da proteômica shotgun, foi demonstrado 

em alguns trabalhos, que ativadores canônicos do inflamassoma NLRP3, bem como 

ativação não canônica dependente de caspase-4, induzem a secreção de VEs e de proteínas 

importantes associadas a VEs, incluindo a forma precursora da IL-1β (90–93). 

Recentemente a análise proteômica shotgun foi utilizada para investigar o proteoma de 

exossomos isolados de pacientes com sepse, comparado a exossomos de voluntários 

saudáveis. Nesse trabalho, a representação biológica apontou essencialmente diferenças 

quanto a resposta de fase aguda e inflamação, mais acentuadas no proteoma dos 

exossomos de pacientes (94). 

Por fim, a aplicação da proteômica voltada para o estudo das VEs, oferece uma 

vantagem particular no que tange a utilização da espectrometria de massas em amostras 

clínicas de plasma, uma vez que, o grande intervalo dinâmico entre proteínas plasmáticas, 

prejudica a análise das proteínas menos abundantes, fenômeno conhecido como supressão 

de sinal, pois tal identificação é usualmente feita com base no sinal dos peptídeos mais 

abundantes em cada varredura de análise no espectrômetro de massas (95,96). Mesmo 

com alternativas quanto ao tratamento prévio do plasma para retirada de proteínas mais 

abundantes (97), e de ferramentas no próprio equipamento que buscam minimizar esse 

efeito, a análise proteômica do plasma permanece uma abordagem que requer cautela. 

Nesse sentido, voltar a atenção para um subproteoma de estruturas diretamente 

envolvidas na sinalização celular, pode conferir também uma vantagem metodológica, 

desde que seja estabelecido um protocolo adequado de preparo pré-espectrometria. 
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O uso de metodologias de larga escala, ditas ômicas, vem contribuindo 

significativamente na identificação dos mecanismos moleculares envolvidos na 

biogênese, composição e caracterização das VEs em contextos fisiológicos e patológicos 

(98). Adicionalmente, a proteômica – análise de proteínas em larga escala – é capaz de 

caracterizar o fenótipo molecular de diferentes amostras, sendo assim uma ferramenta 

valiosa em estudos dirigidos por descoberta, cuja complexidade molecular não é 

completamente esclarecida (99). 

Desde a descoberta das VEs e seu potencial como comunicadores intercelulares, 

seu papel como mediadores em várias condições clínicas, tem sido intensamente 

investigado. Entretanto, a importância e o potencial funcional em mecanismos associados 

ao estabelecimento da sepse, ganharam atenção apenas recentemente. Ambos os 

componentes dessa abordagem investigativa, sepse e VEs, são complexos e carecem de 

padronizações metodológicas. Não há um consenso na literatura sobre como as VEs 

plasmáticas devem ser isoladas e caracterizadas. Dessa forma, são necessários estudos de 

padronização do isolamento de VEs em amostras clínicas como o plasma, que permitam 

a identificação de possíveis perfis moleculares, que contribuam para compreensão ampla 

das funções que as VEs exercem sobre os mecanismos associados ao estabelecimento da 

sepse. 
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3. Objetivos 
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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 compreensão dos mecanismos 

envolvidos na desregulação da resposta imune. 

 

3.2. Específicos 

 

✓ Padronizar a metodologia de obtenção de VEs do plasma; 

✓ Caracterizar as VEs plasmáticas e seu conteúdo proteico; 

✓ Identificar perfis moleculares que possam diferenciar os grupos de análise: 

controle, sepse e choque séptico; 

✓ Inferir sobre vias bioquímicas que sejam importantes no contexto da sepse 

através de análises de enriquecimento in sílico. 
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4.1. Coorte e critérios de inclusão e exclusão 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 “Avaliação da disfunção 

cerebral em pacientes com sepse grave: estudo observacional”, sob coordenação do Dr. 

Fernando Augusto Bozza. O estudo foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa local 

e registrado na plataforma Brasil sob o número 19752613.9.1001.5249 (Anexo I). 

Os critérios para inclusão das amostras foram: pacientes com idade superior a 18 

anos, com diagnóstico de sepse ou choque séptico por infecção adquirida na comunidade 

e que tenham assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) referente 

ao estudo. Foram excluídas as amostras de pacientes com alta probabilidade de óbito 

dentro de 48h ou com expectativa de permanência na UTI <48h; pacientes hospitalizados 

há mais de 48h antes da inclusão no estudo; ou transferidos de outra unidade com mais 

de 48h da internação. Os pacientes foram reclassificados de acordo com a nova definição 

de Sepse e Choque Séptico, feita em 2016 (11), o que não alterou a classificação de 

gravidade. Dessa coorte, foram selecionadas 18 amostras, com base essencialmente no 

pareamento por gênero e idades mais próximas, de modo que os grupos de análise foram 

compostos por: 9 amostras de pacientes diagnosticados com sepse e 9 amostras de 

pacientes com choque séptico. Amostras que apresentaram hemólise ou volume de 

plasma inferior a 400 µL não foram consideradas.  

Para compor o grupo controle, nove amostras de plasma de doadores saudáveis 

foram coletadas por acesso venoso em anticoagulante citrato. Todos os voluntários 

assinaram o TCLE referente ao projeto (Anexo II) e preencheram uma ficha com 

informações adicionais que otimizam trabalhos com vesículas extracelulares, 

recomendada pela Sociedade Internacional de Vesículas Extracelulares (43) (Anexo III). 

O plasma das amostras controles foi obtido após centrifugação do sangue coletado a 1.500 

x g por 20 minutos, seguido de duas centrifugações de 3.000 x g por 15 minutos. Ao final, 

as amostras foram armazenadas a -80 ºC junto às amostras de plasma dos pacientes.  

 

  

4.2. Padronização do Isolamento de Vesículas Extracelulares (VEs): 

 

Duas abordagens foram a base da etapa de padronização do isolamento de VEs do 

plasma: centrifugação seriada (CS) e cromatografia de exclusão molecular (SEC). A 
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adição de uma etapa anterior de ultracentrifugação com gradiente de densidade bifásico 

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

 

 

 

Figura 4.1 – Fluxograma dos experimentos realizados na etapa de padronização do isolamento de 

VEs do plasma. Cada ensaio (de A à D) foi realizado com 1,0 mL de plasma, 4 vezes (n = 4), com 

amostra de 4 doadores saudáveis. 

 

 4.2.1. Preparo das amostras de plasma 

 

O sangue periférico foi coletado de 4 voluntários saudáveis (n = 4), por punção 

venosa em anticoagulante citrato, sem hemólise visível e evitando-se a ativação 

plaquetária. As amostras foram centrifugadas a 1.500 x g por 20 min., em temperatura 

ambiente, e o plasma sobrenadante foi centrifugado em três ciclos de 3.000 x g por 15 

min., para obtenção de plasma pobre em plaquetas. 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 alíquotas, a primeira para tratamento por 

ultracentrifugação em gradiente de densidade bifásico 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. Ultracentrifugação com gradiente de densidade bifásico (UG) 

 

Para ultracentrifugação com gradiente de densidade bifásico 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 auxílio da solução salina e 

cuidadosamente selados para ultracentrifugação, com a centrífuga Optima Max – XP 

Swinging Bucket, a 150.000 x g por 2 h 40 min a 4 ºC (aceleração 5 e parada 8).  Ao final 

da ultracentrifugação, 750 µL foram retirados duas vezes do fundo de cada tubo para 

obtenção do plasma livre de LDL. Protocolo de Redgrave e colaboradores (100), adaptado 

pelo Dr. Eugênio Hottz. O plasma resultante foi armazenado a -20ºC até o dia da aplicação 

das técnicas de isolamento por centrifugação seriada e SEC. 

 

 4.2.3. Centrifugações seriadas (CS) 

 

Para centrifugação seriada, as alíquotas de 1,0 mL de plasma total e do plasma 

livre de lipoproteínas de baixa densidade (LDL do inglês: Low Density Lipoprotein) 

foram centrifugadas em 3 ciclos. As centrifugações foram feitas a 16.000 x g por 2 h 30 

min, com temperatura a 4 ºC. Após a primeira centrifugação, o sobrenadante foi retirado, 

restando aproximadamente 100 µL do volume total no tubo, e posteriormente foi 

adicionado 0,9 mL de Tampão Fosfato Salino (PBS) filtrado a 0,22 µm. O mesmo 

procedimento é repetido na segunda e terceira centrifugação, e ao final da terceira etapa, 

os 100 µL restantes foram armazenados a -20 ºC. Protocolo adaptado de Kowala e 

colaboradores (101,102). 

 

4.2.4. Cromatografia de exclusão molecular (SEC) 

 

Colunas de 10 mL PD10 (GE Healthcare) foram empacotadas resina Sepharose 

CL-2B (Sigma Aldrich) em água com 20% de etanol e armazenadas a -4ºC até o dia de 

uso. Para realização da cromatografia, cada coluna foi equilibrada com 50 mL (5 

volumes) de PBS filtrado com membranas de 0,22 µm. Foi aplicado 1,0 mL de plasma, 

fracionado em 35 microtubos com aproximadamente 500 µL cada. A eluição das 

proteínas foi acompanhada pela leitura de 2 µL de cada fração em absorvância 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 Böing e colaboradores 

(103,104). 

 

4.2.5. Detecção das VEs entre as frações da SEC 

 

As 16 primeiras frações da SEC, realizada com 1 mL de plasma de amostra 

controle, foram submetidas a citometria de fluxo de acordo com as seguintes etapas: 

Incubação com anticorpos anti-AnnexinaV, durante 30 minutos, a 37ºC, para detecção da 

fosfatidilserina exposta nas VEs. Os anticorpos isótipos correspondentes foram utilizados 

para controlar a ligação não específica. As VEs foram distinguidas por ligação específica 

de anti-AnnexinaV. Foram considerados os eventos positivos para AnnexinaV e menores 

que 1 µm, adquiridos através do citômetro de fluxo FACScalibur (BD Bioscience, CA).  

Para inferir a quantidade de VEs ao longo das frações da SEC, foi aplicada a 

técnica de rastreamento de nanopartículas (NTA do inglês: Nanoparticles Tracking 

Analysis). Neste sistema, após incidência de um feixe de laser sobre a amostra, as 

partículas em suspensão no caminho do feixe, espalham a luz de tal maneira que estas são 

visualizadas através de um microscópio de luz padrão, equipado com câmera sCMOS, 

capaz de capturar 30 quadros por segundo (fps). A câmera captura, em arquivos de vídeos, 

as partículas que se movem sob movimento browniano. Em sequência, o programa 

processa os vídeos capturados, rastreando as partículas individualmente. Aplicando-se a 

equação de Stokes-Einstein, o programa calcula o diâmetro das partículas, permitindo 

assim a determinação de concentração e tamanho (105). 

Nessa abordagem, cada fração eluida da SEC feita com 1 mL de plasma controle, 

foram diluídas 50 x em PBS, e aproximadamente 1 mL foram injetados com auxílio da 

bomba de seringa acoplada ao equipamento NanoSight, modelo L10 (Malvern 

Panalytical) presente na Plataforma de Microscopia do Instituto Carlos Chagas 

(ICC/Fiocruz). A análise foi realizada no programa NTA V.3.4.3.  Os vídeos foram 

processados após aquisição com laser verde (comprimento de onda = 532 nm) em câmera 

sCMOS operando a 30 quadros por segundo. Foram analisados 3 vídeos (replicatas 

técnicas) de 60 segundos para cada fração.  O parâmetro de nível da câmera foi ajustado 

para 12, e a contagem das partículas foi feita em um limite de detecção de partículas 

ajustado em 5. Os dados resultantes foram plotados em gráficos com o auxílio do 

programa PRISM 5.0 
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4.3. Isolamento das VEs das amostras clínicas 

 

A SEC foi a metodologia escolhida para isolamento das VEs, para posterior 

análise proteômica. O preparo das colunas e a cromatografia, foram realizados como 

descrito em 4.2.4. Amostras de plasma de pacientes e de doadores saudáveis (500 µL) 

foram previamente preparadas, sob descongelamento brando e posterior adição do 

inibidor de proteases Mini Complete - EDTA free (Roche) na proporção 1:50 (v/v), 

seguido de centrifugação a 3.000 x g por 10 minutos para garantir a ausência de debris 

celulares. A SEC foi realizada com 400 µL de cada amostra. Ao final da cromatografia, 

as frações foram dosadas em absorvância a 280nm e posteriormente armazenadas a -20ºC.  

 

4.4. Quantificação e determinação de tamanho das VEs por NTA 

 

Após isolamento das VEs das amostras dos grupos experimentais através da SEC, 

as frações enriquecidas de VEs foram analisadas por NTA no equipamento NanoSight 

modelo NS300 (Malvern Panalytical) disponibilizado no Laboratório Científico da 

PensaBio. Cerca de 200 µL do pool das frações de 6 a 11, foi diluído 5X em PBS para 

análise, realizada no programa NTA V.3.4.3 (106). Os vídeos foram processados após 

aquisição com laser azul (comprimento de onda = 488 nm) em câmera sCMOS operando 

a 30 quadros por segundo. O parâmetro de nível da câmera foi ajustado para 12, de modo 

que todas as partículas estivessem distintamente visíveis, não excedendo a saturação do 

sinal acima de 20% para todas as amostras. Foram obtidos 3 vídeos (replicatas técnicas) 

de 60 segundos para cada amostra, e a contagem das partículas foi feita em um limite de 

detecção de partículas ajustado em 5. Os dados resultantes foram plotados em gráficos 

com o auxílio do programa PRISM 5.0.  

 

4.5. Preparo das amostras para espectrometria de massas.  

 

Para cada amostra, uma alíquota de 1,5 mL do pool de frações enriquecidas com 

VEs foi submetido ao concentrador à vácuo (Speed Vac® Plus SC210A, Savant), e 

ressuspensas em 50 µl de bicarbonato de amônio 50 mM + 0.2% de agente surfactante 

Rapigest (Waters). Após nova centrifugação a 20,000 x g por 5 min, a concentração de 

proteínas foi estimada pela leitura de 2 µL em absorvância a 280 nm (NanoDrop 2000, 

Thermo Scientific). Aproximadamente 30 µg de cada amostra foram reduzidas com 5 
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mM de ditiotreitol (DTT) a 37 ºC por 3 h. Em sequência, as amostras foram alquiladas 

com 15mM de iodoacetamida (IAA) 15 min, no escuro, à temperatura ambiente. A 

tripsina (Promega) foi adicionada na proporção 1:50 (m:m) de enzima para substrato, e a 

digestão enzimática foi realizada overnight a 37 ºC. Ao final, a reação foi interrompida 

com 1% ácido trifluoroacético (TFA).  

Os peptídeos resultantes foram dessalinizados em micro colunas de fase reversa, 

montadas com resina C8/C18 (POROS R2, Applied Biosystems). Brevemente, ponteiras 

de 10 μL e membranas EMPORE C8 (3M) foram usados para empacotamento de 10 μL 

de resina, preparados no laboratório. As micro colunas foram previamente equilibradas 

com 10 μL de TFA 1% (v/v); seguido da aplicação das aplicadas. Posteriormente, foram 

feitas 2 lavagens com 10 μL TFA 0,1% (v/v). Os peptídeos foram eluidos em 20 μL de 

TFA 0,1% (v/v) em 70% (v/v) de acetonitrila. Ao final, as amostras foram submetidas ao 

concentrador a vácuo e ressuspensas em 20 µL de ácido fórmico a 1%. A concentração 

dos peptídeos purificados foi observada por leitura de 2 µL de amostra em absorvância a 

280 nm (NanoDrop 2000, Thermo Scientific). Todas as amostras foram normalizadas 

para aproximadamente 0,250 µg/µL e armazenadas a -20 ºC para posterior análise por 

nanocromatografia líquida acoplada ao espectrômetro de massas (nLC-MS/MS) (Figura 

4.2A, B e C). 

 

4.6. Nanocromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas (nLC– 

MS/MS) 

 

De modo geral, o fluxo de análise nLC-MS/MS compreende os passos descritos a 

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

i. Nanocromatografia: os peptídeos, em solução ácida (protonados), são 

bombeados através de uma coluna capilar de fase reversa, com o auxílio 

de um cromatógrafo (Etapa D, Figura 4.2). Nesta cromatografia, os 

peptídeos são separados de acordo com sua hidrofobicidade. A coluna tem 

extremidade distal afilada que é posicionada próxima à entrada do 

espectrômetro. A exposição a uma alta voltagem faz com que a amostra 

saia da coluna na forma de um jato, composto por gotículas carregadas 

eletricamente que sofrem fragmentações sucessivas à medida que 

avançam, de forma que os peptídeos atingem a entrada do espectrômetro 

em fase gasosa, método de ionização conhecido como Eletrospray. 
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ii. As determinações da razão 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 atração eletrostática e a geometria do analisador mantêm os 

íons aprisionados em um movimento orbital em torno do eletrodo interno. 

A frequência da oscilação axial dos íons é detectada pelo eletrodo externo 

na forma de imagem da corrente, e os valores de m/z são obtidos pela 

aplicação de uma transformada de Fourier.(109,110).  

iii. Numa primeira varredura, determina-se o valor e a intensidade da razão 

massa/carga dos íons peptídeos íntegros em espectros MS1. No modo de 

operação “Análise Dependente do Dado” os íons mais abundantes de cada 

varredura são selecionados e fragmentados em uma câmara de colisão (do 

tipo HCD = higher-energy collision dissociation) com moléculas de um 

gás inerte 

iv. Os íons-fragmentos resultantes também são analisados no Orbitrap que, 

nesta segunda varredura, irá determinar o valor e intensidade da razão 

massa/carga destes fragmentos gerando espectros MS2. 

v. Os dados gerados (espectros MS1 e MS2) são usados para análises 

computacionais para identificação dos peptídeos e inferência das proteínas 

(Etapa E, figura 4.2). 
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Figura 4.2 - Fluxo de trabalho da abordagem proteômica shotgun. A partir do volume coletado e 

enriquecido com VEs, obtido nas frações de 6 a 11 da SEC, as VEs são lisadas com auxílio de 

agente surfactante, e as proteínas obtidas passam pelo processo de digestão para obtenção de 

peptídeos trípticos. Após preparo dos peptídeos, as amostras são inseridas no sistema de 

nanocromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas. Os peptídeos que eluem da 

cromatografia são ionizados e passam ao estado gasoso por tecnologia de Eletrospray. No 

espectrômetro de massas, os peptídeos são analisados e a razão massa sobre carga é determinada, 

tanto para os íons peptídeos íntegros, como os íons fragmentos. Os espectros de massas resultantes 

das análises são utilizados por ferramentas de bioinformática, para identificação dos peptídeos e 

remontagem das proteínas. 

Para execução da nLC−MS/MS, os peptídeos (cerca de 1 μg por amostra) foram 

separados com o auxílio do cromatógrafo Dionex UHPLC™ e analisados no 

espectrômetro 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 peptídeos 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 μm de diâmetro interno (PicoFritTM Self-

Pack), e ponta de 10 μm (New Objective), empacotada com sílica de 1,9 μm ReproSil-

Pur 120 C18-AQ (MAISCH/Alemanha). Os peptídeos separados foram eluídos 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 íons precursores (full scan MS1), foram adquiridos no 

analisador do tipo Orbitrap, com resolução de 60.000 em uma janela (Scan range) de 350 

a 1.400 m/z. Seguindo a abordagem de análise dependente de dado (Data Dependent 

Analysis - DDA), os 20 íons precursores mais intensos de cada scan MS1 foram 

sequencialmente selecionados com uma janela de isolamento de 1,3 m/z para 

fragmentação por dissociação induzida por colisão (HCD). A obtenção dos espectros dos 

íons fragmentos (MS2), foi realizada no mesmo analisador Orbitrap, com resolução de 

15.000. O tempo de permanência de um íon na lista de exclusão (exclusão dinâmica) foi 

de 30 segundos. Os espectros gerados (dados brutos) foram obtidos utilizando o programa 

Xcalibur (versão 4.2.47). 

 

4.7. Análise Computacional I – Identificação, Quantificação E Classificação 

Molecular Do Proteoma Das VEs. 

 

4.7.1. Identificação dos peptídeos e inferência das proteínas.  

 

A identificação dos peptídeos foi realizada através método de combinação de 

espectros de peptídeo (PSM do inglês: Peptide Spectrum Matching). Resumidamente, 

essa estratégia consiste na comparação in sílico dos espectros MS2 obtidos 

experimentalmente (dados brutos) com espectros projetados de sequências presentes em 

banco de dados. Esse processo foi realizado utilizando o algoritmo Comet, dentro do 

ambiente computacional PatternLab For Proteomics versão 4.0. As buscas foram 

realizadas contra o banco de dados Nextprot contendo 42.135 sequências de proteínas, 

(http://www.nextprot.org/), incluindo 137 contaminantes comuns (e.g., tripsina, 

queratina), além de sequências proteicas invertidas, formando um banco reverso 

(estratégia target-decoy) (111,112).  

Para as buscas, foram determinados os seguintes parâmetros: consideração de 

peptídeos trípticos e semi-trípticos com até́ 2 sítios de clivagem perdidos; massas entre 

500 e 5.000 Da; modificações carbamidometilação (Cys) fixa e oxidação da metionina 

(Met) variável; tolerância inicial de 40 ppm para íons precursores. Os demais parâmetros 

seguem às orientações de valores do Comet para dados adquiridos em analisadores de alta 

resolução. 
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A etapa de filtragem dos PSMs foi realizada no módulo Search Engine Processor 

(SEPro) do PatterLab. Os valores das métricas de identificação XCorr, DeltaCN, 

DeltaMass, Z-score, número de picos correspondentes e valores de classificação 

secundária, foram usados para gerar um descriminador bayesiano, e uma pontuação de 

corte foi estabelecida para aceitar uma taxa de descoberta falsa (FDR) menor que 1% com 

base no número de identificações decoy (identificações feitas com base nas sequências 

invertidas). Foi necessário um comprimento mínimo de sequência de seis resíduos de 

aminoácido por peptídeo. Para a lista final de proteínas, aplicou-se o conceito da máxima 

parcimônia e somente as proteínas que possuíam ao menos 1 peptídeo único foram 

consideradas para as análises seguintes. 

 

 4.7.3. Quantificação label-free por Spectral Counting  – Distribuição Das 

Proteínas E Diferença De Abundância Entre Os Grupos De Análise.  

 

Para avaliar a abundância diferencial das proteínas entre os grupos biológicos, foi 

adotada uma estratégia rápida, reprodutível e precisa, que não requer marcação prévia das 

amostras (livre de marcação, do inglês Label-free), que compreende na simples correlação 

do número de espectros de massas dos íons fragmentos obtidos (MS2) associados a uma 

determinada proteína, inferindo sua abundância relativa na amostra (Contagem de 

espectros, do inglês Spectral Counting)(113). 

Para esta análise, os arquivos .SEpro referentes a cada amostra foram organizados 

em diretórios de acordo com os grupos biológicos e carregados no módulo Project 

Organization do PatternLab. A comparação entre os grupos biológicos para determinação 

das proteínas diferencialmente reguladas foi feita em duas etapas: “pacientes” vs 

“controles” e “choque” vs “sepse”. As condições para associação dos espectros de massas 

às proteínas foram: Quantificação de proteínas e Contagem de espectros de peptídeos 

únicos. 

O arquivo matriz correspondente a abundância das proteínas em todas as amostras 

(.plp) foi utilizado para gerar um diagrama de Venn, considerando-se a distribuição das 

proteínas presentes em ao menos 2 amostras por condição biológica. Por definição, o 

diagrama expõe as proteínas que estão presentes em apenas uma condição biológica 

(consideradas exclusivas) e as proteínas compartilhadas em mais de uma condição 

biológica (grupo de intercessão). Apesar de não ser possível calcular a significância 



61 
 

estatística destas proteínas exclusivas, elas foram consideradas nas etapas seguintes e 

adicionadas às listas de proteínas diferencialmente abundantes.  

Os valores de quantificação das proteínas do grupo de intercessão são utilizados 

para o calcular a razão (log 2) entre as abundâncias (fold chage), determinando a diferença 

de expressão; e a significância estatística, através do q-valor (valor p do teste t em -log 2) 

destas diferenças. O resultado é visualizado no módulo TFold, em um gráfico do tipo 

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

a Figura 4.3. 

 

Figura 4.3 – Montagem da lista de proteínas diferencialmente abundantes. A lista é composta 

pelas proteínas consideradas estatisticamente mais abundantes em uma condição biológica pela 

análise de TFold + proteínas exclusivas pela distribuição no diagrama de Venn, nesta mesma 

condição biológica. Estas listas são posteriormente utilizadas em ferramentas de análise de 

enriquecimento de vias bioquímicas e de redes de interação proteína-proteína (P.P.I). 

 

4.8. Análise Computacional II – Inferência Sobre Mecanismos Biológicos.  

 

As listas de todas as proteínas 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 

classificação 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 anotações 
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quanto a processos biológicos, componentes celulares e funções moleculares de acordo 

com o proteoma de referência selecionado (115). Adicionalmente, a mesma lista foi 

submetida ao banco de dados Vesiclepedia (116) para avaliação 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 análise de 

enriquecimento de vias. Para análises de interação entre proteínas (PPI), utilizamos o 

programa Cytoscape (119) com os aplicativos de previsão PPI STRING Interactome 

(120). O grau de perturbação molecular  (https://mdp.sysbio.tools/) (121) das amostras 

foi calculado utilizando a matriz os dados quantitativos correspondentes à abundância das 

proteínas em todas as amostras.. Os heat maps foram criados utilizando a ferramenta 

Heatmapper (http://www.heatmapper.ca) com os valores normalizados pelo z-score 

através da fórmula: abundância – valor médio/ desvio padrão da abundância (122). 
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5. Resultados 
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5.1. Características da Coorte  

 

A gravidade dos pacientes, estabelecida através do escore clínico SOFA, 

apresentou as médias de pontuação no escore para o grupo sepse de 2,7 (D.P. 4,05) e 

choque séptico de 7,2 (D.P. 1,09) no primeiro dia de internação. Os sítios de infecção dos 

pacientes foram: pulmonar (4 pacientes com sepse e 4 pacientes com choque); trato 

urinário (4 pacientes com sepse e 2 com choque), sanguíneo (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 (± 8) anos (Tabela 5.1). Não houve diferença estatisticamente 

significativa em relação às idades dos pacientes e controles.  

 

Tabela 5.1 – Relação dos pacientes e controles com suas respectivas características, sítios de 

infecção, gravidade e desfecho. D.P.- Desvio Padrão. 

 Sepse   

N=9 

Choque  

N=9 

Controle N=9 

Idade 48,5 (± 9) 52,5 (± 10.5) 48,4 (± 8) 

Sexo (Masculino/Feminino)  4/5 4/5 4/5 

Sítios de Infecção:    

• Pulmonar 4 4 - 

• Trato urinário 4 2 - 

• Sanguíneo - 1 - 

• Outros 1 2 - 

SOFA 1ª coleta (D.P.) 2,7 (4,05) 7,2 (1,09) - 

Desfecho (alta/óbito) 9/0 8/1 - 

 

 

5.1.1 Desempenho das Técnicas de Isolamento das VEs do Plasma.  

 

O primeiro método testado para isolamento das VEs de plasma foi a centrifugação 

seriada (CS). Para tal, 1 mL de plasma de 4 doadores saudáveis foram centrifugados em 

três ciclos a 16.000 x g por 2 h 30 min. Após digestão tríptica de 50 µg de proteínas e 

purificação dos peptídeos em microcolunas de fase reversa, as amostras foram analisadas 

por nanocromatografia líquida, acoplada ao espectrômetro de massas de alta resolução 

(Easy nLC II – LTQ-Orbitrap XL, Thermo Scientific). Utilizando o programa PatternLab 

4.0, foi possível identificar peptídeos, com alto grau de confiança (FDR < 1), e inferir o 

número de proteínas pelo princípio da máxima parcimônia (Tabela 5.2). Em cada uma 

das 4 amostras dos doadores saudáveis, somamos todos os PSM (espectros associados às 
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proteínas inferidas) referentes a identificação de albumina e observamos 

aproximadamente 25% do total de PSMs refere-se a esta proteína plasmática. 

Tabela 5.2 - Resultados da análise proteômica de VEs isoladas por CS em testes prévios. 

 CS 

MSpecs (PSM) 68.066 

Peptídeos 6.323 

Proteínas (máx. parcimônia). 621 

MSpecs-Albumina 17.053 

 

Albumina é a proteína mais abundante do plasma (123) e a identificação desta 

proteína em um quarto de todos os espectros identificados, poderia suprimir a 

identificação de proteínas diretamente relacionadas às VEs, foco deste estudo.  Assim, a 

SEC foi testada como método alternativo para isolamento das VEs. Segundo Böing e 

colaboradores, as VEs são separadas das proteínas plasmáticas principalmente entre as 

frações 9 a 12, dentre 26 frações sequenciais de 0,5 mL cada (124). Para proceder um 

teste acerca desse método de isolamento para fins de análise proteômica de VEs, 1 mL de 

plasma foi submetido à separação das VEs por SEC, em coluna de 10 mL montada no 

laboratório. Para determinar em quais frações as VEs estavam sendo eluidas, as frações 

de 1 a 16 foram submetidas à análise por citometria de fluxo, utilizando como marcador 

a Anexina V+ (curva azul na figura 5.1). A anexina V é utilizada para marcar 

especificamente a fosfatidilserina exposta na superfície das VEs. 

 

 

Figura 5.1 - Perfil de eluição de 1,0 mL de plasma humano de doador saudável em coluna PD10 

(GE Healthcare) empacotada com resina CL-2B (Sigma Aldrich). A eluição aconteceu ao longo 
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de 35 frações com aproximadamente 500 µL cada. A curva vermelha representa a leitura da 

absorbância a 280 nm (eixo y direito) referente a proteínas do plasma, de 2 µL de cada fração. A 

curva azul representa a concentração de VEs detectadas através da marcação de Anexina V+ (eixo 

y esquerdo) por citometria de fluxo. 

 

A figura 5.1 demonstra que as VEs começam a eluir a partir da fração 6, com pico 

entre as frações 10 e 11, enquanto as proteínas plasmáticas são eluidas a partir da fração 

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 eluição das proteínas foi 

reprodutível quando as colunas são usadas pela primeira vez. Entretanto, observamos que 

o perfil de eluição da cromatografia apresenta um deslocamento, quando a coluna é 

utilizada uma segunda vez, possivelmente deslocando também a eluição de VEs. Este 

perfil não muda a partir da terceira corrida cromatográfica, permanecendo deslocado 

(Dado não mostrado). Dessa maneira, decidimos montar uma coluna nova para cada 

amostra a ser analisada. Isto não só evitou o deslocamento do perfil inicial de eluição, 

mas também uma possível contaminação cruzada entre amostras. 
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Figura 5.2 – Perfil de eluição de 1,0 mL de plasma de doadores saudáveis em coluna PD10 

reutilizada (segunda corrida) ou em coluna nova (2ª 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 já 

utilizadas, ambas deslocando o perfil de eluição das proteínas plasmáticas.  
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Para determinar a proporção de proteínas plasmáticas, especialmente albumina, 

contidas em cada fração, as frações de 1 a 14 foram submetidas à análise por 

espectrometria de massas. As frações 1 a 5 foram unidas em um pool devido à baixa 

concentração proteica, e analisadas juntas, enquanto as demais frações foram analisadas 

individualmente. A Tabela 5.3 demostra os dados de identificação por espectrometria de 

massas. Observamos que o número de espectros relacionados à identificação de albumina 

aumenta em cerca de 3 vezes da fração 11 para a fração 12 (11 = 443 espectros; 12 = 1597 

espectros). De maneira complementar, foi observado que os espectros associados a 

apolipoproteínas também possuem uma contribuição importante nas identificações, 

chegando a obter 24% dos espectros obtidos entre as frações de 8 a 10, e do total de 

espectros associados a apolipoproteínas, a ApoB100, principal contituinte da LDL, é 

proteína com maior contribuição nas identificações, seguido pela ApoA-I e A-II, 

constituintes comuns da lipoproteína de alta densidade (HDL do inglês: High Density 

Lipoprotein). 

 

 

 

 

Tabela 5.3 – Números absolutos dos dados da análise proteômica das frações da SEC. 

Relação de espectros de massas (MSpec), peptídeos, proteínas totais e com base no 

conceito de máxima parcimônia, espectros referentes a albumina e apolipoproteínas, 

obtidos após as análises por MS (FDR combinado inferior a 1%).  

Frações 1_5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

MSpec 1.252 1.585 4.637 5.826 7.978 6.001 9.314 10.019 10.053 16.804 

Peptídeos  531 536 1345 1776 2069 1754 2254 2496 2457 2749 

Proteínas 224 228 287 306 321 285 292 305 324 369 

Proteínas 

(MaxPars) 
88 85 125 118 135 141 167 175 198 198 

MSpecs 

Albumina 
63 565 698 503 168 278 443 1.597 1.777 5.672 

MSpecs 

Apolip. 

(Total) 

4 56 644 1.440 1.870 1.469 1.432 1.344 1.162 1.735 
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MSpecs 

ApoB-100 
- 33 431 969 1.323 1.086 1.019 944 769 1.069 

Mspecs 

ApoA-I e 

A-II 

2 20 68 111 144 133 160 173 199 360 
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Figura 5.3 - Número de espectros referentes a albumina (preto) e apolipoproteínas (laranja). A 

fração 11 corresponde a 443 espectros referentes à albumina enquanto nas frações 12, 13 e 14 este 

número corresponde a 1597, 1777 e 5672, respectivamente. Os espectros referentes a 

apolipoproteínas está presente de forma regular entre as frações de 7 a 14. 

As apolipoproteínas são proteínas constituintes estruturais e funcionais das 

lipoproteínas, estruturas carreadoras de lipídeos no organismo (125). Mais 

especificamente, a proteína ApoB100, que obteve o maior número de espectros 

associados nos testes anteriores, é o principal constituinte proteico da lipoproteína LDL 

(126). Sabe-se que o tamanho e a densidade das lipoproteínas podem se sobrepor ao das 

VEs dependendo do método de isolamento escolhido (44). Por essa razão, antes da 

purificação das VEs, foi testada a adição de uma etapa de separação de LDL por 

ultracentrifugação com gradiente de densidade bifásico.  
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Os resultados da análise proteômica (Tabela 5.4) permitiram comparar os métodos 

de isolamento, quanto aos números absolutos de identificação de espectros (PSMs), 

peptídeos e proteínas, e a distribuição de espectros associados à albumina e à 

apolipoproteínas. Também foram avaliadas as diferenças no preparo e manipulação das 

amostras, além do tempo de processamento. Adicionalmente, comparamos as proteínas 

identificadas com o banco de dados de proteínas associadas às VEs (Vesiclepedia). O 

proteoma de VEs isoladas pela SEC obteve o melhor desempenho entre os critérios 

avaliados. A adição do passo de ultracentrifugação com gradiente de densidade bifásico, 

apesar de reduzir a identificação de espectros associados a apolipoproteínas, permitiu um 

aumento da identificação de espectros associados a albumina, além de não acrescentar 

vantagens quanto ao número de identificações proteicas, desse modo, a SEC foi escolhida 

como o método mais apropriado para o isolamento de VEs de plasma, para posterior 

análise proteômica (Figura. 5.4).  

Tabela 5.4 - Número de peptídeos identificados e proteínas inferidas na análise 

proteômica de VEs isoladas pelos 4 métodos testados. 

 

 CS SEC UG+CS UG+SEC 

MSspec (PSM) 144.551 153.038 155.834 129.191 

Peptídeos 6.070 7.910 6.879 7.673 

Proteínas (Máx. parcimônia) 336 407 369 416 

Proteínas com (no mínimo) 1 

peptídeo proteotípico 
296 359 331 361 

MSpec Albumina 38.970 30.388 85.525 41.632 

MSpec Apolipoproteínas 

(Totais) 
4.231 13.526 2.796 2.740 

MSpec ApoA-I e A-II 1.098 1.595 1.456 1.439 

MSpec ApoB-100 1.749 9.355 7 104 
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Figura 5.4 - Desempenho das metodologias testadas para o isolamento de VEs das amostras 

experimentais. De acordo com os critérios: tempo de processamento; identificação de peptídeos 

e proteínas; correlação com o Vesiclepedia e identificação de espectros de proteínas interferentes. 

CS – Centrifugação Seriada; UG – Ultracentrifugação com Gradiente de Densidade Bifásico. 

5.1.2 Reprodutibilidade das Cromatografias Realizadas nas Amostras dos Grupos de 

Análise. 

 

Uma vez determinado o método mais apropriado para isolamento de VEs de 

plasma, 400µL de plasma das amostras de pacientes diagnosticados com sepse (n=9), 

choque séptico (n=9) e de doadores saudáveis (n=9) foram submetidos à SEC de modo 

pareado, processando uma amostra de cada grupo de análise por dia, no intuito de garantir 

condições semelhantes para cromatografia. O perfil de eluição das proteínas do plasma, 

representado na Figura 5.4, mostrou reprodutibilidade semelhante ao observado nos 

experimentos de padronização, onde as proteínas começam a eluir significativamente na 

fração 11, sinalizada na figura pelos traços em vermelho ao longo das imagens 5.4A a 

5.4G. Adicionalmente, observamos que em dois grupos de amostras pareadas, houve um 

desvio na eluição das proteínas plasmáticas (Figura 5.4 H e I), e este desvio pode ter 

ocorrido também na eluição das VEs. Entretanto, para as amostras desta coorte, não foi 

possível analisar individualmente as frações para detecção de VEs especificamente. 

Portanto, as amostras pertencentes a esses grupos não foram analisadas por 

espectrometria de massas.  
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Figura 5.5 – Perfil cromatográfico de 0,4 mL de plasma submetidos a SEC. Cada fração possui 

aproximadamente 0,5 mL coletada manualmente. Entre os grupos de A – G, os perfis foram 

considerados reprodutíveis de acordo com o padrão observado nos testes. Os grupos H e I 

apresentam perfil deslocado, sendo excluídas das análises seguintes temporariamente. Eixo y: 

absorvância a 280 nm, valor mínimo 0,0 e valor máximo 6,4. Eixo x: Frações da SEC de 1 a 35. 

 

5.1.3 Quantidade e Tamanho das Partículas Analisadas Entre as Amostras dos Grupos 

de Análise. 

 

Em sequência, do pool de frações 6 a 11, foram utilizados cerca de 200µl para 

quantificação e determinação de tamanhos das VEs por NTA. A Figura 5.6 representa a 

concentração de VEs por amostra. A média de partículas quantificadas, entre todas as 

amostras, foi de 5,21x109/mL (D.P. 2,61 x109), desse modo é possível observar que as 
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amostras Choque 7; Sepse 2, Sepse 3, Sepse 6 e Controle 3, apresentaram concentrações 

que ultrapassam a faixa de valores dentro da média +/- um desvio padrão. 
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Figura 5.6 - Valores das médias de concentrações de VEs/mL com desvio padrão, das triplicatas 

técnicas, entre as amostras analisadas. A média total das partículas quantificadas foi de 

5,21x109/mL com desvio padrão de 2,61x109.  

 

A seguir, avaliamos o tamanho das partículas detectadas por NTA em cada 

amostra. Os resultados das amostras separadas por grupos controle, sepse e choque 

séptico estão representados na figura Figuras 5.7 A; B e C respectivamente.  Foi possível 

observar que apesar da heterogeneidade entre as concentrações das amostras de um 

mesmo grupo de análise, as principais faixas de tamanho permanecem entre 50 e 150 nm 

nos três grupos. Em média, 87% das partículas de todas as amostras possuem tamanho 

inferior a 150 nm.  
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Figura 5.7 – Distribuição das faixas de tamanho das partículas quantificadas entre as amostras dos 

grupos de análise A) Controle, B) Sepse e C) Choque. Eixo y: Concentração (partículas/mL). Eixo 

x: Tamanho (nanômetro de diâmetro). 

 

As diferenças de concentração das partículas entre os grupos de análise não 

possuem significância estatística, apesar das amostras do grupo choque possuírem a 

média mais elevada (6,41x109/mL D.P. 3,25x109) seguido pelo grupo sepse 

(4,88x109/mL D.P. 2,60x109) e controle (4,33x109/mL D.P. 1,62x109) respectivamente 

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

desvio padrão, enquanto os outros grupos biológicos possuem uma amostra fora da faixa. 

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

(12,9x109/mL) e Controle 3 com a menor concentração (1,61x109/mL).  
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Figura 5.8 - Valores de individuais de VEs/mL entre os grupos Controle, Sepse e Choque. Não 

houve significância estatística entre os grupos de análise (P valor < 0.05). 

 

5.1.4 Concentração de Proteínas Recuperadas Após a Lise das VEs.  

 

Para cada amostra, foram utilizados 1,5 mL do pool das frações enriquecidas de 

VEs, para lise e extração de proteínas. Para tal, as amostras foram submetidas no 

concentrador à vácuo (Speed Vac® Plus SC210A, Savant), e ressuspensas em 50 µL de 

RapiGest 0,1% em 50 mM NH4HCO3. A quantificação foi estimada pela leitura de 2 µL 

em absorvância a 280nm. Dada a intenção da análise quantitativa diferencial por 

espectrometria de massas entre as amostras, após a tripsinização de 30 µg de proteínas de 

cada amostra, a concentração de peptídeos também foi estimada conforme descrito na 

Tabela 5.5. As concentrações foram normalizadas a fim de obter a quantidade de material 

ideal para análise de 1 µg por corrida no LC-MS/MS. 
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Tabela 5.5 – Concentrações proteicas obtidas após a lise e tripsinização VEs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Avaliando a relação entre a concentração de VEs e de proteínas recuperadas após 

a lise das VEs, não foi possível observar uma clara associação direta, entre a concentração 

de partículas e proteínas, visto que, amostras com praticamente a mesma concentração de 

partículas apresentam concentração de proteínas distintas (Figura 5.9). Interessantemente, 

algumas amostras especialmente do grupo choque, se destacam pela concentração de 

proteínas inferior, comparado a amostras com semelhante ou maior quantidade de 

partículas nos outros grupos de análise. 

  Proteínas (µg/µl) Peptídeos (µg/µl) 

Controle 1 1.856 0.707 

Controle 2 1.085 0.511 

Controle 3 0.699 0.581 

Controle 4 1.517 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 
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Figura 5.9 - Comparação da quantidade de VEs/µL e a concentração proteica obtida em µg/µl por 

amostra entre os grupos de análise A) Controle, B) Sepse e C) Choque. Gráficos em mesma escala 

de Proteínas/µL (eixo y esquerdo) de 0 a 2 µg/µL e Partículas/µL (eixo y direito) de 0 a 1.5x1013. 

 

5.2. Identificações a Nível de Espectros, Peptídeos e Proteínas. 

 

As análises foram realizadas utilizando plataforma composta por 

nanocromatografia liquida de fase reversa e ionização por Eletrospray acoplada ao 

espectrômetro de massas de alta resolução Q Exactive HF-X. A aquisição de cada 

amostras foi obtida em triplicatas técnicas, através de uma estratégia dependente de dados 

constituída por ciclos sucessivos onde os 20 íons precursores mais intensos, são 

selecionados para fragmentação seguida de nova aquisição. Após a aquisição dos 

espectros de massas, os dados brutos foram avaliados com auxílio da ferramenta Mass 

Spectra File Browser do PatternLab 4.0. A Figura 5.10 apresenta as médias das correntes 

iônicas totais (TICs) e a correlação com o número de peptídeos identificados em cada 

amostra. De modo geral, as amostras apresentaram um carregamento homogêneo e o 

desvio padrão foi 4,10x1012, para os TICs e 1.811 para o número de peptídeos 

identificados.  
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Figura 5.10 – Representação das correntes iônicas totais (Total Ion Current - TIC) e número 

absoluto de peptídeos identificados por amostra.  

 

5.2.1. Identificações das proteínas no ambiente computacional PatternLab for Proteomics 

4.0. 

 

A busca e as identificações foram realizadas com o programa Comet dentro do 

ambiente computacional do PatternLab. Cada amostra possui 2 arquivos de identificação 

(duplicatas técnicas .sqt) que foram concatenados e filtrados pelo módulo SePro com alto 

grau de confiança: FDR <1 a nível de espectros, peptídeos e proteínas. Utilizando a 

ferramenta SePro Fusion, por condição biológica, foi possível identificar 7.989, 12.760 e 

15.884 peptídeos nos grupos controle, sepse e choque, respectivamente. Em relação ao 

número de proteínas identificadas, observamos, utilizando o princípio da máxima 

parcimônia, 417, 640 e 919 identificações nos grupos controle, sepse e choque, 

respectivamente. Se considerarmos somente as proteínas identificadas com ao menos um 

peptídeo único (proteotípico), reportamos 384, 570 e 792 proteínas nos grupos controle, 

sepse e choque, respectivamente (Tabela 5.6). Com base nesses dados, optamos por 

prosseguir utilizando as listas de proteínas identificadas com ao menos um peptídeo 

único, visando a maior confiabilidade sobre a presença destas proteínas para as análises 

seguintes. A distribuição de todas as proteínas identificadas entre os grupos de análise 
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demonstrou 281 proteínas em comum, sendo 30, 43 e 278 proteínas identificadas 

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

 

Tabela 5.6 – Números absolutos de espectros, peptídeos, e proteínas, obtidos após as 

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

N=7 Controle Sepse Choque 

PSM 227.095 222.461 298.045 

Peptídeos Totais 7.989 12.760 15.884 

Proteínas Totais 667 1.242 1.712 

Proteínas Máx. 

Parcimônia 
417 640 919 

Proteínas com (no 

mínimo) 1 peptídeo 

proteotípico 

384 570 792 

 

 

Figura 5.11 – Distribuição de todas as proteínas identificadas com confiabilidade estatística (FDR 

<1) entre os grupos de análise.  
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 5.2.2. Proteoma Diferencial Identificado Entre os Grupos de Análise 

 

A quantificação relativa das proteínas foi obtida utilizando-se uma metodologia 

sem marcação, baseada na contagem de espectros de MS/MS (SC do inglês: spectral 

counting). A distribuição das proteínas identificadas e quantificadas entre os grupos de 

análise, foi realizada primeiramente entre pacientes e controles, na condição da presença 

de uma proteína em pelo menos duas amostras por grupo. Com esses critérios, de um total 

de 765 proteínas distribuídas, 397 foram alocadas na intercessão entre os dois grupos, 356 

proteínas foram alocadas como exclusivas do grupo pacientes e 12 exclusivas do grupo 

controle (Figura 5.12 A). Seguindo os mesmos critérios, na análise entre os grupos 

clínicos sepse e choque, de um total de 688 proteínas distribuídas, 560 foram alocadas na 

intercessão, 97 proteínas foram alocadas como exclusivas do grupo choque e 31 

exclusivas no grupo sepse (Figura 5.12 B). 

A estatística das diferenças de abundância das proteínas compartilhadas entre os 

grupos experimentais foi realizada no módulo Tfold. O número de proteínas 

diferencialmente abundantes nas comparações controles vs pacientes foram de 53 e 16 

proteínas, respectivamente (Figura 5.13 A). Em sequência, 10 e 4 proteínas foram 

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

 

Figura 5.12 – Proteínas compartilhadas e exclusivas entre os grupos de análise. A) Comparando 

os grupos de pacientes e controles; B) comparando os grupos sepse e choque. Para uma proteína 

ser distribuída no Diagrama de Venn, esta deve estar presente em ao menos duas amostras por 

grupo. 



81 
 

 

Figura 5.13 - Análise T-fold para determinação das diferenças de abundância entre as proteínas 

compartilhadas por A) amostras de pacientes e controles B) sepse e choque. Cada ponto representa 

uma proteína 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 proteínas de ponto azul satisfazem estatisticamente o valor de corte 

do fold change estabelecido. As proteínas amarelas também atendem ao limite de alteração de 

fold change, mas foram indicadas como estatisticamente diferentes. As proteínas do ponto verde 

atenderam ao ponto de corte de alteração de fold change, mas não podem ser anotadas como 

estatisticamente diferentes. Os pontos vermelhos não satisfizeram a alteração da dobra ou os 

cortes estatísticos. 

Para avaliar a heterogeneidade das amostras nos diferentes grupos biológicos 

(controle, sepse e choque), o arquivo matriz contendo todas as proteínas identificadas e 

quantificadas, foi submetido a análise do grau de perturbação molecular (MDP) que 

representa numericamente o grau de alteração de um proteoma “teste” em relação ao 

grupo controle. O proteoma dos pacientes mostrou ser alterado, entretanto, não há 

distinção evidente entre os subgrupos sepse e choque (Figura 5.14), cuja diferença no 

proteoma está essencialmente concentrada em proteínas exclusivamente identificadas no 

grupo choque. Este padrão pode ser observado no Heatmap, ao analisar o perfil de 



82 
 

abundância relativa do proteoma identificado, entre os três grupos de análise (Figura 

5.15).  

 

Figura 5.14 – Gráficos do Grau de Perturbação Molecular. O algoritmo pontua as amostras com 

base em sua perturbação quando comparadas às amostras Controles. A dispersão dos valores de 

expressão encontrados nas amostras de linha de base é usada para determinar se a expressão de 

uma amostra de caso único está dentro ou fora de dois desvios padrão da média das amostras do 

Controle. (A) histograma que representa os valores de cada indivíduo dos grupos em ordem 

crescente; (B) gráfico de pontos com valores individuais e a mediana e intervalo interquartil dos 

grupos.  

 

Figura 5.15 – Heatmap representativo das proteínas diferencialmente abundantes. Os valores de 

abundância são normalizados pelo z-score através da seguinte fórmula: abundância – valor 

médio/desvio padrão da abundância.  
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Adicionalmente, avaliamos a abundância global de todas as proteínas 

identificadas com pelo menos 1 peptídeo único, através dos valores de distribuição de 

espectros normalizado (NSAF). Esta análise é importante para determinar as proteínas de 

maior representatividade no proteoma e observar o intervalo dinâmico da abundância 

destas proteínas nas amostras (Figura 5.16 A, B e C). 
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Figura 5.16 – Proteínas de maior abundância relativa no proteoma, segundo o valor de NSAF. 

Cadeias de Fibrinogênio (FG), Haptoglobina (HP), Proteína mieloide sérica, (SAA1 e SAA2) 

Albumina (ALB) e Apolipoproteína CII e CIII (APOC2 e APOC3) possuem os maiores valores 

nos proteomas identificados, com proporções diferentes ente os grupos de análise. 

Controle: Albumina (ALB) 11%; Haptoglobina (HP) 9%; Cadeia Alfa do 

Fibrinogênio (FGA) 6%; Apolipoproteína C-II (APOC2) 6%; Cadeia Gama e cadeia Beta 

do Fibrinogênio (FGG e FGB) ambas com 5%; Apolipoproteína C-III (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%; Apolipoproteínas AI e 

(APOA1 e APOE) ambas 1%; Cadeia Alfa da proteína de ligação 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 distribuição 

de espectros restantes, estão distribuídos entre outras 360 proteínas que compõe o 

proteoma do grupo Controle. 

Sepse: Cadeia Gama do Fibrinogênio (FGG) 14%; Haptoglobina (HP) 13%; 

Cadeia Alfa do Fibrinogênio (FGA) 11%; Cadeia Beta do Fibrinogênio (FGB) 7%; 

Albumina (ALB) 6%; Proteína amilóide sérica A I e A II (SAA1 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 

proteína de ligação C4b (C4BPA) 2%; Apolipoproteína C-II (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 distribuição de 

espectros restantes, estão distribuídos entre outras 550 proteínas que compõe o proteoma 

do grupo Sepse. 

Choque: Cadeia Gama do Fibrinogênio (FGG) 14%; Haptoglobina (HP) 11%; 

Cadeia Alfa do Fibrinogênio (FGA) 11%; Proteína amilóide sérica A I e A II (SAA1 e 

SAA2) 5% e 8%; Cadeia Beta do Fibrinogênio (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%; Apolipoproteína C-II (APO C2) 1%; 

Constante 1 da cadeia Gama de imunoglobulina (IGHG1) 1%. Aproximadamente 28% 

do valor de distribuição de espectros restantes, estão distribuídos entre outras 770 

proteínas que compõe 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 número pequeno 

de proteínas típicas do plasma possui uma representação expressiva no proteoma 

identificado, compreendendo aproximadamente 70% do valor de normalização da 

abundância de espectros (NSAF).  

 

5.2.3 Componentes Celulares Enriquecidos no Proteoma de VEs. 

 

Esta análise se refere à classificação de todas as proteínas identificadas em cada 

grupo biológico em relação aos “componentes celulares” descritos no banco de dados do 

Gene Ontology, usando o programa FunRich no módulo de Análise de enriquecimento. 

Devido a necessidade de conversão dos identificadores proteicos para os seus respectivos 

correspondentes gênicos (gene name), o número das proteínas identificadas diminuiu, 

essencialmente por causa das isoformas e identificadores não 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 proteínas de cada grupo separadamente, e após 

selecionarmos a função de análise de termos classificados no Gene Ontology como de 

“componentes celulares”, os 10 principais termos enriquecidos com significância 

estatística (FDR) foram: componentes do núcleo e nucléolo; centrossomo; mitocondriais; 

espaço/região extracelular; citoesqueleto; membrana plasmática, lisossomo e exossomos. 

As diferenças entre os grupos de análise (controle x sepse x choque) são mais acentuadas 
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no grupo controle, com menor porcentagem de representação nos termos de componentes 

do núcleo/nucléolo, centrossomo, mitocondriais, membrana plasmática, lisossomo e 

exossomos, possuindo uma representação mais elevada no termo de componentes da 

região extracelular e espaço extracelular. De modo geral, os grupos sepse e choque 

possuem representatividade semelhante (Figura. 5.17). 

 

Figura 5.17 – Análise de enriquecimento das listas de proteínas dos grupos controle, sepse e 

choque, baseados no banco de dados do Gene Ontology usando o programa FunRich. No gráfico, 

o eixo y corresponde aos componentes celulares de maior significância estatística e no eixo x a 

quantidade proteínas associadas a estes termos, já convertidas para gene name.  

Alternativamente, analisamos as proteínas identificadas nosso estudo com as 

proteínas anotadas no banco de dados Vesiclepedia. Este banco possui listas de proteínas 

e dados de VEs, identificados em mais de 1.254 estudos independentes. Para nossas 

comparações, selecionamos do banco somente as entradas provenientes de experimentos 

com VEs de plasma humano. Das 13.550 proteínas humanas contidas do banco, 1.485 
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proteínas (referentes a 320 experimentos) eram provenientes de trabalhos cuja análise foi 

realizada exclusivamente com VEs de plasma. 

Quando comparamos todas as proteínas do grupos de análise (controle, sepse e 

choque) com as 1.485 proteínas selecionadas do banco Vesiclepedia, observamos que 

aproximadamente 70% ou 491 proteínas identificadas no nosso estudo estão anotadas 

neste banco. Logo, 211 proteínas ou aproximadamente 30% são exclusivas da nossa 

análise. Destas, o grupo choque foi o que obteve maior número de proteínas exclusivas 

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

 

Figura 5.18 - Diagrama de Venn das comparações entre as proteínas do Vesiclepedia e as 

identificadas no proteoma de VEs (divididas entre os grupos biológicos controle, sepse e choque). 

O banco utilizado é composto por 1.461 proteínas identificadas em experimentos com VEs 

provenientes do plasma. 

Proteínas 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, C1R], da 

coagulação sanguínea [SERPIND1, HRG, VWF, KLKB1, F13A1, KNG1, SERPING1, 

FGB, FGA, F2, PLG, GP1BA, FGG, F8, F13B, SERPINC1, F5, PROS1, SERPINA1] , 

e da adesão celular [MYH9, VTN, LAMC1, THBS1, VWF, LGALS3BP, TNC, 

FERMT3, COL6A3, GP1BA, THBS4, CD9, SVEP1, RELN, CD36, ITGB3], bem como 

diversas proteínas componentes dos transportadores de lipídeos [LBP, APOC3, APOB, 

APOA1, APOE,  APOL1, APOA2, APOM, APOF, PLTP, APOC1, APOC2, APOC4] 
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são algumas das principais proteínas da intercessão entre o banco de dados e os diferentes 

grupos de análise. Adicionalmente, as 970 proteínas representadas no Venn como 

exclusivas do banco de dados estão associadas a termos que não são observados no 

proteoma de nenhum grupo de análise, tais como, proteínas da reação oxirredutase, 

(exemplo: IDH3A, IFI30, TBXAS1, IDH1, GPX1, ALDH3A1, CYB5R2, MDH1, IDO2, 

HADH, HADHA, PDHB, G6PD) componentes celulares como de mitocôndria (exemplo: 

SLC25A11, SLC25A3, SLC25A5, SLC25A6, NDUFS3, NDUFA4, NDUFA5, 

NDUFB8, NOA1, NNT,  ATP5O, ATP5J2, , ATP5C1, ATP5L, ATP5H, ATP5I) e 

proteínas envolvidas no processo de interação vírus-hospedeiro (exemplo: CD4, MAPK1, 

MSH6, ITGAV, BRD4, PSMB6, PSMB4, RAB6A, LAMP1, CAV1, UCKL1, FDPS, 

GYPA, NCKAP1, CD247, SRC, HLA-DRA, AP1M1, MAVS, VAPB, HTR2A, RAN, 

KRT8, WASF2, PSMB3), portanto, diferentes do conteúdo esperado para nossas 

amostras. 

 

5.3 Vias Representadas Pelo Proteoma Diferencial dos Grupos de Análise.  

 

Para identificar as vias bioquímicas estatisticamente super-representadas (over-

representation analysis) pelas proteínas 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 os grupos biológicos da 

seguinte forma: controle vs pacientes (Pacientes = sepse + choque); e sepse vs choque. 

No item 5.2.2 são observados os resultados da análise quantitativa, usados para montagem 

das listas para as análises, as seguintes informações:  
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Tabela 5.7: Resultados da etapa de quantificação do proteoma de VEs dentre os grupos 

de análise. 

 

5.3.1 Pacientes vs Controles 

 

Para estas análises geramos uma lista para cada grupo, contendo as proteínas 

alocadas exclusivamente, somado as proteínas classificadas como diferencialmente 

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

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

significância estatística (Figura 5.19) e suas respectivas proteínas relacionadas ao grupo 

PACIENTES foram: 

Ativação, sinalização e agregação plaquetária; 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 proteínas associadas ao complexo GP1b-IX-V [FLNA, 

GP1BA, GP1BB, GP5, GP9, VWF e YWHAZ] em conjunto com elementos coagulação: 

F10, F8 e F9. 

Sistema Imune Inato; composto essencialmente por proteínas do processo de 

degranulação de neutrófilos, ADAM10, ALDOA, ANPEP, ARPC5, BIN2, CAP1, 

CAPN1, CD36, CD44, CD53, CD59, CPNE3, CTSG, EEF1A1, FCER1G, GSTP1, HLA-

B, HPSE, HSP90AA1, HSP90AB1, HSPA1A, HSPA8, 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, CFHR5, CRP e VTN. 

Comunicação célula-célula e interações entre superfície com a parede vascular; 

ACTN4, ACTN1, FLNA, FYN, RAC1, ITGA6/ITGB1, JAM-A, VASP, FLNC, ILK, 

 A) Total 

de 

proteínas 

B) 

Exclusivas 

C) 

Exclusivas 

D) 

Diferencialmente 

abundantes - up 

E) 

Diferencialmente 

abundantes - down 

Controle x 

Pacientes 
765 

12 

(controles) 

365 

(pacientes) 
16 (pacientes up) 53 (pacientes down) 

Sepse x 

Choque 
688 31 (sepse) 97(choque) 4 (choque up) 10 (choque down) 
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RSU1, PARVB, SFTPD, CLDN5, FCER1G, LYN, PECAM1, PPIA, SELP, BSG, 

ITGB2, KRAS, SPN. Proteínas envolvidas na organização e na interação de células com 

a matriz extracelular; ACTN1, ADAM10, APP, BSG, CAPN1, CD44, COL18A1, 

COL3A1, COL4A2, CTSG, EMILIN2, 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.  

 

Figura 5.19 - Mapa de enriquecimento de vias das proteínas 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 estatístico (FDR > 0.01). 

De maneira complementar e bem menos complexo, as vias/termos enriquecidos 

com maior significância estatística (Figura. 5.20) e suas respectivas proteínas 

relacionadas ao grupo Controle foram:  

Sistema complemento (ativação, via clássica e via lectina; regulação negativa): C1QC; 

C4BPB; CFH; CFP e MASP1.  

Coagulação e fibrinólise (formação:  KLKB1, F13B, A2M; dissolução: HRG; 

SERPINF2). E outros componentes também envolvidos na ativação plaquetária: HRG; 

APOA1; ITIH4; CLEC3B; SERPINF2; A2M; ECM1; SERPINA4.  
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Lipoproteínas: APOA1; APOC3; APOA4 e A2M. 

 

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

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 estatístico (FDR > 0.01). 

 

5.3.2 Sepse vs Choque 

 

Para estas análises geramos uma lista para cada grupo, contendo as proteínas 

alocadas exclusivamente, somado as proteínas classificadas como diferencialmente 

abundantes, (Tabela 5.7: Sepse = listas B+E e Choque = listas C+D). Somadas são 41 

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

As vias/termos enriquecidos com maior significância estatística (Figura 5.21) e 

suas respectivas proteínas relacionadas do grupo sepse foram: 

Homeostase; CLU, FLNA, SELP, SOD1, SPARC, TUBB4A. De modo mais pontual, 

foram observadas proteínas que participam da Organização da Dinâmica do 

citoesqueleto; CORO1C, TUBB4A, SOD1, ARPC5, FLNA, ACTR3. 
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. 

 

Figura 5.21 - Mapa de enriquecimento de vias das proteínas 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 

estatístico (FDR > 0.01). 

As vias/termos enriquecidos com maior significância estatística (Figura 5.22) e 

suas respectivas proteínas 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.  

Sinalização celular via citocinas e interleucinas : ANXA1, LCP1, 

SOD2, CAPZA1, FYN, LCN2, CDC42, LYN, ICAM1, CD44 e IFITM3.  

Interações da organização extracelular : BSG, CD44, COL18A1, 

COL3A1, COL4A2, COL6A1, F11R, HSPG2, ICAM1, LAMA2, PRSS2, e 

Interações Celulares: CD99, CD44, BSG, FYN, F11R, SPN, LYN.  
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Figura 5.22- Mapa de enriquecimento de vias das proteínas exclusivas (C na tabela 5.7) e 

diferencialmente abundantes (up ou D na tabela 5.7) do grupo Choque. Os termos organizados 

em grafos possuem sua representatividade indicada pela cor mais intensa nos termos de maior 

valor estatístico (FDR > 0.01). 

 

5.4 Rede de Interação do Proteoma Diferencial Identificado nas VEs de 

Pacientes.  

  

A fim de avaliar o grau interação e de intermediação das proteínas identificadas 

nas VEs do grupo de pacientes, foi construída uma rede de interação proteína-proteína, 

com auxílio do programa NetworkAnalyst. Este programa monta uma rede de interações 

com base no input (proteoma identificado), adicionando proteínas diretamente 

relacionadas, com interações 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 nós e 

4.666 interações. Os maiores Seeds correspondem aos nós com grau de interação mais 

significativos (Figura. 5.23) são esses: UBA52; HSP90AA1; RAC1; RHOA; CDC42; 

FYN; UBC; HSP90AB1; GNAI3; HSPA8; LYN; RAC2; YWHAZ; YWHAE; APP; 

YWHAB; H2AFX; EEF1A1; YWHAG. cujas descrições podem ser resumidamente 
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observadas na Tabela 5.8. O proteoma referente aos demais grupos de análise não 

possuem entradas suficientes para compor uma rede com escore de confiabilidade 

adequado.  

 

 

 

Figura 5.23 – Rede de interação proteína-proteína com as identificações relativas ao grupo de 

amostras clínas. As interações são feitas pela base de dados do string interactome com escore de 

evidencias clínica em 900. Os nós mais relevantes (seeds) são destacados por tamanho e  

coloração mais intensa. 
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Tabela 5.8 – Relação dos principais nós (proteínas) da rede de P.P.I. do grupo pacientes, 

o valor da interação e a descrição resumida das proteínas.  

Principais 

proteínas da 

rede PPI 

(Pacientes) 

Escore Descrição 

Distribuição da 

proteína no grupo 

Pacientes 

UBA52 306 

Proteína ribossômica L40 

Ubiquitina-60S: Constituinte 

estrutural do ribossomo. 

Em 5 amostras do 

grupo Pacientes. 

HSP90AA1 238 

Proteína Heat shock HSP 90-alpha: 

Proteína chaperona; atua na ativação 

de células imunes. Recentemente foi 

observado como alvo do miR-1 no 

modelo de lesão em 

isquemia/reperfusão. 

Em 7 amostras do 

grupo Pacientes. 

RAC1 226 

GTPase Rac1: Transdutor de sinal 

que regula vários processos 

relacionados a reações 

inflamatórias, como adesão celular, 

quimiotaxia, permeabilidade 

vascular e reorganização do 

citoesqueleto. 

Em 10 amostras do 

grupo Pacientes. 

RhoA 212 

 Pequena GTPase: Principalmente 

associado à organização do 

citoesqueleto. 

Em 6 amostras do 

grupo Pacientes. 

CDC42 190 

Homólogo de proteína de controle 

de divisão celular 42: Pequena 

GTPase associada à membrana 

plasmática 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 proteínas efetoras para regular as 

respostas celulares. 

Em 4 amostras do 

grupo Pacientes. 

FYN 154 

Proteína Tirosina quinase Fyn. 

desempenha um papel em muitos 

processos biológicos, incluindo 

regulação do crescimento e 

sobrevivência celular, adesão 

celular, sinalização mediada por 

integrina, remodelação do 

citoesqueleto, motilidade celular, 

resposta imune 

Em 3 amostras do 

grupo Pacientes. 

HSP90B1 121 

Proteína Heat shock HSP 90 beta1 

(endoplasmina): Em contraste com 

outras chaperonas, a endoplasmina é 

seletiva, menos de 20 proteínas alvo 

parecem exigir a endoplasmina para 

dobramento, como os receptores 

Toll-like e integrinas, sendo assim 

Em 7 amostras do 

grupo Pacientes. 
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associada a uma chaperona 

importante na regulação da 

imunidade inata e adaptativa. 

GNAI3 119 

Proteína G (i) de ligação ao 

nucleotídeo da guanina subunidade 

alfa-3. As proteínas heterotriméricas 

de ligação ao nucleotídeo guanina 

(proteínas G) funcionam como 

transdutores a jusante dos receptores 

acoplados à proteína G (GPCRs) em 

numerosas cascatas de sinalização. 

Em 4 amostras do 

grupo Pacientes. 

HSPA8 103 

Proteína Heat shock 71 kDa: 

Envolvida na apresentação de 

peptídeos antigênicos via MHC II 

para células T CD4. Ação de 

ATPase na desmontagem de 

vesículas 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-proteína quinase Lyn: Da 

família de tirosina quinases 

citoplasmáticas (Src); transmite 

sinais de receptores de superfície e 

desempenha um papel importante na 

regulação de mecanismos 

envolvidos na respostas imune como 

hematopoiese, respostas a fatores de 

crescimento e citocinas, sinalização 

de integrina, como também na 

respostas a danos ao DNA e agentes 

genotóxicos. Funciona como 

regulador negativo, ou ativador, 

dependendo do contexto molecular. 

Em 4 amostras do 

grupo Pacientes. 

RAC2 91 

GTPase Rac2: Regulador chave na 

modulação da funcionalidade dos 

neutrófilos por ROS e NO, tendo 

envolvimento já reportado na 

geração de NETs. 

Em 10 amostras do 

grupo Pacientes. 

YWHAZ 85 

14-3-3 proteína zeta:  Da família de 

proteínas 14-3-3 que modulam a 

transdução de sinal por meio da 

fosforilação de motifs serina / 

treonina de proteínas-alvo. 

Particularmente a YWHAZ atua na 

regulação da sobrevivência celular 

Em 14 amostras do 

grupo Pacientes. 
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interagindo com muitas proteínas 

apoptóticas. 

YWHAE 72 

14-3-3 proteína épsilon: 

Recentemente relatado que 14-3-3 ε 

pode coordenar suas interações 

dinâmicas com TAK1 e PPM1B 

para modular diferencialmente as 

mudanças induzidas por TNF-α na 

atividade de NF-κB// 

Adicionalmente, foi demonstrado 

que a ligação de PPAR ao gene 14 - 

3-3ε e subsequente expressão 14-3-3 

desencadeou efeitos antiapoptóticos 

em células endoteliais humanas. 

Em 12 amostras do 

grupo Pacientes. 

APP 69 

Proteína precursora de beta 

amilóide. Implicada em uma série de 

funções fisiológicas, inclusive na 

regulação da formação das sinapses 

Em 2 amostras do 

grupo Pacientes. 

YWHAB 63 

14-3-3 proteína beta: Recentemente 

relatado uma possível influência na 

gliconeogênese hepática, uma vez 

que aumenta a expressão de PEPCK 

e G6Pase por ligação 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. 

EEF1A1 60 

Fator de alongamento 1-alfa 1. 

Promove a ligação dependente de 

GTP do aminoacil-tRNA ao sítio A 

dos ribossomos durante a síntese de 

proteínas. Desempenha um papel na 

regulação positiva da transcrição de 

IFNG em células T auxiliares 

Em 2 amostras do 

grupo Pacientes. 

YWHAG 55 

Proteína 14-3-3 gama: 

Recentemente observada em 

autoexpressão em artérias lesadas e 

células de músculo liso vascular 

humano, estimuladas por fator de 

crescimento e citocinas. 

Em 10 amostras do 

grupo Pacientes. 

YWHAQ 54 

Proteína 14-3-3 teta: Recentemente 

foi observado que as ligações dessa 

isoforma com proteínas do ciclo 

celular é aumentada em modelo de 

infecção. 

Em 9 amostras do 

grupo Pacientes. 
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5.5 Mapeamento das Proteínas Envolvidas na Ativação Plaquetária e Degranulação de 

Neutrófilos. 

 

Algumas proteínas associadas a processos de grande interesse para o contexto 

biológico, como ativação plaquetária e degranulação de neutrófilos, segundo a análise de 

enriquecimento, foram usadas na construção de um heatmap para uma sub-análise. De 

modo geral, estes processos tiveram maior representatividade no proteoma das amostras 

de pacientes (Figura 5.24) destacando os seguintes grupos:  

Glicoproteínas do complexo GP1B-IX-V, que estão envolvidas na adesão inicial 

de plaquetas a componentes subendoteliais, expostos após injúria, como o Fator de Von 

Wilerbrand, colágeno e laminina (127,128). Proteínas de ligação a actina identificadas 

como Profilina-1, Filamina-A e C, Cofilina e VASP compondo um grupo de moléculas 

importantes na regulação da dinâmica do citoesqueleto, em conjunto com as pequenas 

GTPases como RAC1, RAC2, RAP1B e CDC42 (129), sendo a reorganização do 

citoesqueleto um processo fundamental para as alterações morfológicas de plaquetas, 

decorrente das ligações com componentes subendoteliais, por exemplo (130). Proteínas 

associadas a ativação e degranulação de neutrófilos como Olfactomedin 4, 

Mieloperoxidase, Catepsina G e Lisozima C, que interessantemente estão presentes de 

forma mais acentuada em amostras do grupo choque séptico, sendo fundamentais para 

eliminação de patógenos. Em contrapartida, a disseminação e o aumento dos níveis 

intravasculares dessas proteínas, podem induzir aumento da proteólise, lesão endotelial e 

falência de órgãos (131). Em um ensaio clínico recente com pacientes cirúrgicos, 

pesquisadores observaram que um painel de marcadores da degranulação de neutrófilos 

como um indicador para choque séptico (132). 
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Figura 5.24 - Proteínas associadas a ativação plaquetária e degranulação de neutrófilos, entre os 

grupos de análise. Os valores de abundância relativa foram normalizados pelo z-score e dispostos 

em um mapa de calor, feito com auxílio da ferramenta Heatmapper. As proteínas destacadas 

podem ser observadas nas redes de PPI entre as proteínas do processo de Ativação plaquetária 

(rosa) e Degranulação de Neutrófilos (azul). Os nós que representam suas respectivas proteínas 

(símbolos gênicos) estão dispostos em layout radial. 
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6. Discussão 
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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 saudáveis. Ambas as áreas de pesquisa, sepse e VEs plasmáticas, 

apresentam desafios que podem impactar diretamente nos resultados, como abordado na 

revisão de Reaven e colaboradores (59). Nesta revisão, os autores destacam a diversidade 

de métodos de isolamento/enriquecimento de VEs, e as divergências entre grupos de 

pesquisa quanto à seleção 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 são: isolamento 

por ultracentrifugação; por centrifugação seriada ou diferencial; por esferas de 

imunoafinidade, e por cromatografia de exclusão molecular (133). Alguns trabalhos 

comparam estes protocolos de isolamento (134–136) e descrevem que, atualmente todos 

os métodos disponíveis apresentam prós e contras, que devem ser analisados de acordo 

com o objetivo principal de cada estudo: 

Métodos de centrifugação seriada ou ultracentrifugação, se baseiam na separação 

sequencial de partículas por sedimentação, dependente de tamanho e densidade, e usando 

forças centrífugas (usualmente 10.000 e 100.000 x g) em determinado tempo (102,137). 

São relativamente simples quanto à disponibilidade de materiais, sendo a centrífuga ou 

ultracentrífuga os únicos equipamentos requeridos. Entretanto, proteínas não relacionadas 

às VEs e lipoproteínas, tendem a co-precipitar com as VEs (102). Estes métodos também 

podem alterar a morfologia das VEs (138), prejudicando análises funcionais ou mesmo 

análises de quantificação e caracterização de tamanho, que dependem da integridade 

destas estruturas.  

Esferas de imunoafinidade geralmente são usadas para melhorar a especificidade, 

como um método complementar ou independente, enriquecendo um subgrupo célula-

dependente de VEs. Sua principal desvantagem é a dependência de 

marcadores/anticorpos específicos e o custo dos kits de isolamento (136). 

Adicionalmente, a remoção dos marcadores durante o experimento também pode alterar 

a morfologia das VEs (139).  

A cromatografia de exclusão molecular tem sido usada para isolamento de VEs 

por ser um método simples, rápido, que não depende de equipamentos complexos e que 

preserva a estrutura das VEs (133,140). Entretanto, é descrito que, assim como em 
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métodos baseados em sedimentação, as VEs são co-isoladas com lipoproteínas, 

principalmente as de baixa densidade (44). 

Independentemente do método de isolamento escolhido, para fins de análise por 

espectrometria de massas, a separação 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 compatível com a análise proteômica, 

pois não há consenso na literatura sobre a eficiência dos métodos disponíveis. Tal 

necessidade ocorre pela interferência de proteínas abundantes do plasma, na análise 

proteômica das proteínas menos abundantes, contidas nas VEs. A concentração de 

proteínas no plasma varia em mais de 10 ordens de magnitude (10 à 1011 pg/mL) (96), 

dificultando a identificação das proteínas menos abundantes. Por essa característica do 

proteoma do plasma e devido à natureza de análise por espectrometria de massas, 

especialmente quando a aquisição é dependente do dado (DDA), as proteínas mais 

abundantes tendem a ser favorecidas na identificação (144).  

Tendo estas questões levantadas, nosso primeiro experimento foi o isolamento de 

VEs do plasma por Centrifugação Seriada (CS). Em um experimento-piloto, VEs isoladas 

por CS em 1 mL de plasma, foram submetidas a análise proteômica. Nesse resultado, foi 

observado que 25% dos espectros associados a identificação (PSMs) foram referentes à 

albumina (17.053 de 68.066 espectros, Tabela 5.2). Além disso, ApoB100 foi a 

apolipoproteína com mais identificações (1.641 de 2767 espectros associados a 

apolipoproteínas). Somando-se albumina e todas as apolipoproteínas, 29,11% das 

identificações se referiram à estas moléculas.  

Alternativamente, a eficiência do isolamento de VEs por SEC também foi testada. 

Os resultados demonstraram que, na cromatografia, as VEs são eluidas entre as frações 6 

e 14, corroborando com a literatura (Figura 5.1) (124). Adicionalmente, foi observado 

que há uma sobreposição entre a eluição das VEs e das proteínas plasmáticas, 

essencialmente a partir da fração 11 (Figura 5.1). Para avaliar quais frações estavam 

enriquecidas com VEs e continham a menor “contaminação” com proteínas plasmáticas, 

analisamos por espectrometria de massas, as frações de 1 a 5 em conjunto e de 6 a 14 

individualmente, onde observamos que os espectros referentes a albumina chegam a 

triplicar entre a fração 11 e a fração 12. Adicionalmente, uma quantidade expressiva de 

espectros referentes a apolipoproteínas também foram observados entre as frações de 6 a 

11, enriquecidas com VEs (Figura 5.3). 
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Com base nesses resultados, foi decidido testar a eficiência dos métodos de 

isolamento de VEs plasmáticas, por CS ou SEC, para posterior análise proteômica. Para 

tal, foram utilizadas 4 amostras de plasma de doadores saudáveis e testamos o 

desempenho da CS e da SEC, com e sem a adição de uma etapa de separação de LDL por 

ultracentrifugação com gradiente de densidade bifásico (UG) na tentativa de retirar as 

lipoproteínas e aumentar as identificações de proteínas de VEs por espectrometria de 

massas. 

 Na análise proteômica das VEs isoladas por esses 4 métodos, foi observado que, 

apesar da eficiência de UG na redução dos espectros referentes a apolipoproteínas 

(redução de 2,9% para 1,9% por CS e redução de 8,8% para 2,1% por SEC) os 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 proteínas identificas com o 

banco de dados Vesiclepedia, foi observado que o proteoma de VEs isoladas por SEC, 

obteve maior sobreposição com o banco, com ou sem aplicação de UG (105 proteínas em 

SEC+UG e 103 proteínas em SEC), comparado com o proteoma de VEs isoladas por CS 

(86 proteínas em CS+UG e 83 proteínas em CS).  

É importante ressaltar, que o banco Vesiclepedia é alimentado por dados obtidos 

através de diversos trabalhos, que investigam moléculas de VEs em diferentes contextos 

biológicos. Esses dados carecem de validações complementares, que auxiliem na 

confiabilidade em afirmar que as moléculas encontradas são provenientes de VEs 

especificamente, ou se esse conjunto de dados podem conter, por exemplo, proteínas do 

plasma. Porém, é uma ferramenta necessária, que auxilia na avaliação das principais 

moléculas frequentemente encontradas nos estudos que exploram o conteúdo de VEs. Por 

último, avaliando o tempo e o labor necessário em cada protocolo, concluímos que a 

adição do passo de UG não 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 números de 

identificação de peptídeos e proteínas (Tabela 5.4) Adicionalmente, a identificação 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 apolipoproteínas foram identificados em maior 

quantidade, no proteoma de VEs isoladas por SEC (4.231 associados a apolipoproteínas, 

obtidos por CS e 13.526 espectros obtidos por SEC). Somando os espectros associados a 

albumina e apolipoproteínas, ambos os métodos possuem cerca de 30% dos seus espectros 
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identificados, associados a esses potenciais “contaminantes”. Vale ressaltar que ainda são 

necessários testes complementares, voltados para averiguação da presença e da real 

proporção de proteínas comuns no plasma nas VEs. Assim, tendo em consideração os 

parâmetros: tempo de processamento; número de peptídeos identificados; número de 

proteínas inferidas; percentagem de espectros associados a albumina/apolipoproteínas; e 

intercessão com proteínas anotadas nos bancos de dados de VEs (Figura 5.4), escolhemos 

SEC como o método de isolamento mais apropriado para identificação do proteoma de 

VEs do plasma das amostras experimentais. 

Outro aspecto importante em estudos que abordam amostras clínicas de condições 

complexas como a sepse, são os critérios de seleção da coorte de interesse. Reaven e 

colaboradores (59) comentam as dificuldades inerentes a natureza extremamente 

heterogênea desses pacientes, como exemplo, os possíveis sítios de infecção, agentes 

etiológicos, comorbidades pré-existentes e fatores demográficos. Os estudos realizados 

com coortes heterogêneas de sepse, refletem a realidade clínica, e os resultados dessas 

observações podem ser associados a uma população-alvo mais ampla. Em contrapartida, 

essa grande heterogeneidade pode mascarar potenciais achados associados a subgrupos 

mais homogêneos, que só 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 são heterogêneas quanto ao sítio de infecção, sendo 8 pacientes com 

infecção de trato respiratório, 6 pacientes com infecção do trato urinário e 4 amostras com 

outros focos infecciosos, como apresentado na Tabela 3.1, corroborando com os dados da 

literatura que o classificam infecções do trato respiratório como mais frequente entre os 

pacientes com sepse (145). Adicionalmente, não houve diferença significativa entre as 

médias de idade dos grupos, sendo as diferenças de idade, uma questão importante na 

funcionalidade do sistema imune (146).  

Durante o isolamento de VEs por SEC das amostras clínicas, observamos que os 

perfis de eluição das proteínas plasmáticas foi reprodutível ao longo das 35 frações 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 eluição das proteínas 

deslocado, como observado na Figura 5.5 H e I. Uma hipótese para este problema é a falta 

de reprodutibilidade entre as cromatografias, quando feitas manualmente. Como não foi 

possível repetir a cromatografia e devido à falta de reprodutibilidade, optamos por não 

usar estas amostras nas análises seguintes.  
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Para avaliar a quantidade das vesículas isoladas, estabelecemos uma colaboração 

com o grupo científico da PensaBio e usamos a técnica de rastreamento de nanopartículas 

(NTA) com o equipamento NanoSight NS300 

(https://www.pensabio.com.br/post/pensabio-caso-fiocruz). A análise por NTA permitiu 

determinar a faixa de tamanhos das partículas observadas e a concentração de cada 

amostra. Na literatura,  há registros de maiores concentrações de partículas quantificadas 

no plasma de pacientes com trauma grave, comparados a controles saudáveis, analisados 

por NTA (147). A concentração de partículas de origem celular específica, como de 

neutrófilos, também foi observada em maior concentração em  amostras de pacientes com 

sepse, e ainda mais elevada no grupo choque (148). Em nosso resultado de quantificação 

de partículas por NTA, observamos que concentrações obtidas entre as amostras dos 

grupos de análise foram variáveis (Figura 5.6) sendo o coeficiente de variação mais baixo, 

observado nas amostras do grupo controle. A quantidade média de partículas isoladas por 

grupo de análise, não demonstrou diferença significativa, apesar da média do grupo 

choque indicar uma maior concentração de partículas, comparado aos demais grupos 

(Figura 5.8). Futuramente, ao submeter essa mesma análise em uma coorte mais ampla, 

possamos esclarecer a relação de quantidade de partículas e o quadro clínico de forma 

mais robusta. Apesar das diferenças na concentração de VEs entre as amostras, não 

observamos diferenças nas principais faixas de tamanho, que foram entre 50 e 150 nm 

(Figura 5.7).  Adicionalmente, após a obtenção da concentração das proteínas de 

partículas isoladas, não foi possível estabelecer uma associação direta entre concentração 

proteica e concentração de partículas por amostra, ainda que aparentemente, algumas 

amostras do grupo Choque, com concentrações de VEs/µl semelhantes ao observado em 

outros grupos de análise, renderam menos proteínas (Figura 5.9). Diversos fatores podem 

influenciar esse resultado, como a própria característica da VE, visto que são estruturas 

também heterogêneas tanto em tamanho bem como em conteúdo de biomoléculas. 

É importante ressaltar, que um fator limitante do nosso estudo é a diferença entre 

a data da coleta, e o tempo de armazenamento das amostras. As amostras clínicas foram 

coletadas dos pacientes e armazenadas a -80oC no Instituto D’Or de Pesquisa e Ensino 

(IDOR) entre agosto de 2015 e setembro de 2017. As amostras dos doadores saudáveis 

(controles) foram obtidas ao longo do último semestre de 2019. Uma hipótese é que essa 

diferença possa ter interferido na integridade das VEs e, consequentemente, na 

concentração destas estruturas e seu conteúdo, uma vez que o método de isolamento 

escolhido, é dependente da integridade das VEs. Para fins de análises futuras, amostras 
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de doadores saudáveis podem ser usadas como controle de qualidade, sendo coletadas e 

armazenadas sob as mesmas condições das amostras clínicas, evitando assim, possíveis 

diferenças nas análises não relacionadas às condições fisiopatológicas.  

A quantificação e a origem celular são informações muito valiosas para 

compreender a dinâmica do processo de comunicação intercelular, mediado pelas VEs 

durante a resposta imune. Dados da investigação de Nieuwland e colaboradores, que 

avaliaram a origem celular de microvesículas (MVs) de pacientes na sepse 

meningocócica, demonstraram que as MVs de plaquetas predominaram 

significativamente sobre as de outros tipos celulares avaliados, seguido por MVs de 

granulócitos (149). Neste estudo, as MVs de origem plaquetária não mostraram alterações 

no número de partículas, quantificadas no período de admissão, e após 4h, 10h, 16h, 24h 

e 36h, enquanto MVs derivadas de granulócitos diminuíram durante as primeiras 10 horas 

após a admissão. A avaliação da origem celular das VEs era um dos nossos objetivos, que 

não pode ser realizado até o presente momento, mas é uma importante perspectiva. 

Tendo abordado as análises sobre isolamento, quantificação e determinação do 

tamanho das VEs, passamos para a análise do proteoma. Neste trabalho, partindo de um 

volume fixo de 1,5 mL do pool de frações enriquecidas da SEC, foi possível obter, em 

todas as amostras, material suficiente para as análises por espectrometria de massas. Nas 

amostras de pacientes observamos uma concentração média maior de proteínas quando 

comparado ao grupo controle, entretanto, há variabilidade entre as amostras, em ao menos 

duas amostras de pacientes, a concentração de proteínas obtida ficou abaixo de 0,170 

µg/µL (Tabela 5.5).  

Após tripsinização e purificação dos peptídeos, os dados adquiridos por 

espectrometria de massas, foram utilizados para identificação e inferência das proteínas 

com auxílio do programa Patterlab for Proteomics 4.0. Os números absolutos de 

identificação (Tabela 5.6) a nível de espectros (PSMs), peptídeos e proteínas são mais 

elevados nos grupos clínicos, especialmente no grupo choque, interessantemente o grupo 

choque foi o grupo clínico com a maior média de partículas quantificadas por NTA. 

Futuramente, uma análise com número maior de amostras poderá esclarecer a possível 

relação entre quantidade de VEs e proteínas, associadas a gravidade, como apontado em 

indícios recentes na literatura (150) 

Avaliando qualitativamente o proteoma das VEs nos grupos de análise, 

encontramos proteínas previamente descritas em VEs, como: proteínas da família das 
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Anexinas (A1 - ID: P04083; A2 – ID: P07355, A3 – ID: P12429, A4: ID: P09525, A5 – 

ID: P08758, A6 – ID: P08133, A7 – ID: P20073 e A11 – 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/ O75882/ O43707/ Q562R1), Tubulina (ID: 

Q9H4B7/ P68363/ P68366/ P07437/ Q9NY65/ P0DPH7/ Q9BUF5/ P68371), Moesina 

(ID: P26038), Cofilina (ID: P23528); Proteoglicanos: Versican (ID: P13611) Biglycan 

(ID: P21810), Heparan sulfato (ID: P98160); glicoproteínas: Tenascin (ID: P24821), 

Fibronectina (ID: P02751); enzimas glicolíticas: aldolase A (ID: P04075), Gliceraldeído 

3-fosfato desidrogenase (ID: P04406), Alfa enolase (ID: P06733), Piruvato quinase (ID: 

P14618) e Lactato desidrogenase (ID: P07195/ P00338); proteínas do complexo de 

histocompatibilidade: HLA de classe I (ID: P01889/ P10321/ P04439); proteínas 

transdutoras de sinal da família 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); proteínas citosólicas: subunidades de proteassoma (ID: Q99436/ 

P49721/ P20618/ P28074/ P25787/ P60900/ O14818) e entre outras.  

Também foi observado nos nossos dados, proteínas que indicam a presença de 

VEs provenientes de plaquetas e leucócitos: CD42a (ID: P14770), CD42c (ID: P13224), 

CD42d (ID: P40197), CXCL4 (ID: P10720), CD62P (ID: P16109), CD177 (ID: 

Q8N6Q3) e CD14 (ID: P08571). Proteínas associadas especificamente a células 

endoteliais, linfócitos e células dendríticas não 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 possível selecionar somente as proteínas 

de VEs isoladas do plasma humano. Assim, comparamos nossos dados com esta lista, e 

observamos uma sobreposição de 70%, indicando que nossos resultados estão de acordo 

com o encontrado por outros grupos de pesquisa. Entretanto, o desafio metodológico 

acerca do isolamento de VEs do plasma, pode impactar na confiabilidade dos dados 

depositados nos bancos atuais, especialmente acerca da presença de proteínas 

plasmáticas, como comentado previamente. Para avaliar, superficialmente, a abundância 

global das proteínas identificadas em cada grupo de análise, e observar a relevância de 

proteínas comuns do plasma nas identificações, procuramos observar a distribuição 

normalizada dos espectros de massas identificados (Figura 5.16), partindo da premissa 

que, proteínas abundantes tendem a contribuir com mais peptídeos na amostra, e 
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consequentemente, contribuir com mais espetros identificados. Nesse sentido, as cadeias 

de fibrinogênio; albumina; haptoglobina; apolipoproteínas C-II, CIII, E, A-I e cadeias de 

imunoglobulinas, possuem os maiores valores atribuídos a distribuição de espectros 

identificados (Figura 5.16). Entender o impacto da identificação de proteínas abundantes 

do plasma, e sua possível interferência na identificação de proteínas de VEs, é uma 

questão que motiva ao grupo, em dar continuidade no processo de otimização do 

isolamento de VEs, voltado para análises por espectrometria de massas, buscando 

enriquecer o proteoma de VEs. 

Em seguida, quantificamos o proteoma dos grupos de análise, pelo método de 

contagem espectral (spectral counting)(113). Optamos por considerar as proteínas 

identificadas em 2 replicatas técnicas, e ao menos 1 peptídeo proteotípico identificado 

(Tabela 5.6). Considerando a distribuição no diagrama de Venn de todas as proteínas 

quantificadas (Figura 5.11), observamos uma total de 903 proteínas, desse conjunto, cerca 

de 60% (543 das 903 proteínas) estão presentes exclusivamente no proteoma das amostras 

dos pacientes, sendo que as amostras do grupo choque, detém exclusivamente 30% (278 

das 903) das proteínas quantificadas.  

Em sequência, para analisar o proteoma diferencial dos grupos de análise, 

pacientes vs controles, e sepse vs choque, utilizamos o critério em que, as proteínas 

necessariamente devem ter sido identificadas em ao menos 2 amostras por grupo de 

análise. Desse modo, ao observarmos a comparação entre os grupos pacientes e controle, 

praticamente todo o proteoma do grupo controle foi co-identificado nas amostras de 

pacientes, de modo que, somente 12 proteínas foram exclusivas do grupo controle, dentre 

elas a Calistatina, proteína que age como potente protetora contra lesão endotelial, já 

reportada em baixos níveis em pacientes com sepse (152); Glicoproteína fosfolipase D, 

que age na âncora glicosilfosfatidilinusitol; e identificações referentes a cadeias de 

imunoglobulina. Contrariamente, 356 proteínas foram exclusivas do grupo pacientes 

(Figura 5.12 A), dessas, 142 estão presentes em mais de 7 das 14 amostras de pacientes. 

De modo interessante, 7 proteínas foram identificadas em todas as 14 amostras de 

pacientes, dentre elas, as proteínas do citoesqueleto, talina (ID: Q9Y490), filamina-A (ID: 

P21333), profilin-1 (ID: P07737), a proteína básica de plaquetas ou CXCL7 (ID: P02775), 

variante do fator IV plaquetário ou CXCL4v (ID: P10720), 14-3-3 ζ (ID: P63104) e 

versican (ID: P13611). A interpretação desse conjunto de proteínas identificadas 

exclusivamente, não podem ser analisadas estatisticamente (determinação de abundância 
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relativa feita por fold change), no entanto estas proteínas contribuem para a interpretação 

biológica dos resultados.  

Em sequência na comparação pacientes vs controles, 51,8% dentre o total de 

proteínas compartilhadas, apresentaram valores de abundância relativa similares nos dois 

grupos, 25,6% apresentaram diferença de abundância, porém, sem significância 

estatística, enquanto 22,6% possuem valores de abundância distintos e com significância 

estatística (Figura 5.13). A heterogeneidade entre o proteoma de VEs dos paciente e 

controles, pode ser observada através do perfil proteico individual (Figura 5.15) bem 

como na pontuação do grau de perturbação molecular (MDP) (Figura 5.14), onde a 

diferença do proteoma de VEs do grupo controle para o grupo clínico foi evidente, 

entretanto, não foi possível observar uma distinção entre o proteoma de VEs entre sepse 

e choque, através desses métodos de análise.  Através do escore MDP também foi possível 

observar que, apesar da presença de amostras de pacientes com características clínicas 

mais distintas (portadores de neoplasia não hematológica e necessidade de aporte renal) 

essas amostras permaneceram dentro da média dos grupos, com poucas exceções. (Figura 

5.14) 

Utilizando o proteoma diferencial do proteoma do grupo de pacientes, a análise 

de enriquecimento de vias, foi realizada com a base de dados do Reactome. Essa análise 

demonstrou que o proteoma das VEs de pacientes está associado diversas vias, 120 

especificamente, das quais destacamos: Vias associadas a ativação plaquetária; sistema 

imune inato; comunicação célula-célula e interações entre superfície com a parede 

vascular, que serão discutidas a seguir. 

Em nossos dados, encontramos proteínas do complexo GP1b-IX-V (GP1B - ID: 

P07359, GP5 – ID: P40197, GP9 – ID: P14770), CD36 (ID: P16671), Fator de von 

Willebrand (ID: P04275), Integrinas (α6 – ID: P23229, βII – ID: P05107, βI – ID: 

P05556) Selectina (P-selectina – ID: P16109, E-selectina – ID: P16581), Fatores de 

Coagulação (VIII – ID: P00451, IX – ID: P00740 e X – ID: P00742) e diversas proteínas 

de modulação do citoesqueleto, que estão associadas diretamente as vias de ativação 

plaquetária.  

As plaquetas e as VEs plaquetárias são alvos de investigação regulares, pelo seu 

papel em mecanismos importantes na fisiopatologia da sepse, como sua participação na 

dinâmica entre inflamação, coagulação e lesão endotelial (153,154). Especificamente, a 

injúria ao endotélio que ocorre na sepse, resulta na rápida adesão das plaquetas à parede 
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do vaso, seguida da etapa de agregação (Figura 6.1). Na ativação da coagulação induzida 

por inflamação, as plaquetas podem ser ativadas diretamente por endotoxinas ou por 

mediadores pró-inflamatórios (155). O processo de ativação plaquetária desencadeia a 

liberação de VEs com perfil pró-trombótico, que possuem uma superfície catalítica para 

o complexo de enzima protrombinase (fatores Va e Xa). Apresentam também sítios de 

ligação específicos para os fatores V, IX e VIII, que podem estar mais concentrados em 

VEs do que na própria plaqueta. No caso dos fatores Va e VIIIa especificamente, há 

relatos de uma concentração 10 vezes superior em VEs comparado a plaquetas (156). As 

VEs plaquetárias possuem a atividade pró-coagulante aumentada em aproximadamente 

50-100 vezes, em comparação as plaquetas (157). A relação direta entre VEs e coagulação 

especificamente, tem atraído interesse dos investigadores, especialmente pela 

contribuição das VEs com perfil pró-trombótico no estabelecimento da Coagulação 

Intravascular Disseminada (CID). Interessantemente, Terrisse e colaboradores 

observaram a formação de cordões de plaquetas em células HUVEC, após o tratamento 

com VEs de origens endoteliais, monocíticas ou plaquetárias. Este perfil pró-adesivo foi 

associado ao aumento da expressão de moléculas de adesão plaquetária em células 

endoteliais após o tratamento com as VEs, do qual a glicoproteína 1b (GP1b), foi 

destacada por sua contribuição no processo de adesão, uma vez que a redução na 

formação de cordões de plaquetas foi observada após a adição de um anticorpo anti-GP1b 

(158). Em nossos resultados, a glicoproteína GP1b (ID: P07359) apresentou valor de 

abundância relativa quatro vezes superior no grupo de pacientes, quando comparada ao 

controle. Adicionalmente, o Fator de von Willebrand (ID: P04275) está três 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 

Punção Cecal (CLP), onde os camundongos knockout para o Fator de von Willebrand, 

obtiveram melhor sobrevida, comparados aos selvagens, enquanto os camundongos 

deficientes do receptor GP1b não apresentaram o mesmo resultado (159).  
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Figura 6.1 – Ilustração do papel funcional das proteínas identificadas no proteoma de VEs dos 

Pacientes, envolvidas na Adesão, seguido da Ativação Plaquetária. As interações entre proteínas 

de superfície (complexo GP1b-IX-V e Integrinas) com componentes subendoteliais expostos 

(colágeno e VWF), disparam os mecanismos de ativação plaquetária, envolvendo uma etapa de 

intensa remodelação do citoesqueleto e na secreção de diversas moléculas como grânulos 

plaquetários, indicando que as VEs modulam tais processos decorrentes da ativação plaquetária.  

Além de seu papel bem compreendido na hemostasia, as plaquetas ativadas e as 

VEs plaquetárias participam do direcionamento da resposta imune em outros mecanismos 

pró-inflamatórios. Como exemplo, ligantes da GP1b, como ligante 1 da glicoproteína P-

Selectina (PSGL-1) de neutrófilos, formam complexos que potencializam a migração do 

leucócito para o meio extravascular, conferindo uma maior capacidade de ativação 

comparado às células desacopladas ao ligante GP1b (160). A interação de VEs e 

leucócitos é um mecanismo de interesse investigativo. Trabalhos recentes demonstraram 

que a interação entre VEs e neutrófilos leva a produção de redes de cromatina, contendo 

histonas e proteínas granulares, denominadas de Armadilhas Extracelulares de 

Neutrófilos (NETs), que caracteriza uma forte correlação entre a trombose e a inflamação 

(161). Clark e colaboradores, demonstraram que durante a sepse grave, as plaquetas 

podem desencadear a ativação de neutrófilos sequestrados na microvasculatura de forma 

dependente de TLR4, levando à formação de NETs nessa região, que prendem as 

bactérias na vasculatura, à custa de danos endoteliais e teciduais (162). Mesmo na falta 
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de evidências diretas acerca das VEs exercendo tal função, este é um importante indício 

de um possível efeito das VEs de plaquetas nos danos vasculares gerados por NETs.  

Adicionalmente, as próprias VEs provenientes de neutrófilos ativados, contribuem 

na disseminação de moléculas pró-inflamatórias (Figura 6.2), visto que as VEs desse tipo 

celular contêm os mesmos componentes que as NETs (163). Uma análise proteômica de 

microvesículas de neutrófilos ativadas por fMLP (N-formil- l- metionil- l -leucil-

fenilalanina), identificou importantes proteínas pró-inflamatórias como S100A8, 

S100A9, mieloperoxidase e catepsina G (164). A mieloperoxidase pode se ligar ao 

heparan sulfato do glicocálice por interação iônica, que induz a liberação de proteinases 

granulares de neutrófilos com consequente liberação de sindecan-1 e comprometimento 

do glicocálice (165). A catepsina G é conhecida por aumentar a permeabilidade endotelial 

à albumina através do descolamento do inibidor 1 do ativador do plasminogênio da matriz 

subendotelial, causando o rearranjo da F-actina, além disso, a catepsina G pode degradar 

a VE-caderina e prejudicar a integridade da junção endotelial (166) Em conjunto, esses 

dados sugerem que VEs derivados de neutrófilos podem ter efeitos no aumento da 

permeabilidade endotelial (167). Curiosamente, algumas dessas proteínas citadas, 

também foram identificados no proteoma de VEs do pacientes, especialmente nas 

amostras clínicas mais graves, como catepsina G (ID: P08311), mieloperoxidase (ID: 

P05164) e a proteína S100A9 (ID: P06702), além de outras proteínas pró-inflamatórias 

como a Defensina, alfa 3 (ID: P59666) e a lisozima C (ID: P61626) (Figura 6.2) 

 

Figura 6.2 - Ilustração do papel funcional das proteínas identificadas no proteoma de VEs dos 

Pacientes, envolvidas no recrutamento e degranulação de neutrófilos. CXCL4v e CXCL7 são 

quimiocinas potentes que atraem leucócitos para o sítio de infecção, enquanto proteínas pró-



113 
 

inflamatórias contidas nas VEs secretadas contribuem para formação de trombos e podem 

prejudicar a integridade das células endoteliais.  

Também observamos em nossos resultados um conjunto de proteínas com perfil 

pró-inflamatório envolvidas na quimiotaxia enriquecidas no proteoma das amostras de 

Pacientes, com destaque para as quimiocinas CXCL7 (ID: P02775), CXCL4L1 (ID: 

P10720) e a proteína Peptidil-prolil cis-trans isomerase A (ID: P62937). A Proteína básica 

pró-plaquetária humana, CXCL7, tem ação quimiotática em neutrófilos, por meio do 

produto de sua clivagem pós-traducional, resultando no peptídeo NAP ‐ 2 (168); a 

variante CXCL4L1, uma quimiocina com características inflamatórias mais 

pronunciadas, e com ação de inibição da angiogênese mais potente, capaz de inibir a 

quimiotaxia de células endoteliais quando comparado ao CXCL4 / PF-4 (169,170). 

Corroborando a esse achado especificamente, é importante ressaltar que a Angiopoetina 

like 6 (ID: Q8NI99), um fator pró angiogênico, foi expresso negativamente nas amostras 

de pacientes, comparado aos controles. A Peptidil-prolil cis-trans isomerase A, que de 

modo semelhante, possui forte efeito quimiotático em leucócitos, além de exercer outras 

funções como ativação de células endoteliais para um perfil pró-inflamatório, 

estimulando a ativação de NF-kB, ERK, JNK e p38 MAP-quinases, induzindo a 

expressão de moléculas de adesão, como E-selectina (ID: P16581) e VCAM1 (ID: 

P19320), ambas identificas no proteoma de pacientes, assim como o estímulo a apoptose 

das células endoteliais, promovendo a expressão de FOXO1 de CCL2 e BCL2L11 

(171,172).  

Complementando os mecanismos pró-inflamatórios observados, algumas 

proteínas envolvidas no sistema complemento também compõe o proteoma identificado 

nas amostra de Pacientes, como a proteína C9 (ID: P02748) e a proteína reguladora CD59 

(ID: P13987) (Figura 6.3). De modo particular, a presença de CD59 pode conferir uma 

importante proteção 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 clínicas, como a proteína de ligação 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 ativação do 

sistema complemento, mais especificamente acerca das VEs de plaquetas, propostas 

como uma forma alternativa de enviar proteínas do complemento para alvos específicos 

na circulação (173). 
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Figura 6.3 - Ilustração do papel funcional das proteínas identificadas no proteoma de VEs dos 

Pacientes, envolvidas na ativação do Sistema Complemento. Proteínas que conferem proteção 

contra o complexo de ataque à membrana como CD59, podem auxiliar na viabilidade das VEs 

circulantes. Interessantemente, fatores que regulam a formação de C3a e C5a, importantes 

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

Em relação ao mecanismo de modulação da dinâmica do citoesqueleto, 

destacamos no nosso dado proteínas como as pequenas  GTPases (CDC42 – ID: P60953, 

RAC1 – ID: P63000, RAC2 – ID: P15153, RhoA - ID: P61586, RAb10 – ID: P61026); 

fosfoproteína estimulada por vasodilatador (ID: P50552); filamina A (ID: P21333); 

proteína 1 associada à ciclase (ID: Q01518); cofilina (ID: P23528) e profilina (ID: 

P07737). O remodelamento do citoesqueleto é um componente importante da resposta 

imune, fundamental na própria ativação plaquetária e a integridade da barreira endotelial, 

que serão abordados resumidamente a seguir.  

As plaquetas sofrem mudanças profundas de conformação morfológica após 

ativação, mecanismo mediado pela ligação de um agonista ao receptor na superfície 

plaquetária, levando ao aumento de cálcio e a alterações na sinalização intracelular, que 

promovem os rearranjos necessários do citoesqueleto, para o aumento da afinidade do 

receptor plaquetário, fundamental para a agregação plaquetária e a formação de trombos 

(161). As proteínas da família de pequenas GTPases, CDC42 e RAC1, foram algumas 

das proteínas com maior grau de interação na rede P.P.I do grupo clínico (Figura 5.23) e 
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são moduladoras da formação de filópodes e lamelipódios nas plaquetas (129,174). Um 

estudo recente conduzido por Jonhson e colaboradores demonstrou que VEs também 

podem manter sua própria dinâmica do citoesqueleto ativa, possibilitando as mudanças 

conformacionais e garantindo a capacidade de motilidade (175).  

A regulação da barreira endotelial também requer uma coordenação eficiente do 

citoesqueleto, sendo fundamental na preservação da integridade da barreira, de modo que, 

a perturbação da dinâmica da actina pode mudar o equilíbrio da estabilização do filamento 

cortical e desestabilizar as fibras de estresse, causando disfunção da barreira e o aumento 

da permeabilidade vascular, assim como pode contribuir para o recrutamento excessivo 

de células imunes nos sítios de infecção. Dentre sua vasta gama de funções, a RAC1 em 

conjunto com VASP, foi considerada como essencial na proteção da integridade da 

barreira endotelial (176). Em outra observação experimental quanto a manutenção da 

barreira endotelial, foi observado que a depleção de VASP e filamina1 com siRNAs 

específicos, exacerbou significativamente a barreira de células quiescentes e a disfunção 

de barreira endotelial induzida por LPS, sugerindo papel protetor dessas proteínas, 

especialmente a VASP, cujo inibição foi associada à perda mais grave de coloração 

periférica de ZO-1 em resposta a LPS (177).   

Após avaliar as relações entre as proteínas envolvidas na ativação plaquetária e os 

consequentes mecanismos pró-trombóticos e pró-inflamatórios associados, também 

investigamos um conjunto de proteínas que enriqueceram as vias de interações celulares, 

identificadas do proteoma diferencial  de VEs de pacientes, dentre elas: Claudina 5 (ID: 

O00501); F11R ou JAM-A (ID: Q9Y624); E-Selectina (ID: P16581); P-Selectina (ID: 

P16109); CD44 (ID: P16070); CD99 (ID: P14209) e integrina α6β1 (ID: P23229/ 

P05556), que estão enriquecidas entre as amostras de pacientes, e indicam a capacidade 

das VEs em modular a barreira endotelial, bem como a adesão e transmigração celular, 

mecanismos adjacentes a resposta imune pró-inflamatória (Figura 6.4). A função das VEs 

em modular os processos de adesão e migração celular tem sido alvo de interesse em 

contextos fisiopatológicos (178). Um estudo com microvesículas de leucócitos isolados 

de pacientes com sepse, demonstrou que as microvesículas possuíam aumento das 

moléculas de adesão, indicando um papel essencial das dessas VEs na ativação endotelial 

e na interação leucócito-endotélio na sepse (179). Outros trabalhos demonstraram 

similarmente o papel das VEs de plaquetas como mediadores da adesão célula-célula, 

observadas em neutrófilos, como citado anteriormente, assim como monócitos e outros 

tipos celulares (180,181). Apesar de alguns trabalhos abordarem a importância dessas 
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moléculas de adesão no contexto da sepse (182,183), não há uma associação clínica 

documentada acerca da presença das VEs e moléculas de adesão, com desfecho clínico 

em paciente com sepse. 

 

Figura 6.4 - Ilustração do papel funcional das proteínas identificadas no proteoma de VEs dos 

Pacientes envolvidas Interação Célula-Célula bem como a Migração de leucócitos. Proteínas 

como a Molécula de adesão juncional (JAM-A) e Claudinas, estão ligadas a proteínas 

intracelulares ancoradas ao citoesqueleto, promovendo a  estabilidade às junções, bem como na 

regulação de abertura e fechamento das mesmas, processo necessário para migração das células, 

que por sua vez conta com a participação de um conjunto de proteínas que coordenam desde a 

etapa de interação das células com a superfície endotelial, como as selectinas e moléculas de 

adesão, até o processo final da migração das células, como PECAM1 (CD31) e CD99  

Interessantemente, a adesão célula-matriz também foi uma via enriquecida pelo 

proteoma diferencial do grupo pacientes, associado as proteínas da membrana basal 

devido à presença de Colágeno (ID: P39060/ P08572/ P02461); Nidogênio (ID: P14543); 

Laminina (alpha 2 – ID: P24043, gamma 1 – ID: P11047); e proteínas como Versican 
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(ID: P13611); Vitronectina (ID: P04004) e Talina (ID: Q9Y490). Uma das proteínas de 

maior diferença de fold change entre pacientes e controles foram a laminina alpha 2 e 

gamma 1, com abundância relativa 5 e 4 vezes superior respectivamente. Em 

concordância, também foram identificados componentes da integrina α6β1 que é 

conhecidamente um fator crítico na ligação entre plaquetas e a laminina (184).   

A presença de proteínas de adesão e proteínas da matriz, como a própria laminina, 

encontradas ao longo das superfícies das VEs, também podem servir como mediadores 

da interação 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 através da endocitose 

de tais moléculas, para subsequente re-secreção na superfície das VEs. Esta endocitose 

contínua garantiria uma fonte abundante de VEs portadores da MEC, que podem 

desempenhar um papel importante na migração 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 proteínas citadas até o momento, 

reforça a importância das VEs nos mecanismos de ação pró-trombótica e pró-

inflamatória, com possíveis consequências diretas sobre o endotélio, corroborando com 

dados de observações pontuais, que indicam as VEs como estruturas mediadoras da 

comunicação celular na resposta imune, e que podem contribuir com mecanismos 

potencialmente prejudiciais, associados ao estabelecimento de disfunções orgânicas. No 

entanto, compreender o real impacto das VEs no contexto clínico da sepse, requer 

investigações complementares, a fim de direcionar o potencial uso das VEs em novas 

estratégias terapêuticas, que tragam benefícios concretos a uma condição clínica 

complexa, evitando possíveis equívocos, como observado nas inúmeras tentativas 

focadas em manipular pontualmente, fatores envolvidos em sistemas complexos que 

tendem a perturbar significativamente a homeostase (122). Muitos ensaios clínicos dessa 

natureza produziram resultados clínicos insatisfatórios, como o uso da proteína 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 

o Fator Xa, inibe Fator Tecidual/FVIIa), que não resultaram em redução da mortalidade 

efetivamente. Entretanto, a compressão do envolvimento das VEs nos mecanismos pró-

trombóticos, 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 predição da CID em 265 pacientes com choque 

séptico. Nesse trabalho, foi concluído que a determinação de tempo de protrombina, 

somado a presença de microvesículas CD105 + derivadas do endotélio e contagem de 

plaquetas na admissão podem predizer a ausência de coagulação intravascular 

disseminada (124).  

Desse modo, são necessários investigações complementares, para avaliar as 

associações entre o proteoma de VEs circulantes e o estabelecimento da disfunção 

orgânica, uma vez que a dinâmica entre secreção e clearence das VEs ao longo da fase 

aguda, de recuperação ou óbito, bem como o perfil fenotípico das VEs nessas condições, 

não foram esclarecidas até o momento na literatura. Esse estudo fornece uma 

caracterização fundamental do perfil proteico da VEs isoladas nas primeiras horas após 

diagnóstico de sepse ou choque séptico, que corrobora com o potencial envolvimento 

dessas estruturas nos processos iniciais da sepse e seu agravamento.   

Em sequência, avaliando os grupos clínicos sepse e choque, em busca de um 

possível perfil proteico associado a gravidade, observamos que esses dois grupos 

possuem o proteoma semelhante, tanto nas análises de perfil de abundância (Figura 5.15), 

nas análises de distribuição de proteínas identificadas (Figura 5.12) e pelas diferenças na 

abundância entre as proteínas comuns nos dois grupos de análise (Figura 5.13). A 

definição atual de sepse e choque séptico atualizada após o consenso Sepsis-3, estabelece 

a presença de disfunção orgânica para diagnóstico de sepse, de modo que a variável para 

o subgrupo mais grave é determinada por alterações hemodinâmicas e metabólicas, de 

certa forma isso pode ter contribuído 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 diferenças entre os grupos de análise, estão na quantidade de 

proteínas exclusivas. Em um total de 688 proteínas identificadas e distribuídas, 97 foram 

exclusivas do grupo choque e 31 exclusivas ao grupo sepse. Enquanto na análise 

estatística sobre a abundância das 560 proteínas compartilhadas, aproximadamente 93% 

apresentaram abundância relativa semelhante entre os dois grupos. Dentre as proteínas 

que apresentaram diferença de abundância, está a subunidade alfa 2 da laminina (ID: 

P24043), previamente destacada na análise de fold change das amostras de pacientes. 

Nesta segunda análise, a abundância relativa da laminina foi 2,9 vezes superior no grupo 

choque, em relação a sepse.  
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Dessa forma, o proteoma das VEs das amostras do grupo choque, composto 

majoritariamente pelas proteínas exclusivas, enriqueceram as vias: Sistema Imune Inato; 

Sinalização celular via citocinas e interleucinas; Interações da organização extracelular 

bem como Interações Celulares.  

Como determinado pelo Sepsis-3, a definição de choque séptico determina que, a 

fisiologia circulatória e o metabolismo celular encontram-se alterados. Nesse ponto, 

moléculas que participam de mecanismos associados a regulação hemodinâmica, como 

as moléculas presentes nas junções endoteliais, despertam particular interesse. A 

molécula de adesão juncional A (ID: Q9Y624) e a Claudina-5 (ID: O00501), ambas 

identificadas no grupo choque, são 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-α e IFN-γ, teria causado o 

desaparecimento de JAM das junções intercelulares, porém, análises complementares, 

demonstraram que a quantidade de JAM não tinha sido reduzida, indicando que a proteína 

mudou sua distribuição em resposta às citocinas pró-inflamatórias (189). Atualmente a 

JAM-A tem sido cada vez mais caracterizada, sendo identificada também na superfície 

de plaquetas e  leucócitos, adquirindo um importante papel nos mecanismos de adesão de 

plaquetas ao local de inflamação no endotélio (190), bem como na migração de leucócitos 

(191).  

Nesse contexto, outras proteínas importantes para migração transendotelial de 

leucócitos, também foram identificadas preferencialmente no grupo choque, como a 

CD99 (ID: P14209), outro componente presente nas junções endoteliais (192) CD43 (ID: 

P16150), associada a regulação dinâmica do trafego de linfócitos T CD4 em locais de 

inflamação (193) e proteínas CD44 (ID: P16070), associada mediação da integridade da 

barreira vascular, via regulação da PECAM-1, como também na proliferação e apoptose 

das células endoteliais microvasculares (194) 

Em seguida, como previamente citado, um conjunto de proteínas pró-

inflamatórias que enriquecem a via de sistema imune inato/degranulação de neutrófilos, 

estão 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 função bem estabelecida na 

eliminação de patógenos, a catepsina G também potencializa a ação de quimiocinas, 



120 
 

promovendo a ativação plaquetária via interação direta com o receptor PAR4, 

estimulando a produção de mediadores pró-inflamatórios por monócitos, além de 

promover alterações na permeabilidade vascular, a nível da microcirculação, através da 

degradação de componentes das junções celulares (195). De modo similar, o papel da 

mieloperoxidase (ID: P05164), também identificada no proteoma do grupo choque, está 

associado a funções pró-inflamatórias importantes, que podem levar a lesão oxidativa de 

células do endotélio (165). Outro achado interessante no proteoma do grupo choque, é a 

presença de CD14 (ID: P08571), visto que recentemente, Alarcón-Vila e colaboradores 

demonstraram pela primeira vez, que o estímulo ao receptor P2X7 induz a liberação de 

CD14 em vesículas extracelulares, resultando em uma redução da glicoproteína na 

membrana plasmática de macrófago. Os autores observaram no modelo murino de sepse, 

que a atividade do receptor P2X7 é importante para manter níveis elevados de CD14 em 

fluidos biológicos, e uma diminuição em sua atividade resulta em maior carga bacteriana 

e danos aos tecidos do hospedeiro (196). 

Proteínas com ações reparadoras e anti-inflamatórias também foram atribuídas 

exclusivamente ao grupo choque, como a Anexina A1 (ID: P04083), Inibidor de elastase 

de leucócito (ID: P30740), superóxido dismutase mitocondrial (ID: P04179) e 

peroxiredoxina-2 (ID: P32119), que minimizam os efeitos colaterais causados pelas ações 

dos mediadores pró-inflamatórios. A Anexina A1 é conhecida como potente mediador 

anti-inflamatório (197), observada como uma molécula capaz de conferir proteção do 

tecido em modelo murino de sepse polimicrobial (198). Propriedades anti-inflamatórias 

de VEs provenientes de neutrófilos, foram associadas a presença da Anexina A1 (67). Os 

mecanismos de ação protetores da Anexina A1, vão desde a inibição da liberação de 

mediadores pró-inflamatórios (199), reparo tecidual (200) e no bloqueio da migração 

transendotelial de leucócitos (201). Particularmente, em um trabalho conduzido por 

Zhang e colaboradores, foi observado que um peptídeo mimético da Anexina A1 (AC2-

26) levou a redução significativa da apoptose de cardiomiócitos induzida por sepse in 

vitro e in vivo (202).  

Em resumo, o perfil de proteínas associadas ao grupo clínico choque séptico, 

possui indícios acerca da participação das VEs nos mecanismos associados a gravidade, 

apesar da pouca distinção com o grupo sepse, ter prejudicado a significância estatística 

das vias mais expressas, especialmente quanto a proteínas pró-inflamátórias que 

enriquecem a via de degranulação de neutrófilos (Sistema imune inato), somado a 

algumas proteínas associadas a junção endotelial.  
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Quanto as proteínas atribuídas ao grupo sepse, também se observam a presença de 

mediadores importantes para adesão celular, como P-selectina e ICAM2, porém, a 

representação das proteínas pró-inflamatórias identificadas, não é suficiente para uma 

associação robusta com a via, comparado a quantidade superior de proteínas pró-

inflamatórias, identificadas no grupo choque (Figura 5.21). Uma diferença interessante 

também se observa pela abundância da superóxido 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 avaliação mais 

abrangente, com maior número de amostras, pode esclarecer uma possível correlações 

entre a presença da superóxido dismutase e a gravidade dos pacientes. 

De modo geral, com base em nossos resultados, concluímos que essa abordagem 

investigativa é uma fonte rica para análises 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 

proteômica shotgun em exossomos isolados de pacientes com sepse, através de kit com 

microesferas magnéticas. A caracterização 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 eletrônica de transmissão) não permitiu que os autores observassem o 

conjunto de VEs de modo amplo, como observado na análise por NTA realizado nesse 

projeto. Adicionalmente, o proteoma identificado no trabalho de Morris e colaboradores 

apontou diferenças pontuais em proteínas conhecidamente abundantes do plasma, como 

proteína amilóide sérica A, alfa-2-macroglubilina, proteína C reativa, fragmentos de 

imunoglobulinas entre outras. Os autores levantam a hipótese da presença dessas 

proteínas essencialmente oriundas dos exossomos, entretanto, não houve nenhum método 

ortogonal para determinação da presença dessas proteínas em exossomos 

especificamente, e nenhuma análise acerca do intervalo dinâmico da abundância global 

dessas proteínas foi realizada. Em nossos resultados, essa discussão foi abordada como 

uma etapa importante na avaliação do proteoma identificado, onde observamos que a 

maior parte da distribuição dos espectros de massas identificados, pertencem a um 

pequeno grupo de proteínas comuns do plasma, com a própria proteína amilóide sérica 

A; albumina e cadeias de imunoglobulinas. Entendemos que é importante compreender o 

impacto que essas diferenças de abundância no proteoma identificado podem exercer na 

identificação de proteínas de menor abundância, quando analisadas por espectrometria de 
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massas. Entretanto, mesmo conhecendo a abundância global das proteínas identificadas 

em nosso estudo, fomos capazes de enriquecer a caracterização do proteoma identificado 

nas VEs isoladas, partindo de um volume de plasma de 400 µl, enquanto no trabalho de 

Morris e colaborados, 1 mL de plasma foi utilizado para a identificação do proteoma de 

exossomos, que não resultou no enriquecimento observado em nosso trabalho. 

Em um trabalho piloto voltado para análise prognóstica, Yan Xu e colaboradores 

avaliaram o proteoma de exossomos isolados de um paciente com sepse em diferentes 

tempos de internação. O método de obtenção de exossomos por ultracentrifugação através 

de um Optiprep™, foi eficiente em enriquecer o proteoma analisado, partindo de um 

volume de 300 µl, os autores identificaram mais de 230 proteínas monitoradas nos 6 

tempos de análise. Semelhante ao observado em nossos resultados, as faixas de tamanho 

das VEs obtidas também permaneceram majoritariamente entre 50 e 150 nm. Embora a 

caracterização dos componentes celulares também tenha sido semelhantes ao observado 

em nosso estudo, quanto ao enriquecimento de termos como Região e Espaço 

Extracelular, Membrana Plasmática, Citoesqueleto entre outros, os autores mantiveram a 

exploração do dado com foco na identificação de possíveis marcadores prognósticos, 

propondo a proteína serina palmitoiltransferase 3 (SPTLC3) como um possível candidato 

a biomarcador (203).  

Em contrapartida aos trabalhos previamente citados, optamos por explorar a 

capacidade da abordagem proteômica shotgun em fornecer uma caracterização ampla do 

proteoma analisado, com auxílio de um método simples para obtenção de VEs do plasma, 

utilizando colunas cromatográficas rapidamente montadas no próprio laboratório. O perfil 

majoritariamente pró-inflamatório/trombótico 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 

análise entre os grupos clínicos sepse e choque tem potencial como fontes de informações 

na distinção desses dois grupos clínicos, entretanto, melhorias nas etapas de preparo das 

VEs e avanços em ferramentas de análises de bioinformática, parecem fundamentais para 

tornar essa etapa mais robusta, visto que características individuais de amostras clínicas, 

podem dificultar a interpretação biológica desses dados. Futuramente, análises 

complementares como a determinação da origem celular das VEs circulantes, e a inclusão 

de amostras referentes aos dias posteriores a internação, podem contribuir 

significativamente na compreensão da sinalização celular mediada por VEs durante a 

sepse. 
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7. Conclusões 
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Mostramos que nosso protocolo de isolamento de VEs por SEC para fins de 

análises por espectrometria de massas, foi mais eficiente comparado aos demais métodos 

testados. Esse método cromatográfico é de simples execução e tem potencial para 

otimização para análises proteômicas. 

Os nossos resultados das análises proteômicas demonstraram que as VEs são uma 

fonte rica de informação biológica que está associada a mecanismos fisiopatológicos em 

amostras clínicas de sepse. Observamos diferença no perfil proteico mais acentuada 

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

Na comparação pacientes vs controles identificamos proteínas associadas a 

mecanismos pró-inflamatórios e pró-trombóticos; envolvidas nas vias de ativação 

plaquetária; nas interações célula-célula, especialmente proteínas envolvidas na 

transmigração endotelial dos leucócitos; e na degranulação de neutrófilos. Na comparação 

sepse vs choque séptico observamos proteínas envolvidas principalmente na 

degranulação de neutrófilos, identificadas exclusivamente nas amostras de pacientes com 

choque séptico.  

Nosso estudo fornece dados de uma ampla caracterização proteômica de VEs 

provenientes de amostras clínicas, que corroboram com a literatura mais recente, 

indicando as VEs como estruturas mediadoras da comunicação celular na resposta imune 

e capazes de coordenar mecanismos envolvidos no estabelecimento da sepse. A 

caracterização de VEs circulantes de pacientes com sepse, contribui na compreensão dos 

mecanismos moleculares associados a desregulação da resposta imune, bem como, pode 

fornecer uma nova fonte para estratégias terapêuticas 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 possíveis perfis que descriminem o proteoma entre sepse e choque. 

• Ampliação da coorte. 

• Validar as proteínas associadas a vias de interesse como a modulação da barreira 

endotelial por VEs (Exemplos: Claudinas, JAMA, CD31 e CD99) e a via de 

interação/ativação dos neutrófilos (Exemplos: CXCL4v, CXCL7, Defensinas, 

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

Título do Estudo: Adaptações Metabólicas na Sepse: Mecanismos Fisiopatológicos e 

Impacto Sobre Desfechos Clínicos 

Título do Projeto: Análise Proteômica De Vesículas Extracelulares Isoladas Do Plasma 

De Pacientes Com Sepse. 

Justificativa e objetivos 

Durante as infecções graves, nosso organismo reage de forma a combater os micro-

organismos. No entanto essa reação, quando excessiva, pode ter efeitos prejudiciais. Este 

estudo visa entender melhor os fenômenos ligados às infecções graves e futuramente 

contribuir para o desenvolvimento de novas terapias para estas infecções. 

 

Proposta do estudo 

O Sr(a) ________________________________________________________ está sendo 

convidado a participar deste estudo, para estudar a reação produzida pelo nosso 

organismo em resposta a infecções graves. 

 

Explicação dos procedimentos 

Será realizada uma coleta de sangue de até 20 (vinte) ml, pelo cateter venoso profundo, 

linha arterial ou punção venosa periférica, utilizando-se material estéril e descartável. Este 

procedimento é semelhante à coleta de sangue para exames laboratoriais de rotina.  

Após a análise inicial, estas amostras ficarão armazenadas por 48 meses, para eventuais 

necessidades de realização de novas dosagens e/ou análises. Estas amostras estarão sob a 

responsabilidade do coordenador do estudo, Dr. Fernando Augusto Bozza.  

 

Benefícios 

Pode haver benefícios com sua participação à medida que este estudo poderá ajudar a 

entender melhor os fenômenos ligados às infecções graves e futuramente contribuir para 

o desenvolvimento de novas terapias para estas infecções. No entanto, os resultados dos 

testes realizados não serão utilizados diretamente na condução ou modificação de seu 

tratamento. Estes resultados estarão disponíveis apenas ao final do estudo e caso você 

tenha interesse em conhecer os seus resultados ou as conclusões do estudo pode entrar 

em contato com ao coordenador do estudo, Dr. Fernando Augusto Bozza. 

 

Desconfortos e riscos 

Os desconfortos que podem ocorrer são aqueles relacionados a uma retirada normal de 

sangue para exame, como dor no local da punção venosa e formação de um hematoma 

local. Este estudo não implica em riscos, nem em qualquer modificação do tratamento 

empregado ou administração de medicamentos experimentais.  

 

Participação voluntária no estudo 

A participação neste estudo é voluntária. Você pode se recusar a participar, bem como 

cancelar sua participação a qualquer momento do estudo. Esta decisão não afetará de 

nenhuma maneira os cuidados médicos que lhe serão oferecidos.  

 

Confidencialidade 
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O seu nome não será mencionado em publicações ou relatórios produzidos para este 

estudo. Entretanto seu prontuário médico poderá ser consultado pelos profissionais 

envolvidos no estudo.  

  

Armazenamento de amostras biológicas 

O plasma será separado e armazenado em freezer -80 ºC ou tanque de nitrogênio líquido 

de acordo com procedimento operacional pré-definido nos Laboratórios de Toxinologia 

e Imunofarmacologia do Instituto Oswaldo Cruz (IOC), para posterior análise. As 

amostras serão processadas para detectar certas substâncias para a atual pesquisa. Se no 

futuro houver necessidade da dosagem de outras substâncias nestas amostras de soro, 

plasma e células, o paciente ou responsáveis serão contactados para nova avaliação e 

autorização para uso deste material. 

 

Se você tem dúvidas 

Se você tiver qualquer dúvida 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 PARTICIPAÇÃO NO ESTUDO 

 

A sua assinatura significa que você leu este formulário ou que ele foi lido para você, que 

lhe foram dadas todas as explicações sobre o estudo, que você recebeu respostas para as 

suas dúvidas, está satisfeito com as informações que lhe foram dadas e concordou com a 

participação no estudo.  

 

____________________________   ______________________ 

Assinatura (doador saudável)    Data 

 

_________________________________________________ 

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

 

______________________________________  ______________________  

Assinatura (membro da equipe de pesquisa)            Data 
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ANEXO III - INFORMAÇÕES DE BASE PARA COLETA DE SANGUE 

PERIFÉRICO DE VOLUNTÁRIOS SAUDÁVEIS. 

 

• Idade  

• Sexo  

• Etnia  

• Mulheres: Gravidez recente, grávida, ciclo menstrual ou em estado de 

menopausa? 

• Hospitalização recente? 

• Algum tratamento com anticoagulante prévio, atual ou coagulopatias? 

• Terapia com heparina?  Heparinóides? Aspirinas? 

• Caso de embolia pulmonar? 

• Medicação regular? 

• Fumante? 

• Drogas de abuso? 

• Atividade física semanal? 

• Trabalho de rotina ou trabalho em casa? 

• Atividade física semanal maior ou menor que 3h? 

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

• Última refeição sólida ou líquida antes da coleta. 

Detalhes adicionais. 

 

 

 
 

 

 


