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RESUMO

Meningite € a inflamacdo das meninges em resposta a infeccbes ou
exposicao a agentes quimicos. As meningites séo classificadas como asséptica (MA)
ou bacteriana (MB). Enquanto as MA, mais frequentemente causadas por
enterovirus, geralmente sdo benignas e de curso autolimitado, as MB estdo
associadas a altas taxas de mortalidade e morbidade que permanecem inalteradas
apesar dos avancos nas terapias antimicrobianas e cuidados intensivos para a
manutencdo dos sistemas vitais dos pacientes. O diagndstico preciso e rapido das
meningites é fundamental para a tomada de decisdo em tempo hébil pela
abordagem terapéutica adequada para cada forma de meningite.

Neste trabalho, a associacdo de 2D-PAGE com espectrometria de massas
permitiu a identificacdo de proteinas da resposta do hospedeiro para as meningites
bacterianas — pneumocdcica e meningocdcica e para a meningite viral. Dentre estas
proteinas, quatro sdo potenciais candidatos a biomarcadores para o diagndstico
diferencial das meningites e foram utilizadas para a construcdo de um modelo
preditivo qualitativo com essa finalidade. Com a classificacdo de auséncia/ presenca
de proteinas especificas da resposta do hospedeiro em cada condi¢do patoldgica,
foi possivel diferenciar os pacientes com meningite pneumocdcica, meningococica,
viral e os individuos sem infeccdo no sistema nervoso central. A descoberta desse
modelo preditivo qualitativo proteico é o passo inicial para a constru¢cdo de um kit
rapido para o diagndstico diferencial das meningites. A utilizacdo deste kit podera
auxiliar na escolha da terapia adequada, de acordo com o agente etiolégico, uma
vez que o tratamento eficaz continua sendo a melhor alternativa para a reducéo das
sequelas permanentes e de Obito associados a meningite bacteriana. Além disso,
foram identificadas, por bioinformatica, as principais vias metabdlicas e de
sinalizacdo mais afetadas por cada uma das formas da doenga, o que possibilitou a

selecdo de novos candidatos a alvos terapéuticos para as meningites.
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ABSTRACT

Meningitis is the inflammation of the meninges in response to infection or
chemical agents. The meningitis is classified as aseptic (MA) or bacterial (MB). While
MA, most frequently caused by enteroviruses, is usually benign and self-limiting
course, MB remains associated with high morbidity and mortality rates, despite
advances in antimicrobial therapy and intensive care for the maintenance of patient’s
vital systems. The fast and accurate diagnosis of meningitis is crucial for decision
making to the appropriate therapeutic approach for each meningitis form.

In this work, the association of 2D-PAGE with mass spectrometry allowed the
identification of host response proteins to bacterial meningitis — pneumococcal and
meningococcal, and viral meningitis. Among these proteins, four are potential
candidate biomarkers for the differential diagnosis of meningitis and were used to
build a qualitative predictive model for this purpose. Sorting absence / presence of
specific proteins in the host response in each pathological condition became possible
to differentiate pneumococcal, meningococcal, viral meningitis those individuals
without central nervous system infection. The discovery of this novel qualitative
predictive model is the beginning step for generation of a fast kit for differential
meningitis diagnosis. It could provide individualized therapy according to the
causative etiological agent of illness, once the effective treatment remains the best
choice for lower permanent sequelae and mortality due to bacterial meningitis.

Furthermore, were identified, by bioinformatics, the main metabolic and
signaling pathways most affected by each meningitis form, which enabled the

selection of novel candidate therapeutic targets for meningitis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Microbiologia e patofisiologia das meningites

A meningite é caracterizada pela inflamacdo das finas membranas
leptomeningeas — dura mater, aracnoide e pia mater — que circundam o cérebro e a
medula espinhal (1-3). Esta doenca pode resultar de inUmeras causas, infecciosas,
ou ndo, e é comumente classificada em asséptica ou bacteriana (1). O termo
“‘meningite asséptica” se refere a inflamacdo meningea sem evidéncia de infeccéo
bacteriana causativa nem, tampouco, envolvimento do parénquima cerebral
(encefalite) ou da medula espinhal (mielite) (4). A meningite asséptica pode ser
causada por virus, fungos, desordens do tecido conectivo adjacente ou por agentes
quimicos. Mais de 80% dos casos de meningite viral sdo originados por enterovirus,
mas outros grupos menos frequentes como arbovirus, herpes simples virus e
varicela podem causar esta doenca. Geralmente, a meningite por enterovirus
apresenta um curso clinico benigno néo associado a mortalidade (4, 5). A meningite
bacteriana, por outro lado, é caracterizada pela resposta inflamatdria exacerbada no
sistema nervoso central (SNC) e, frequentemente, evolui para o desenvolvimento de

sequelas neuroldgicas permanentes, ou o6bito (1, 3).

1.1.1 Microbiologia das meningites bacterianas

A meningite bacteriana € uma das dez principais causas de morte por
infeccbes no mundo, sendo que aproximadamente metade dos sobreviventes
desenvolve sequelas neurologicas permanentes. Os principais patégenos
causadores desta doenca séo Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis e

Haemophilus influenzae (6). O homem é considerado um importante reservatério
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destes trés microrganismos que colonizam de forma assintomatica e em um estado
comensal sua nasofaringe (7-10).

A seguir, serdo apresentados alguns aspectos microbiolégicos dos principais

patdgenos causadores de meningite.

1.1.1.1 Streptococcus pneumoniae

O Streptococcus pneumoniae € um organismo gram-positivo encapsulado,
anaerobico facultativo que pode apresentar-se como cocos isolados, aos pares
(diplococos) ou em cadeias curtas (11). S. pneumoniae € catalase e oxidase-
negativo que produz 4cido lactico a partir da fermentacéo da glicose. A propriedade
a-hemolitica de S. pneumoniae permite diferenciad-lo de muitas espécies, mas néo
do comensal a-hemolitico Streptococcus do grupo viridans, que coloniza a cavidade
oral humana. Todavia, colonias de S. pneumoniae se tornam achatadas com uma
area de depressao central apos 24-48h de crescimento em agar-sangue, decorrente
do processo de autélise, fato que ndo € visualizado em Streptococcus do grupo
viridans. Além disso, S. pneumoniae é sensivel ao desoxicolato de sodio (bile) e a
optoquina (cloridrato de etilhidrocupreina), o que permite distinguir esta espécie de
outros Streptococcus a-hemoliticos que sédo resistentes a esses detergentes (11).

O principal fator de viruléncia de S. pneumoniae é a sua capsula
polissacaridica que permite a diferenciacdo de pelo menos 91 sorotipos

reconhecidos até o presente (11).

1.1.1.2 Neisseria meningitidis

Neisseria meningitidis € um organismo encapsulado, aerdbico e gram-
negativo que normalmente ocorre em pares (diplococos) com os lados adjacentes
achatados (reniformes), podendo, em esfregacos de sangue ou liquor, ser
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observado no interior de leucdcitos polimorfonucleares (11). As neisserias séo
organismos méveis e oxidase-positivos que produzem acidos a partir da oxidagéo, e
nao da fermentagdo. N. meningitidis oxida glicose e maltose, mas n&o lactose e
sacarose 0 que permite sua diferenciacdo das demais espécies do género (11).
Varia¢des na cépsula polissacaridica permitem a classificacdo desta bactéria
em 13 sorogrupos (12, 13), sendo que 0s seis potencialmente infecciosos séo A, B,
C, W135, X e Y (14). Polimorfismos na proteina da membrana externa porina B séo
usados para definir diferentes sorotipos e na porina A para diferentes sorosubtipos
(11). O contato préximo e prolongado de pessoas confinadas, como estudantes e
militares, além do compartilhamento de utensilios e contato intimo favorece a
propagacédo da doenca que frequentemente ocorre na forma de surtos, epidemias e,

até mesmo, pandemias (11).

1.1.1.3 Haemophilus influenzae

Haemophilus influenzae é um organismo anaerébico facultativo, polimérfico e
gram-negativo em forma de bacilo que pode ser encapsulado ou ndo, sendo que
estas duas formas podem causar infeccdo (15). Este organismo fastidioso requer a
suplementacdo dos meios de cultura com hemina (fator X) e nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD ou fator V). H. influenzae é oxidase-positivo e pode ser
diferenciado da maioria das demais espécies do género Haemophilus por requerer
ambos os fatores X e V para seu crescimento (6, 11). Apenas H. haemolyticus
compartilha dessa exigéncia nutricional, mas este, ao contrario de H. influenzae (ndo
hemolitico), produz B-hemdlise (hemolise total) em células do meio agar sangue.

A parede celular de H. influenzae contém o lipopolissacarideo (LPS) com
atividade de endotoxina e proteinas cepa-especificas e espécie-especificas estéo
presentes na membrana externa (6). Existem seis sorotipos (A, B, C, D, E, e F)
caracterizados de acordo com configura¢des da capsula polissacaridica, sendo o H.
influenzae tipo b (Hib) o principal sorotipo patogénico (6). O organismo H. influenzae
nao capsulado coloniza o trato respiratério superior de praticamente todos os

individuos nos primeiros meses de vida, enquanto a bactéria capsulada é incomum
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no trato respiratério superior, mas € causa frequente de doencas em criangcas nao

vacinadas contra este patdégeno (11).

1.1.2 Patofisiologia das meningites bacterianas

Os principais patdgenos causadores de meningite bacteriana podem ser
transmitidos por aerossoéis ou por contato direto com secre¢fes de pacientes ou
portadores saudaveis (11). Para causar meningite, 0 microrganismo deve colonizar a
mucosa da nasofaringe, atravessa-la para atingir a corrente sanguinea, sobreviver
aos mecanismos de defesa do hospedeiro no espaco intravascular, invadir a barreira
hematoencefélica (BHE) e replicar-se no espaco subaracnoide desencadeando a

doenca (16). Esses mecanismos patofisioldgicos sédo apresentados a seguir.

1.1.2.1 Colonizagéao

Os patégenos encapsulados S. pneumoniae, N. meningitidis e H. influenzae
residem na mucosa da nasofaringe humana sem causar prejuizos ao hospedeiro
(17). Por motivos ainda nado esclarecidos, o microrganismo abandona seu estado
comensal e da inicio a invasdo. A capsula polissacaridica € o principal fator de
viruléncia dessas bactérias, sendo que a sua presenca reduz o aprisionamento dos
patégenos pelo muco, permitindo seu acesso a superficie epitelial da nasofaringe
(18). O S. pneumoniae produz a exotoxina pneumolisina que diminui o batimento
ciliar das células epiteliais favorecendo a aderéncia bacteriana ao epitélio (19). Além
disso, S. pneumoniae e N. meningitidis produzem a protease de IgA1 que cliva esta
imunoglobulina humana secretada, facilitando o processo de colonizagéo (20, 21). O
transporte de S. pneumoniae para a membrana basal das células epiteliais da
mucosa nasofaringea do hospedeiro € favorecido pela ligacdo da fosforilcolina
(ChoP) bacteriana com o receptor do fator ativador de plaquetas (rPAF) (22). Esta

migracao do patdégeno pode levar a doenga invasiva.
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1.1.2.2 Sobrevivéncia na corrente sanguinea

Na corrente sanguinea, os mecanismos de defesa adicionais do hospedeiro
tentam combater a invasao bacteriana (17). O sistema do complemento representa o
primeiro passo da imunidade inata contra a bacteremia (17). A cépsula
polissacaridica age como uma barreira inespecifica, diminuindo a deposi¢cdo do
complemento na superficie bacteriana e, assim, limitando a interacdo desta com os
fagécitos (22, 23). Proteinas da superficie do patdgeno se ligam especificamente
aos componentes do complemento, dificultando a remoc¢ao bacteriana por esse
sistema (17). Por exemplo, a ligacdo de proteinas bacterianas ao fator H inibe a
atividade de C3 convertase, levando a diminuicdo da producdo de C3b e,
consequentemente, limitando a fagocitose (24).

O dano tecidual endotelial observado durante a invasao bacteriana deve-se
primariamente aos mecanismos de defesa imune do hospedeiro. Por exemplo, o
meningococo libera vesiculas da membrana externa ricas em endotoxina na corrente
sanguinea que se liga as proteinas plasmaticas ligadoras de endotoxina (25).
Receptores de endotoxina como o CD14 e os do tipo toll ativam células inflamatérias
da resposta imune como os macréfagos que, por sua vez, estimulam a producao de
citocinas pré-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral a (TNF-a), as
interleucinas 1B (IL-1B8) e 6 (IL-6) e o interferon y (IFN-y) (26-29). Geralmente, 0s
niveis aumentados destas citocinas correlacionam-se positivamente com a

severidade da doenga e a mortalidade do hospedeiro.

1.1.2.3 Invasao bacteriana e resposta imune no sistema nervoso central

O SNC é protegido pelo cranio, pelas leptomeninges e pela BHE. A BHE é
composta de células endoteliais microvasculares cerebrais, astrocitos e pericitos
(30). Esta barreira modula o microambiente neural regulando a entrada e saida de

moléculas para o SNC, além de preserva-lo de microrganismos eventualmente
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presentes no sangue (31). O mecanismo que permite a invasdo de patdgenos
através da BHE ainda ndo esta bem esclarecido, mas parece ocorrer nas veias e
vénulas pos-capilares cerebrais (32). As juncdes apertadas interendoteliais destas
estruturas sdo fracas e permitem o extravasamento de leucoécitos e moléculas
plasméticas no espaco perivascular (33, 34). Pela proximidade das veias pos-
capilares com o espac¢o subaracnoide, sugere-se que estas estruturas possam ser o
sitio de passagem dos microrganismos para o liquor. A adesdo do patdégeno as
células endoteliais pode induzir uma sinalizacdo intracelular que favorece o
rompimento das juncdes apertadas intercelulares ou a sua propria transcitose
através da monocamada celular (35).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) compéem a familia de
endopeptidases dependentes de Zn™ e Ca'™ e atuam como facilitadores da
migracgao celular, por meio do remodelamento tecidual e da degradagdo dos
constituintes da BHE, e também interagem com citocinas (36). A expressdo das
MMPs pelas células da glia e astrécitos é aumentada na neuroinflamacédo. As MMPs
provocam o0 rompimento da membrana basal subendotelial dos capilares
favorecendo o rompimento da BHE. A atividade das MMPs é regulada pelos
inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) (37, 38). Na meningite bacteriana,
os niveis de MMP-8, MMP-9 e TIMP-1 estéo elevados de 10 a 1.000 vezes mais do
gue na meningite viral (36). Na meningite meningocécica, o aumento das MMPs,
primariamente a MMP-8, contribui para a clivagem da proteina ocludina que compde
as juncoes apertadas da BHE provocando o rompimento destas conexdes celulares
(39).

ApOs a entrada no espaco subaracnoide, as bactérias liberam produtos
altamente imunogénicos, como peptidioglicanos e fragmentos da parede celular que
levam ao aumento da resposta inflamatéria do hospedeiro (30). As células da glia
Sao importantes para iniciar 0s primeiros eventos da resposta imune, uma vez que
expressam a maioria dos receptores toll que sdo capazes de reconhecer produtos
imunogénicos liberados pelos patdgenos no SNC (40). As células da glia produzem
TNF-a e IL-1B que sdo as principais citocinas pro-inflamatorias do sistema imune
(41). IL-1B favorece a adesdo de neutrofilos e mondcitos nas células endoteliais.
Além disso, IL-1B favorece a produgao de IL-6 que é um potente indutor da
expressdo de proteinas de fase aguda e da migracdo de leucécitos do sangue para

0 SNC, além de induzir febre (42-46). Por outro lado, as células da glia, neurdnios,
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macréfagos e demais células do sistema imune produzem citocinas anti-
inflamatorias tais como IL-10, cuja concentracdo também esta elevada no liquor e no
plasma durante a meningite bacteriana. No entanto, o que se observa durante o
curso das meningites bacterianas € uma resposta inflamatéria exacerbada que,
juntamente com fatores liberados pelos patégenos em decorréncia da autdlise

acarretam as lesdes cerebrais associadas a doenca.

1.1.2.4 Dano neuronal

O recrutamento de leucdcitos para o liquor (pleocitose) é caracteristico da
meningite bacteriana. Essas células sdo estimuladas a produzir espécies reativas de
nitrogénio (RNS), tais como o oxido nitrico (NO), que € sintetizado pelas enzimas
oxido nitrico-sintase endotelial (eNOS) e oOxido nitrico-sintase induzida (iNOS) (47,
48). A liberacao de NO pelas diferentes isoformas de NOS possui fungdes distintas e
efeitos potencialmente opostos em condi¢des patoldgicas. O NO transitério derivado
de eNOS possui um consideravel papel na manutencédo da integridade da BHE em
condicBes patoldgicas. Entretanto, em condicbes normais, o NO ndo age como
modulador da permeabilidade vascular dentro do SNC (49). Por outro lado, a
producdo de NO derivado do INOS é prolongada e parece contribuir para o
rompimento da BHE e para a producao exacerbada de mediadores pré-inflamatérios
como TNF-a e IL-1B. Este fato relaciona-se ao desenvolvimento de complicacdes
intracranianas e de dano cerebral observados na meningite bacteriana (48).

As espécies reativas de oxigénio (ROS), tais como o anion superoxido (O,), o
perdxido de hidrogénio (H.O,) e o radical hidroxila sdo produzidos pelas células
residentes do sistema imune cerebral como parte da resposta do hospedeiro a
infeccdo bacteriana (50). O patdgeno também produz H,O, que, apesar de ndo
causar por si s6 dano citotéxico direto, interage com o NO do hospedeiro formando o
peroxinitrito (ONOO’) (51, 52), uma espécie altamente reativa com efeitos
neurotoxicos. O ONOO" pode iniciar a peroxidagdo lipidica e potencializar a leséo
inflamato6ria em neurénios e células da glia (53). Ademais, este anion pode causar
fragmentacao do acido desoxirribonucleico (DNA) e subsequente ativacdo excessiva

da poli(ADP-ribose) polimerase (PARP) que leva a morte celular (16). A PARP-1 é
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uma enzima nuclear seletivamente ativada pela quebra das fitas de DNA. Esta
enzima catalisa a transferéncia de subunidades de adenosina difosfato (ADP) ligada
a ribose (ADP-ribose) a partir de seu substrato B-nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD") para uma variedade de proteinas, inclusive a propria PARP. Esta contribui
para o reparo do DNA, provavelmente por favorecer o acesso de outras enzimas de
reparo aos seus substratos. Entretanto, o dano do DNA provoca uma ativagao
exacerbada da PARP que consome os estoques de NAD®. Consequentemente, a
producdo de NAD" utiliza as reservas de adenosina trifosfato (ATP). Esse processo
provoca a morte celular que pode ser anulada pelos inibidores da PARP ou pela
supresséo do seu gene (54-58).

O dano celular também pode ser originado pelos niveis aumentados dos
aminoacidos excitatérios (EAA) aspartato e glutamato. A excitotoxicidade € um tipo
de morte neuronal induzida pela estimulagdo exacerbada dos receptores de
glutamato, particularmente o N-metil-D-aspartato (NMDA). Este receptor, que age
como um canal idnico é altamente permeavel ao Ca™, o que sob excessiva
estimulacao, resulta em um massivo influxo desse ion para o interior da célula. Por
sua vez, os niveis elevados de Ca*? intracelular ativam diversas rotas enzimaticas
que contribuem para a perda da homeostase celular favorecendo o dano neuronal
(59, 60).

A surdez é uma sequela permanente comum em pacientes que sobrevivem a
meningite bacteriana. O ouvido interno é composto por um conjunto de canais e
cavidades revestido por tecido 6sseo que, por sua vez, € ocupado parcialmente por
estruturas membranosas denominadas labirinto membranoso. O espac¢o entre o
labirinto 6sseo e 0 membranoso é uma continuacdo do espaco subaracnoide das
meninges, preenchido com a perilinfa que apresenta composicao similar a do liquor.
A coclea é uma extensdo do labirinto 6sseo do ouvido e seu envolvimento na
meningite pode resultar da propagacéao direta da infeccdo bacteriana das meninges,
liqguor e sistema perilinfatico coclear (61, 62). Uma severa inflamag¢do granulocitica
do espaco perilinfatico € resultante da infiltracdo coclear pelo microrganismo e por
neutrofilos. O influxo destes altimos para a regido coclear € favorecido pela liberagéo
de citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a (63). Em modelo experimental de
meningite pneumocdcica com ratos infantes, a severidade da surdez permanente
correlacionou-se com a perda de neurbnios do ganglio nervoso da coclea

denominado de ganglio espiral (63).
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1.1.3 Meningites virais

1.1.3.1 Familia Picornaviridae

1.1.3.1.1 Enterovirus

O género Enterovirus, da familia Picornaviridae apresenta 69 sorotipos que
infectam humanos como: a) poliovirus 1-3; b) coxsackievirus Ai;-Azs € Bi-Bg; )
echovirus 1-33 e, d) enterovirus EV68 a EV73. Os enterovirus (EVs) sdo um dos
menores virus conhecidos, sendo compostos por uma fita simples de &cido
ribonucleico (RNA) contida em um capsideo icosaédrico ndo envelopado de 20 a
30nm. A transmissdo dos enterovirus ocorre, principalmente, por contaminacao com
perdigotos, ou ainda por transmissao oral-fecal devida as condicbes precarias de
higiene. (64). Os enterovirus sao 0s principais agentes etiolégicos de meningite viral,

respondendo por aproximadamente 80% dos casos (65, 66).

1.1.3.2 Familia Herpesviridae

Esta familia compreende virus de DNA dupla fita compostos por um
nucleocapsideo icosaédrico com diametro externo de 125-130nm revestido por um
envelope lipidico (67). Importantes agentes etiolégicos de meningite viral incluem:

herpes simplex virus, varicela-zoster, citomegalovirus, Epstein-Barr, dentre outros.
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1.1.3.2.1 Herpes simplex

O virus Herpes simplex € o principal causador de infec¢cdes no SNC dentre os
demais virus do grupo Herpesvirus (68). Herpes simplex pertence ao género
Simplexvirus da subfamilia Alphaherpesvirinae, sendo que ha dois tipos deste virus:
a) Herpes simplex virus tipo 1 (HSV-1) e b) Herpes simplex virus tipo 2 (HSV-2), que
podem ser diferenciados por variagbes antigénicas presentes em proteinas do
envelope (69). A transmissdo de HSV é feita por contato pessoal a superficie da
mucosa orofaringea (principalmente, HSV-1) ou mucosa genital (HSV-2,
primariamente) (70). A infeccdo por HSV causa lesfGes recorrentes em mucosas,
podendo resultar em complicagbes neurolégicas como encefalite, mielite, meningite

e, ocasionalmente, radiculite (5, 68).

1.1.3.2.2 Varicella zoster

O virus Varicella zoster pertence ao género Varicellovirus da subfamilia
Alphaherpesvirinae. A infeccdo primaria pelo virus Varicela zoster (VZV) causa
varicela ou catapora e estabelece laténcia nos ganglios sensoriais, sendo que a
reativacdo do virus resulta em Herpes zoster (67). A transmissédo é feita por via
aérea, a partir de aerossois oriundos de lesdes de pele vesiculares de individuos
acometidos por varicela ou herpes zoster (71). Complicacdes neuroldgicas
associadas a VZV sao raras, mas incluem meningite viral, meningoencefalite e
cerebelite (72).

1.1.3.3 Familia Flaviviridae

Esta familia compreende virus esféricos de RNA de cadeia positiva com
diametro de 40-50nm que contém um envelope lipidico com uma superficie

glicoproteica e uma matriz proteica interna. Importantes agentes etiologicos de
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meningite viral incluem: virus do oeste do Nilo, virus da encefalite St. Louis e da

encefalite japonesa.

1.1.3.3.1 Virus do oeste do Nilo

O virus do oeste do Nilo (West Nile virus) pertence ao género Flavivirus.
Flaviviridae é uma das principais familias do grupo dos arbovirus (do inglés,
arthropod-borne virus), que constituem um grupo de virus transmitido biologicamente
por meio da picada de um artropode hematofago infectado para um vertebrado
susceptivel. O virus do oeste do Nilo € mantido naturalmente por passaros e
transmitido, principalmente, pelo mosquito do género Culex que € amplamente
distribuido em areas urbanas (73). Recentemente, epidemias na Europa e América
do Norte tém sido associadas com altas taxas de doenca severa pelo virus do oeste

do Nilo, incluindo meningite, encefalite e paralisia flacida aguda (74).

1.1.4 Patofisiologia das meningites virais

Os mecanismos patofisioldégicos da meningite viral ndo sdo bem esclarecidos.
Acredita-se que a propagacdo dos virus causadores de meningite no SNC envolva a
invasdo hematogénica (75). Os enterovirus (EV) infectam enterdcitos no trato
intestinal (76). Posteriormente, atravessam a parede intestinal até o tecido linféide
associado ao intestino onde ocorre a replicagdo primaria. A consequente viremia
pode atingir multiplos tecidos como o figado, os pulmdes, o coracdo e o SNC (76).
Para atingir o espaco subaracnoide, as particulas virais passam diretamente através
da BHE por difusdo capilar, ou se ligam a leucécitos infectados para posteriormente
infectar células endoteliais. Outra via importante de entrada, principalmente para
herpes simplex virus, € a propagacao neuronal retrograda. O HSV pode penetrar no
cérebro através do nervo olfatério, podendo causar encefalite nos lobos temporais. A
primeira linha de defesa do SNC contra a invasao viral é mediada por linfocitos e
citocinas pro-inflamatorias como IL-18, TNF-a e IL-6. Entretanto, a atuacdo das

citocinas na resposta do hospedeiro contra a meningite viral é limitada em
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comparacado a meningite bacteriana, o que resulta em manifestagées clinicas mais
brandas com auséncia de sequelas neurolégicas graves. A severidade das
complicacBes depende da extensédo da replicacédo viral no SNC e se a infeccéo é
propagada para regides cerebrais além das meninges, causando outras doencas,
como a meningoencefalite (68, 77).
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1.2 Epidemiologia das meningites no Brasil e no mundo

Embora a meningite bacteriana seja considerada um significativo problema de
saude publica em diversas regides do mundo, principalmente em paises em
desenvolvimento, o perfil epidemioldgico dessa doenca tem se alterado nos ultimos
anos (6, 78, 79). Recentemente, grandes avancos tém sido feitos para aprimorar o
acesso da populacdo mundial as vacinas polissacaridicas conjugadas que previnem
as principais formas de meningite bacteriana. Contudo, a protecdo das vacinas
atuais € limitada e associada aos sorogrupos ou sorotipos presentes nas
preparacdes vacinais (6). Na préoxima secao, sdo discutidos os principais aspectos

epidemioldgicos das meningites em suas principais formas — bacteriana e viral.

1.2.1 Situacdo epidemioldgica atual das meningites bacterianas

A meningite bacteriana é considerada um grave problema de salde publica
com altas taxas de mortalidade e morbidade em todo o mundo, sendo que cerca de
1,2 milhdes de casos anuais desta doenca ocasionam 135.000 mortes (6). A maior
parte dos casos de meningite ocorre durante a estacdo seca. Desde a introducdo da
vacina contra H. influenzae (anti-Hib), no final da década de 80, os patégenos S.
pneumoniae e N. meningitidis se tornaram os principais causadores de meningite
bacteriana (78). No entanto, ainda se observam altas taxas de meningite por Hib em
regides que ainda ndo adotaram a vacina contra este patdgeno (15).

A meningite pneumocdcica tem incidéncia de 17 casos por 100.000
habitantes em criangas menores de cinco anos, com taxas de mortalidade de até
75% em algumas regibes do mundo (80). A menor incidéncia é registrada na
Europa, enquanto na Africa as taxas sdo as mais elevadas do mundo (38 casos por
100.000 habitantes). A mortalidade média mundial é de 59%, sendo 29% no Pacifico
Ocidental e 73% na Africa (80). No Brasil, a estimativa total de hospitalizacdes
devidas a meningite pneumococica chegou a 15,78 casos por 100.000 habitantes,

em 2006, com mais de 1.000 mortes de 2004 a 2006, o que corresponde a uma taxa
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de mortalidade de 31,7% para todas as idades (81). Dentre os pacientes que
sobrevivem a meningite pneumocdcica, aproximadamente 30% desenvolvem
sequelas neuroldgicas permanentes, como déficit de atencdo, surdez e desordens
mentais (82). A introducéo das vacinas polissacaridicas conjugadas contra meningite
pneumocdcica (PCVs) em programas nacionais de imunizacdo em mais de 90
paises tem reduzido consideravelmente os casos da doenca em todo o mundo. Ao
mesmo tempo, sorotipos ndo cobertos pelas PCVs passaram a causar a maioria dos
casos remanescentes de meningite pneumocécica nestes paises, fenémeno
denominado substituicho de sorotipos (83). No Brasil, os sorotipos de S.
pneumoniae 14, 23F, 6B e 19F sdo os principais causadores de doenca
pneumocécica. Estes sorotipos estdo incluidos na PCV 10-valente que foi
introduzida no calendario nacional de imunizacdo pelo Ministério da Saude, em
2010, abrangendo criangas menores de dois anos de idade. A disponibilizagdo da
vacina PCV-10 se deve ao acordo de transferéncia tecnolégica entre o laborat6rio
GlaxoSmithKline — GSK e o Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ que passou a produzir esta vacina para todo o pais (84). Em
2011, observou-se uma reducdo de 30% no numero de casos de meningite
pneumocadcica para a faixa etéria coberta pela PCV-10 (85).

A Europa registra 0,92 casos de doenca meningococica por 100.000
habitantes (86) enquanto na Africa, as taxas de incidéncia sdo de 100 a 1.000 casos
por 100.000 habitantes (87). A Africa Subsaariana possui caracteristicas climaticas e
hébitos sociais particulares que podem explicar a presenca de epidemias de
meningite meningocdécica nessa regido. Durante a estacéo seca (dezembro a junho),
a ocorréncia de fortes ventos de poeira juntamente com as noites frias propicia o
aumento de infec¢cdes no trato respiratorio superior que reduzem a imunidade local
da faringe. Ao mesmo tempo, o0s ambientes familiares superlotados e o
deslocamento da populacdo devido a peregrinacbes ou ao estabelecimento de
mercados tradicionais regionais contribuem para a propagacdo da doenca. Além
disso, a imunizacéo de rebanho, onde a transmissédo da doenca é bloqueada devida
a imunizacao natural de uma porcentagem critica da populacdo que teve contato
com uma dada linhagem epidémica de meningococo que, entdo, estende a protecéo
a pessoas nao vacinadas, favorece a ocorréncia de episédios epidémicos ciclicos
(88).

40



Apés a introducdo da vacina meningocécica contra o sorogrupo C, a partir de
1999, o numero de casos de meningite por esse sorogrupo reduziu em todo o
mundo, embora em paises em desenvolvimento ainda sejam observados muitos
casos. Atualmente, o sorogrupo B tem liderado o numero de casos de doenca
meningococica na Europa, respondendo por 71% do total de casos, seguido dos
sorogrupos C (13%) e Y (4%). Com o aumento do numero de casos de doenca
meningococica atribuidos ao sorogrupo B, diversos laboratérios tém investigado
vacinas contra esse sorogrupo utilizando diferentes abordagens (89-91). O
laboratério Novartis anunciou que a primeira vacina produzida contra o sorogrupo B
a partir de proteinas antigénicas de neisseria pode ser disponibilizada
comercialmente ainda no ano de 2013 (92).

A incidéncia da doenca meningocdcica no Brasil é de aproximadamente 1,8
casos por 100.000 habitantes. Em 2010, o sorogrupo C foi responsavel por 75% dos
casos, seguido do sorogrupo B (17%), sorogrupos W135 (6%) e Y (2%) (93). No
Brasil, foi estabelecido um acordo de transferéncia tecnoldgica da vacina contra o
sorogrupo C de N. meningitidis (MenC) entre a Novartis, a Fundacdo Ezequiel Dias
(Funed) e o governo de Minas Gerais que permitiu a vacinagao de todas as criancas
menores de dois anos deste estado (540 mil criangas) a partir do segundo semestre
de 2009. Além de ser o primeiro estado brasileiro a disponibilizar gratuitamente a
vacina MenC, o governo de Minas obteve uma economia de aproximadamente 70%
por dose da vacina por meio da fabricacdo local (94, 95). Posteriormente, o
Ministério da Saude incluiu a vacina MenC no programa nacional de imunizacao que
beneficiara todas as criancas menores de dois anos do pais, a partir do segundo
semestre de 2010 (aproximadamente trés milhdes de criancas). O Brasil foi o
primeiro pais da América Latina a incorporar a vacina MenC em seu programa
nacional de imunizagédo. A Funed também participou deste acordo e disponibilizou a
maior parte destas vacinas, além de contribuir para a imunizacédo de alguns paises
do Mercosul (95, 96). Em 2011, o Sistema de Informacéo de Agravos de Notificagao
(SINAN) confirmou mais de 20 mil casos de meningite no Brasil (n = 20.756), com
36,8% (n = 7.610) desse montante atribuido as meningites bacterianas.
Considerando qualquer grupo etario, o SINAN registrou mais de 2.800 casos de
meningite meningocécica somente em 2011, sendo a principal causa de meningite

no pais. Apesar disso, apés a introducéo da vacina MenC observou-se uma reducao
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de 29% no numero de casos de doenca meningocoécica em criangas menores de

dois anos de idade (97).

1.2.2 Situacéo epidemioldgica atual das meningites virais

Aproximadamente 80% dos casos de meningite viral sdo causados pelo grupo
dos enterovirus, dentre os quais se destacam o0s poliovirus, 0os echovirus e 0s
coxsackievirus dos grupos A e B. Outros grupos de virus capazes de causar
meningite, mas com menor frequéncia sdo os arbovirus, o herpes simples virus,
além dos virus da caxumba, varicela e sarampo (68). A incidéncia é maior no verao
em paises com clima temperado e praticamente o ano todo em paises tropicais (4),
com aumento do nimero de casos na primavera e no verdo. Individuos de todas as
faixas etarias sao susceptiveis a doenca, embora predominem os casos em criangas
menores de cinco anos (68). Dentre os enterovirus, o echovirus (E) é o principal
causador de meningite viral, sendo que os gendtipos E6, E9, E11, E13, E19 e E30
séo detectados com maior frequéncia em pacientes com a doencga (68, 98-101).
Embora a meningite por enterovirus tenha, na maior parte dos casos, curso clinico
benigno, a infeccdo por echovirus pode causar incapacidade e desordem leves em
criancas menores de cinco anos (102).

A meningite viral causada pelo virus herpes simplex € principalmente
atribuida ao HSV-2, com prevaléncia variando de 0,5 a 3% do total dos casos de
meningite viral (68, 103). A meningite por HSV-2 pode ser causada pela reativacao
viral oriunda de uma infeccdo prévia de herpes genital, apesar de haver relatos de
meningite herpética sem ocorréncia recente de lesbes genitais (104, 105). A
meningite por HSV é considerada uma causa importante de morbidade e
mortalidade em individuos imunodeficientes (103).

O virus do oeste do Nilo foi introduzido nos Estados Unidos em 1999 e, desde
entdo, surtos anuais tem registrado mais de 15.000 casos de doenca severa com
complicagbes neuroldgicas e mais de 1.500 mortes. Assim, o virus do oeste do Nilo
é considerado a principal causa de doenga neuroinvasiva transmitida por mosquitos
nos Estados Unidos (74).
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Em 2011 no Brasil, o SINAN registrou mais de trés mil casos de meningite
viral (n = 3.759), o que corresponde a 18,2% do total de casos de meningite no pais.
Para a maioria dos casos, ndo ha identificacdo do agente etiolégico, exceto em
surtos epidémicos. Dentre os enterovirus, o echovirus 30 é o principal causador de
surtos e de casos esporadicos de meningite viral no pais, sendo responsavel por
mais de 80% dos casos da doenca no periodo de 1998-2003. Os casos registrados
no Brasil abrangem pessoas de 28 dias a 68 anos de idade, embora quase metade

dos casos (45,3%) seja atribuida a criancas entre dois e seis anos de idade (98).
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1.3 Métodos atuais para o diagndstico diferencial das meningites

1.3.1 Sinais clinicos da meningite bacteriana

Os sinais e sintomas clinicos da meningite dependem da idade do paciente,
do estagio da doenca e da resposta do hospedeiro a infec¢do. A classica triade &
estabelecida por febre, rigidez da nuca e estado mental alterado (1), e
complementada pela observacao dos sinais de Kernig e Brudzinski. Outros sintomas
incluem sinal focal neurolégico e aumento da pressao intracraniana (106). Os sinais
de Kernig e Brudzinski juntamente com a rigidez da nuca sdo denominados sinais
meningeos que sdo altamente especificos para meningite bacteriana independente
da faixa etéria (1). O sinal de Kernig consiste em se posicionar 0 paciente em
supino, decubito dorsal, mantendo as pernas em angulo reto (90°) e, posteriormente,
estender as pernas observando se ha sinal positivo de dor ou resisténcia (107). Ha
dois sinais de Brudzinski em pacientes com meningite. O primeiro deles consiste em
flexionar o pescoc¢o do paciente posicionado em supino e observar se os joelhos ou
quadris acompanham a flexdo. O segundo, também chamado de contralateral,
envolve flexdo passiva de uma perna para um lado que pode causar flexdo
contralateral da perna oposta (1). A maioria dos pacientes com meningite bacteriana,
independente do agente etioldgico, apresenta febre, estado mental alterado e perda
da consciéncia. Vomito, rigidez da nuca e rash presente no interior de pontos
hemorragicos da pele (purpura e petéquia) sdo mais caracteristicos em casos de
meningite meningocdcica (79, 108, 109), embora o rash também seja relatado em
alguns pacientes com meningite pneumococica (110). Geralmente, pacientes com
meningite pneumocdcica apresentam convulsdes, déficit focal neuroldgico e baixo
nivel de consciéncia, o que reflete a maior severidade desta forma da doenca

comparada a meningite meningococica (79, 82).

1.3.2 Sinais clinicos da meningite viral
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Pacientes com meningite viral apresentam febre, rigidez da nuca, fotofobia e
vomitos sem evidéncia frequente de sinais meningeos (4). Outros sintomas incluem
mialgia, diarreia, tosse e rash. A meningite por enterovirus, comumente associada a
febre, vomitos e dor de cabeca, ocorre em mais de 80% das criancas e adultos e
pode levar a manifestacbes mucocutaneas que incluem vesiculas localizadas na
boca, maos e pés (76). Em pacientes imunocomprometidos com meningite por HSVs

podem ser observados febre, dor de cabeca, cansaco e rigidez da nuca (103).

1.3.3 Diagndéstico laboratorial

1.3.3.1 Parametros citoquimicos do liquor

O exame do liquor é essencial para confirmar o diagnostico de meningite
baseado nos sinais clinicos. A inflamagéo das meninges é responséavel, pelo menos
parcialmente, por alteracdes nos valores dos parametros citoquimicos analisados no
liquor de pacientes com meningite bacteriana.

O préprio processo de colheita do liquor pode indicar alteracdes clinicas do
paciente. Normalmente, o liquor é retirado por gotejamento, mas quando o fluxo do
liquor acontece sob presséao € indicativo de aumento da pressao intracraniana (111).

O liquor normal tem aparéncia limpida e incolor, comparavel a agua destilada
(3). O liquor turvo, ou leitoso esta relacionado ao aumento de células leucocitarias,
enquanto a aparéncia xantocrémica pode ser causada pela quebra de hemoglobina
de eritrocitos infiltrados em oxihemoglobina ou bilirrubina. A contagem normal de
leucécitos no liquor é normalmente de até cinco células/mm® em adultos e até 20
células/mm?® em neonatos (112). A concentracdo de proteina no liquor de neonatos é
de até 150mg/dL em condi¢cdes normais, enquanto em criancas e em adultos os
valores variam de 18 a 58mg/dL (113). A concentracdo de glicose no liquor varia

entre os individuos, mas alguns autores consideram normais o0s valores acima de
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40mg/dL (1, 2), ou 2/3 da concentracdo de glicose presente no soro colhido
imediatamente antes da puncao lombar (114).

A aparéncia do liquor é turva em pacientes com meningite bacteriana. Em
casos nao tratados, a contagem total de leucécitos é elevada, variando de 1.000 a
5.000 células/mm?®, embora esta variacdo possa ser mais ampla indo de < 100 até >
10.000 células/mm? (115). Esses pacientes geralmente tém predominio de leucécitos
polimorfonucleares (PMN) entre 80 e 95%. No entanto, cerca de 10% dos pacientes
com meningite bacteriana aguda tém linfocitose (> 50% de linfécitos ou mondcitos),
0 que é mais comum naqueles individuos com contagem de leucdcitos inferior a
1.000 células/mm?® (116). A concentracdo de proteinas varia de 100 a 500mg/dL,
podendo chegar a 1.000mg/dL (115). A concentracdo absoluta de glicose no liquor
em pacientes com meningite bacteriana é < 40mg/dL, e a razéo glicose liquor/soro é
menor ou igual a 0,4 (117).

O liquor de pacientes com meningites virais é geralmente cristalino com
contagem total de leucécitos menor que 500 células/mm?, embora este valor possa
variar de 100 a 1.000 células/mm? (4). A linfocitose é predominante no liquor desses
pacientes, embora o predominio de PMN possa ser observado nos estagios iniciais
da doenca (116). Os niveis de proteinas totais podem ser normais ou levemente
aumentados, enquanto a concentracéo de glicose no liquor geralmente é normal ou
levemente diminuida (4).

A administracdo de antibidticos previamente a puncao lombar pode alterar
consideravelmente os parametros citoquimicos do liquor (117). Por exemplo, os
niveis de glicose geralmente sdo normalizados 24 horas apés o inicio do tratamento.
Outro fator que prejudica a interpretacdo do exame do liquor é o acidente de puncao
lombar, que introduz sangue no fluido espinhal. A ocorréncia de acidente durante a
puncao lombar altera a contagem de leucdcitos, a proteinorraquia e a glicorraquia
(117).

Atualmente, tém sido propostos modelos multiparamétricos baseados em
combinacdes de parametros clinicos e laboratoriais para definicdo de diagnéstico
clinico da meningite (118-124). Nenhum critério clinico ou laboratorial considerado
independentemente é capaz de diferenciar a meningite bacteriana da meningite viral
com alta sensibilidade e boa especificidade. Assim, varias equipes propuseram
sistemas de pontuacdo que consideram combinacdes de parametros clinicos e

laboratoriais para definirem-se regras de deciséo clinica. Porém, estes sistemas de
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pontuacdo séo dificilmente transponiveis entre diferentes hospitais e a distribuicdo
da pontuacdo obtida aparece dispersa devido a variabilidade da apresentacédo

clinica das meningites.

1.3.3.2 Identificacdo do agente etioldégico causador de meningite

A identificacdo do agente etioldégico da meningite é fundamental para auxiliar
na escolha da terapia apropriada e para o rastreamento epidemiolégico regional da
doenca. A cultura do liquor € considerada padrédo-ouro para o diagnostico diferencial
das meningites (78, 125). Os meios de cultura rotineiramente usados para cultura do
liquor sdo agar sangue de carneiro a 5% e agar chocolate. A incubacéo das placas
deve ser feita por pelo menos 72h a 37°C em atmosfera contendo de 5 a 10% de
CO; (11). Em pacientes com meningite bacteriana nao tratada previamente com
antibioticos, a cultura do liquor é positiva em 70-85% dos casos (126). No entanto, o
resultado da cultura do liquor € demorado, o que obriga 0 uso de terapia empirica
com antibiéticos de largo espectro e, em alguns casos, a administracdo de
antibiéticos aos pacientes cuja etiologia se revela viral ao diagnostico confirmatério.
Em pacientes previamente tratados com antibiéticos, a sensibilidade da cultura é
significativamente diminuida (79).

Esfregacos de liquor corados com a coloracdo de Gram também sdo usados
para a identificacdo preliminar do agente etiolégico da meningite bacteriana, sendo
um método bem estabelecido e de baixo custo (78, 127). O teste de bacterioscopia
por Gram positivo para diplococos gram-positivos sugere diagnostico preliminar para
S. pneumoniae (1). Organismos gram-negativos em forma de diplococos indicam
N.meningitidis, enquanto os bacilos podem ser H. influenzae, Escherichia coli ou
Pseudomonas aeruginosa (1).

O teste de aglutinagdo em latex tem sido usado para auxiliar no diagnostico
diferencial das meningites (3, 114). E um método rapido e de facil execucdo que
permite resultados em menos de 15 minutos (117). Os testes utilizam particulas de
latex de poliestireno revestidas com anticorpos contra 0os antigenos bacterianos em

solucdo de azida sodica a 0,1% como conservante. Estas particulas de latex
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aglutinam macroscopicamente na presenca de antigeno homologo suficiente, sendo
visualizadas a olho nu. O teste de aglutinagdo em latex € recomendado para casos
suspeitos de meningite bacteriana com resultados negativos a cultura e
bacterioscopia por Gram (117).

Atualmente, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional e em
tempo real (RT-PCR) tem sido avaliada para a identificacdo do agente etiolégico das
meningites em diversos fluidos biol6gicos (128, 129). Para deteccdo de S.
pneumoniae, o alvo mais comum é o gene da pneumolisina (ply) por codificar uma
proteina intracelular especifica produzida por todos os sorotipos clinicamente
relevantes (130-132). A PCR para o diagndstico de N. meningitidis tem como alvo o
gene ctrA que € Unico neste microrganismo, com por¢cdes génicas altamente
conservadas e comuns a todos 0s sorogrupos do meningococo. A limitacdo deste
teste deve-se ao primer proximo a sequéncia terminal 5’, regido variavel entre os
diferentes sorogrupos do meningococo, 0 que compromete a sensibilidade do teste
(133). O gene bexA codifica a proteina capsular presente em todas as cepas de H.
influenzae, o que favorece sua identificacdo com alta sensibilidade (134). O uso da
PCR é recomendado para casos suspeitos de meningite que apresentaram
resultados negativos a cultura ou bacterioscopia por Gram (79, 117). A
complexidade dos métodos baseado em PCR, ou RT-PCR dificulta a sua
implementacéo pelos laboratérios hospitalares, mesmo em centros de referéncia em
infectologia. O tempo necessario para a realizacdo destes testes ainda ndo atendem
a necessidade do diagnéstico rapido e “point-of-care”. Além disso, a eliminagéo
rapida dos patdégenos pelo sistema imune do hospedeiro limita a janela temporal

para deteccdo dos acidos nucleicos desses microrganismos.
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1.4 Estado da arte da pesquisa de novos biomarcadores para as

meningites

A participacdo de mediadores inflamatorios na patofisiologia das meningites é
notavel; por exemplo, as citocinas sdo capazes de iniciar e intensificar a resposta
inflamatdria do hospedeiro, precedendo o infiltrado de células polimorfonucleares no
espaco subaracnoide. Por isso, diversos trabalhos tém proposto a utilizagcdo de
citocinas e quimiocinas como marcadores para o diagnostico diferencial entre as
meningites bacterianas e virais e de progndéstico da doenca.

Citocinas inflamatorias, tais como IL-1B, IL-6 e IL-8 e TNF-a tém sido
amplamente avaliadas para o diagndstico diferencial entre as meningites bacteriana
e viral, com resultados contraditorios (135-139). Na maioria dos estudos até hoje
realizados, a concentracdo destas citocinas esta consideravelmente aumentada no
liguor ou soro de pacientes com meningite bacteriana em comparacdo com a
meningite viral. Entretanto, a avaliagdo como marcador diagnéstico de cada citocina
difere entre os trabalhos, possivelmente devido as variagcbes do delineamento
experimental relacionadas ao grupo etario estudado, processamento das amostras e
namero de pacientes de cada etiologia de meningite. Por exemplo, Vazquez e
colaboradores (137) demonstraram que a IL-6 € um bom marcador para diagndstico
e progndstico da meningite bacteriana, sendo que concentracdes desta interleucina
acima de 35-40pg/mL seriam capazes de diferenciar esta doenca da meningite viral
ou de individuos saudaveis com sensibilidade de 100% e especificidade de 95%.
Todavia, outros trabalhos consideraram que a IL-6 n&o deve ser utilizada como
marcador diferencial das meningites, devido a sobreposicdes das faixas de
concentracbes desta interleucina nos grupos de pacientes com meningite
bacteriana, viral ou sem meningite (135, 136). Por exemplo, pacientes com
meningite meningococica apresentaram concentracbes de IL-6 menores que
20pg/mL, enquanto pacientes com meningite viral apresentaram concentragdes de
IL-6 superiores a 50pg/mL (136). Estes resultados contrariam o ponto de corte
proposto por Vazquez e colaboradores para distincdo dos casos com meningite

bacteriana a partir da dosagem de IL-6.
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Outros trabalhos investigaram o papel de outras citocinas, como IL-13, IL-8 e
TNF-a para o diagndstico diferencial das meningites (140, 141). O TNF-a apresenta
concentracfes marcadamente superiores em pacientes com meningite bacteriana
em comparacdo com a meningite viral (136, 142, 143). A concentragdo minima
detectada de TNF-a em pacientes com meningite bacteriana é pelo menos duas
vezes superior a encontrada em pacientes com meningite viral ou individuos
saudaveis (meningite bacteriana: 21,13pg/mL; meningite viral: 8,78pg/mL; controles:
1,37pg/mL) (136). Entretanto, concentracdes divergentes desta citocina entre 0s
pacientes com meningite bacteriana ou viral sdo relatadas em outros trabalhos, o
que compromete o valor diagnéstico deste marcador (141, 142). Além disso, outras
doencas inflamatérias do SNC causam o aumento consideravel de citocinas no
cérebro, como a esquizofrenia, Alzheimer e hemorragia subaracnoide, reduzindo a
especificidade deste método diagndstico (144-146). Por fim, a dosagem de citocinas
€ principalmente realizada por ensaios imunoenzimaticos, o que permite a detec¢céo
de quantidades minimas de citocinas no liquor. Em contraste, a maior parte dos
ambientes hospitalares ndo dispde de recursos suficientes para a dosagem
imunoenzimética de citocinas, o que limita a aplicacdo desta analise. Assim, a
identificacdo de biomarcadores estaveis da resposta inflamatéria do hospedeiro, a
partir da protedmica, pode ser considerada uma alternativa promissora para o
diagnéstico diferencial das meningites.

A concentracdo de lactato no liquor também tem sido proposta para
diagndstico diferencial das meningites. O lactato é um acido hidroxicarboxilico que
existe nos fluidos corporais como dois isdmeros: D-lactato e L-lactato. Embora
alguns trabalhos tenham avaliado a concentracdo dos isbmeros para o diagndstico
diferencial da meningite (147, 148), a maioria dos estudos ndo distingue entre as
duas formas (149-151). A concentracdo do lactato no liquor, assim como outros
parametros citoquimicos, por exemplo, contagem total de leucécitos, varia de acordo
com o0 agente etiolégico causador da doenca, com o tratamento prévio do paciente
com antibiéticos e com a faixa etaria. Alguns estudos de meta-analise consideraram
a dosagem do lactato um excelente marcador individual para o diagnéstico
diferencial das meningites com sensibilidade e especificidade médias de 93 e 94%,
respectivamente (149, 151). Entretanto, alguns trabalhos incluidos na avaliacdo por
meta-analise ndo apresentam um diagnostico definitivo de todos os pacientes com

meningite e/ou definem pontos de corte com pouca aplicabilidade. A associacdo dos
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dados clinicos e laboratoriais em modelos preditivos multiparamétricos resulta em
aumento da sensibilidade e especificidade para o diagnéstico da meningite. Desse
modo, € razoavel considerar que a concentracdo do lactato no liquor pode ser
utilizada para auxiliar o diagnoéstico diferencial das meningites em conjunto com 0s

parametros citoquimicos classicos do liquor (150).
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1.5 Esquemas terapéuticos para as meningites

1.5.1 Meningites bacterianas

A escolha do antibiotico mais adequado para a meningite bacteriana depende
do patdgeno. No entanto, o inicio do tratamento ndo pode ser adiado até que a
bactéria seja identificada devido a evolucao rapida e devastadora da doenca. Por
isso, o tratamento normalmente se da de forma empirica, baseando-se no
conhecimento epidemioldgico acerca das formas bacterianas prevalentes para cada
grupo etario. Para a escolha dos antibioticos especificos para cada etiologia da
meningite bacteriana deve ser utilizado o conhecimento atual sobre os padrdes de
susceptibilidade antimicrobiana de cada patdgeno, sempre considerando que a
resisténcia antimicrobiana € provavel (117).

Na maioria dos casos de meningite bacteriana em criangcas e adultos, o
tratamento inicial é feito com cefalosporinas de amplo espectro (cefotaxima ou
ceftriaxona) que possuem excelente atividade contra todas as cepas de Hib, S.
pneumoniae e N. meningitidis (78, 111). Além disso, a adicdo de vancomicina tem
sido avaliada para o tratamento de isolados de S. pneumoniae que se apresentam
nao susceptiveis as cefalosporinas (117, 150, 152). Em pacientes com 50 anos ou
mais, a ampicilina deve ser administrada para cobertura adicional de Listeria
monocytogenes que € prevalente nesse grupo etario (78).

O uso dos antibiéticos bactericidas como as cefalosporinas causam a
liberacdo de produtos da parede celular bacteriana, tais como endotoxinas, acidos
teicoicos e peptidioglicanos. Estes produtos favorecem a produgcdo de mediadores
inflamatérios como o TNF-a e a IL-1 associados ao pior prognostico e aumento da
severidade da meningite bacteriana (153-155). A atenuacdo da resposta inflamatoria
€ essencial para a reducdo das consequéncias desta doenca, como 0 edema
cerebral, o aumento da pressdo intracraniana, a alteragcdo do fluxo sanguineo
cerebral e o dano neuronal (16, 156, 157). Para isso, terapias com adjuvantes tém
sido propostas para atenuar a pleocitose, inibir a producdo de citocinas pro-
inflamatorias e reduzir a producéo de iINOS (158-160).
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Um dos principais adjuvantes utilizados para tratamento da meningite
bacteriana é o corticosteroide dexametasona. A melhor indicagéo para o uso deste
farmaco é no tratamento da meningite causada por H. influenzae (161). Diversos
estudos clinicos consideram que o0 uso da dexametasona combinada aos
antibiéticos para o tratamento das meningites apresenta beneficios tanto em
criangas quanto em adultos (161-165). Todavia, outros trabalhos questionam a
capacidade desse adjuvante em reduzir as taxas de mortalidade e morbidade
associadas as meningites (166-172). Em modelo experimental de meningite
pneumococica utilizando ratos infantes foi observado que o uso da dexametasona
ndo previne o dano coclear devido a perda de neurdnios do ganglio espiral (173,
174). Assim, o beneficio da dexametasona para o tratamento das meningites é
incerto e requer mais estudos para avaliacdo de seus efeitos como terapia
adjuvante.

Compostos quimicos com atividade inibitéria de MMPs previnem o dano
cerebral e coclear (36, 38). Em modelos experimentais de meningite bacteriana, o
uso de inibidores de MMPs e/ou da enzima conversora de TNF-a (TACE) manteve a
integridade da BHE, reduziu o dano neuronal no cortex e a mortalidade dos animais
com meningite pneumocécica (38, 175, 176). A administracdo da doxiciclina em
modelo experimental de ratos com meningite pneumocdcica diminuiu a mortalidade
e 0 dano no cérebro e na coéclea dos animais infectados (63). A doxiciclina é uma
tetraciclina de segunda geracdo com boa penetracdo no SNC que possui atividade
anti-inflamatoéria pela inibichio da TACE. Esta enzima intensifica o processo
inflamatdrio por meio da producéo de TNF-a que, por sua vez, favorece a atividade
das MMPs e a liberagdo de outras citocinas (177-179). A producédo prejudicada de
TNF-a devido a administracdo de doxiciclina atenua o quadro inflamatério
exacerbado observado na meningite bacteriana (175).

O uso de farmacos potenciais sequestradores de espécies reativas no
tratamento das meningites pode ser uma alternativa capaz de reduzir os danos
neurolégicos relacionados a esta doenca. O uso de sequestradores de RNS, como o
urato ou o ascorbato, em adicdo ao antibidtico ceftriaxona atenuou a resposta
inflamatoria do hospedeiro durante a meningite bacteriana (180). Além disso, esta
terapia adjuvante contribuiu para a reducédo da pressao intracraniana dos animais

em modelo experimental de meningite pneumocdcica (181)
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1.5.2 Meningites virais

O tratamento das meningites virais inclui a manutencdo de fluidos e
eletrdlitos, a atenuacdo da dor e a observacéo clinica para verificar a presenca de
sequelas neurolégicas e neuroenddcrinas como convulsGes, edema cerebral e
sindrome da secrecédo inadequada do horménio antidiurético (SIADH) (4). Etapas da
replicacdo viral como a sintese proteica, o desencapsulamento do virus e a ligacédo a
receptores celulares do hospedeiro sdo potenciais alvos de drogas antivirais para o
tratamento da meningite. Na meningite por enterovirus normalmente utilizam-se
somente analgésicos e narcéticos para atenuagdo dos sintomas da doenca. Apesar
de ndo haver medicamentos especificos para o tratamento da meningite por
enterovirus, 0 uso de imunoglobulina sérica e do antiviral pleconaril tém sido
avaliados (66). No entanto, a adocdo da imunoglobulina para o tratamento da
meningite viral ainda ndo é bem esclarecida, e por isso, ndo recomendada.

O antiviral aciclovir é utilizado para o tratamento das meningites por herpes
simplex virus e por varicela zoster. Este farmaco € seletivamente metabolizado por
células do organismo infectadas pelo virus e seu mecanismo de acdo envolve o
bloqueio da DNA polimerase impedindo a sintese do DNA viral. O aciclovir ndo é
toxico para os pacientes, embora ocorra um acumulo limitado desse farmaco nos
rins devido a sua baixa solubilidade na urina (182). A administracdo de aciclovir no
tratamento da meningite por herpes esta associada a reducdo da severidade da
doenca e mortalidade em adultos e criangas, inclusive neonatos (183-186). Por outro
lado, apesar do tratamento com aciclovir ser eficaz em meningite por varicela zoster,
o tempo de hospitalizacao desses pacientes pode ser superior a quatro vezes em

comparacao aqueles que ndo receberam este farmaco (de 5 para 21 dias) (187).

1.6 A utilizac&do da abordagem protedmica para a pesquisa de
biomarcadores e de novos alvos terapéuticos
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A protebmica pode ser definida como um estudo em larga-escala das
caracteristicas proteicas, tais como 0s niveis de expressdo, as modificacdes pos-
traducionais e as interacdes com outras moléculas para obter uma visdo geral dos
processos celulares relacionados as proteinas (188). O surgimento de novas
tecnologias protedmicas, particularmente a evolucdo da eletroforese bidimensional e
a espectrometria de massas de alta resolucéo tem aprimorado consideravelmente a
caracterizacao proteica dos fluidos biologicos. O uso das metodologias protedmicas
atuais permite que a caracterizacdo de proteomas inteiros seja um obijetivo real. Por
meio da analise de perfis proteicos de individuos saudaveis e doentes, a proteébmica
clinica tem sido capaz de revelar, identificar e quantificar novos biomarcadores
capazes de auxiliarem no diagndstico diferencial, além de novos alvos terapéuticos
para diversas doencas, inclusive do SNC, como meningite, Alzheimer, Parkinson e
esclerose multipla (189-194).

O metabolismo de uma célula, ou de um organismo €, geralmente, regulado
por proteinas que agem em vias definidas como cascatas de interacdes entre
proteinas, metabdlitos, ions e genes. A protebmica funcional possibilita o
entendimento de como essas interacdes contribuem para a regulacédo dos principais
eventos biologicos (195, 196). Por sua vez, o conhecimento detalhado das
interagbes proteina-proteina ativas no interior da célula, tanto em estado normal
guanto patoldgico, € fundamental para a identificacdo de novos alvos terapéuticos
para o controle de uma doenca (195).

Poucos estudos protedmicos tém investigado marcadores bioldgicos para o
diagnéstico diferencial das meningites bacterianas e virais, embora os resultados
encontrados sejam relevantes. Jesse e colaboradores (197) identificaram seis
potenciais biomarcadores para a diferenciacdo entre meningite bacteriana, sem
distingdo do agente etiologico, e viral em amostras de liquor. Dentre estas, a
proteina glial fibrilar acida (GFAP) foi validada por ensaio imunoenzimatico e
observaram-se valores médios aumentados dessa proteina no liquor de pacientes
com meningite bacteriana em comparagcao a pacientes com meningite viral, embora
os valores de sensibilidade e especificidade n&o tenham sido divulgados. A
relevancia diagnostica de GFAP associada as meningites necessita maior

investigacdo antes de poder ser aplicada clinicamente. A proteina GFAP & um

55



marcador bem estabelecido de ativagdo de micréglia (198), sendo que durante o
dano celular por trauma ou doenca, como a meningite bacteriana, a microglia produz
maior quantidade de GFAP. Goonetilleke e colaboradores (199) analisaram perfis
proteicos de liquor de pacientes adultos com meningite pneumocoécica que
sobreviveram ou ndo a doenca. As proteinas mais expressas em pacientes que
evoluiram para Obito devido a meningite, tais como B-2-glicoproteina |, proteina
carreadora de soluto 25 membro 16 e fator de estimulacdo (tau variante) foram
sugeridas como marcadores de severidade da doenca. No entanto, nenhum trabalho
até hoje comparou os perfis proteicos do liquor de pacientes com as trés formas
epidemiologicamente mais relevantes de meningite (pneumocadcica, meningocdécica
e viral) e de individuos normais. A investigacdo de biomarcadores da resposta
inflamatoria de pacientes com meningite pode revelar marcadores proteicos estaveis
cuja liberacdo no liquor prossegue apdés a eliminacdo do patégeno pela
antibioticoterapia, permitindo sua identificacdo em distintos estagios da doenca.

O uso da protedmica pode contribuir tanto para a identificacdo de alvos
proteicos Uteis para o diagndstico clinico precoce da doenca, bem como para a
determinacdo de vias metabdlicas ou de sinalizacdo diferencialmente reguladas em
resposta as meningites e que contenham proteinas candidatas a novos alvos

terapéuticos.
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2 JUSTIFICATIVA

A meningite bacteriana € uma doenca com progressao rapida e alta taxa de
mortalidade que, todavia, pode ser curada com a administracdo imediata de
antibiéticos adequados em algumas situagfes, associados a anti-inflamatorios. A
antibioticoterapia correta e rapidamente administrada é primordial para que o
paciente com meningite bacteriana ndo sofra complicacdes neuroldgicas graves que
muitas vezes evoluem para sequelas permanentes, como surdez e retardo mental
ou para Obito. Entretanto, as taxas de mortalidade e morbidade associadas as
meningites bacterianas permanecem elevadas. A escolha do esquema terapéutico
requer que o diagnostico diferencial seja feito rapidamente e com alta especificidade
e sensibilidade. Entretanto, os métodos diagndsticos disponiveis sdo limitados de
modo que, em grande parte dos casos, ndo ha definicdo do agente etiolégico, o que
obriga ao tratamento empirico. Isto se deve principalmente ao tratamento prévio e
inadequado dos pacientes com antibidticos antes da hospitalizacdo, o que acontece
em 30 a 50 % dos casos. Uma importante consequéncia do tratamento empirico
ocorre quando pacientes com meningite viral sdo tratados com antibiéticos e anti-
inflamatorios. A atenuacdo da resposta inflamatéria desses pacientes pode agravar
a doenca. Além disso, aumentam-se 0s riscos associados ao uso indevido de
antibioticos e os custos com hospitalizacoes.

Os métodos de deteccdo dos patdégenos baseados na PCR seriam uma
alternativa interessante, principalmente para o diagnéstico de meningite viral, mas a
complexidade da técnica tem inviabilizado a sua utilizacdo na maioria dos hospitais.
Além disso, a eliminacéo rapida dos patégenos pelo sistema imune do hospedeiro
reduz a janela temporal para deteccdo dos &cidos nucleicos desses virus ou
bactérias. No entanto, mesmo apdés a eliminacdo dos patégenos do SNC, a
inflamacdo persiste. Por isso, formulamos a hipotese de que o proteoma
comparativo do liquor de pacientes afetados por diferentes formas de meningite
pode revelar biomarcadores e novos alvos terapéuticos para as formas de meningite
mais epidemiologicamente relevantes.

Neste contexto, o presente trabalho propde a identificacdo de marcadores
proteicos da resposta inflamatéria do hospedeiro para o diagnéstico diferencial das

formas mais frequentes de meningite bacteriana e viral. Como a maioria do conteudo
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proteico presente no liquor durante a meningite é constituido de proteinas da
resposta imune do hospedeiro, esta estratégia € mais viavel do que a investigacao
de proteinas do patdégeno. Além disso, ainda que haja erradicacdo do patégeno, a
reacao inflamatéria do hospedeiro se mantém no curso da doenca, aumentando a
janela temporal para o diagnéstico diferencial da meningite através da deteccdo de
biomarcadores da resposta imune.

Por fim, a analise dos perfis proteicos do liquor de pacientes com meningite,
a luz das redes de interacfes proteicas ja descritas na literatura biomédica, pode
contribuir para o melhor entendimento dos mecanismos patofisioldgicos associados
com cada etiologia de meningite estudada, possibilitando a formulagédo de hipéteses

sobre novos alvos terapéuticos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar biomarcadores presentes no liquor humano capazes de diferenciar
0S pacientes com meningite bacteriana ou viral de individuos sem infec¢do no
sistema nervoso central e formular hipoteses sobre novos alvos terapéuticos para as

formas malignas de meningite.

3.2 Objetivos especificos

Analisar as diferencas qualitativas entre os perfis proteicos do liquor de
pacientes com meningite a fim de identificar proteinas especificas da resposta
inflamatéria do hospedeiro para cada agente etiolégico que possam compor um
modelo preditivo para o diagnéstico diferencial das meningites pneumocdcica,

meningocdcica e viral;

Analisar a distribuicdo, no interatoma humano, das proteinas associadas as
meningites pneumocdcica, meningocdcica e viral a fim de formular hipéteses sobre
0s mecanismos patofisioldgicos das formas malignas de meningite e sugerir novos
alvos terapéuticos para a prevencdo da mortalidade e morbidade associadas a

essas formas da doenca.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacéo da populacao selecionada para o estudo proted6mico

comparativo

Este projeto foi aprovado pelo Conselho Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) (Processos nos. 25000.140699/2005-93 e 25000.199054/2008-18). Os
pacientes, ou seus responsaveis legais, foram convidados a participar do estudo e
assinaram um termo de consentimento esclarecido.

Para a andlise comparativa do proteoma de liquor utilizando géis
bidimensionais foram selecionados 18 pacientes com meningite pneumocécica,
meningite meningocdcica ou meningite viral e seis individuos controles (Tabela 1).
Os pacientes foram atendidos no hospital Giselda Trigueiro (Natal/ RN) ou no
Hospital Infantil Jodo Paulo II — FHEMIG (Belo Horizonte/ MG) e submetidos a
puncdo liquérica lombar. Imediatamente apds a colheita do liquor, as amostras
foram centrifugadas a 2.000g por cinco minutos para separacdo de células e os
sobrenadantes foram congelados a -20°C nos laboratorios dos hospitais até serem
transferidos para a Plataforma de Protedbmica PDTIS — FIOCRUZ, subunidade
Eletroforese 2D — BH (RPT-02D), em Belo Horizonte, onde ficaram estocados a -
80°C até serem analisados. Amostras com mais de 250 eritrocitos/pL e tempo de
processamento superior a 6 horas foram excluidas deste estudo.

Foram analisados adicionalmente os resultados de exames dos parametros
citoquimicos do liquor, a saber: contagem total e diferencial de leucécitos, proteinas
totais e glicose, do grupo de pacientes que compdem este estudo para comparagao
com dados pré-estabelecidos na literatura cientifica. Estes exames foram feitos nos
laboratérios dos hospitais parceiros que disponibilizaram as amostras de liquor para
0 projeto e os resultados foram coletados a partir da revisdo dos prontuarios dos
pacientes.

O diagndstico confirmatério das meningites bacterianas se deu pela deteccdo
dos patdégenos no liquor, ou no sangue, por um ou mais dos seguintes testes:
cultura, bacterioscopia por Gram, ou aglutinacdo em latex. O diagnodstico de
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meningite viral foi feito por exclusdo das formas bacterianas de meningite quando
havia quadro clinico de meningite com resultados de cultura, bacterioscopia por
Gram e aglutinacdo de latex negativos, mas com contagem de leucocitos levemente
aumentada (> 50 células), niveis de proteinas podendo estar levemente
aumentados, ou normais (normal: 15 a 45mg/dL) e glicose normal ou levemente
diminuida (normal: 60mg/dL). O grupo controle foi formado por individuos sem
infeccdo no SNC, infeccbes sistémicas, doencas psiquiatricas ou
neurodegenerativas atendidos por suspeita de meningite, mas cuja doenca foi
descartada pelo diagnostico confirmatério e pelos valores de parametros

citoquimicos normais.
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Tabela 1: Caracterizacdo da populacao selecionada para o estudo protedmico comparativo

DADOS SOCIO-
DEMOGRAFICOS

DADOS CLINICO-LABORATORIAIS

Idade | Sexo | H. IJPII | H. GT Sm_al Febre Slpals Leucdcitos % Proteinas | Glicose | Cultura | Gram | Latex
clinico meningeos PMN
Pacientes

MP
1 9a M X vomito (+) (+) 5.600 80 441 71 (+) N/A N/A
2 22a M X N/A N/A N/A 1.438 90 185 26 N/A (+) N/A
3 13a M X N/A N/A N/A 4.400 93 186 20 +) (+) +)
4 23a M X N/A N/A N/A 645 95 335 2,5 (+) (+) N/A
5 36a M X N/A N/A N/A 960 87 474 1,5 +) (+) N/A
6 2a | F X XSQJQ?A (+) +) 240 92 110 1 +) @ | @

MM
1 13a F X vomito (+) (+) 72 5 66 41 N/A (+) N/A
2 5m F X vOmito (+) (+) 2.560 44 187 3 (+) (+) (+)
3 12a F X vomito (+) (+) 19.500 96 461 0 (+) N/A N/A
4 5a M X vomito (+) (+) 6.800 95 202 53 N/A N/A (+)
5 8a F X N/A N/A N/A 13.500 94 80 2 (-) (+) )
6 lla F X vomito (+) (+) 120 94 281 48 (+) (+) N/A

MV
1 da F X vomito (+) (+) 500 30 31 49 N/A ) )
2 4a M X ) +) (-) 2 8 18 51 N/A ) )
3 6a | F X ) o) 44 56 36 43 ) O | 6
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Idade | Sexo | H. IJPIl | H. GT S,m_al Febre Slpals Leucécitos % Proteinas | Glicose | Cultura | Gram | Latex
clinico meningeos PMN
vOmito;
4 8a M X cefaleia +) (+) 33 73 38 50 N/A ) )
mal-
5 3a M X estar ) (+) 53 10 29 47 N/A N/A )
6 11m F X vOmito (+) N/A 21 60 32 57 ) ) N/A
CTRL
1 7a M X vomito +) +) 6 54 35 72 N/A N/A N/A
2 3a | M X mal- (+) 0 9 94 20 50 N/A N/A | NA
estar
3 33a M X N/A N/A N/A 2 80 30 40 ) N/A N/A
4 2a M X ) ) N/A 2 13 21 62 N/A N/A N/A
5 11m F X vomito (+) (-) 1 7 26 58 ) ) N/A
6 5m F X ) (+) N/A 2 0 24 51 ) ) N/A

MP: Meningite pneumocdcica; MM: Meningite meningocécica; MV: Meningite viral; CTRL: Controle; H. 1JPIl: Hospital Infantil Jodo Paulo II;

H.GT: Hospital Giselda Trigueiro; a: anos; m: meses; M: masculino; F: feminino; (+): positivo; (-): negativo; N/A: ignorado; Gram: bacterioscopia

por Gram; Leucdcitos (células/mm?®); Proteinas e Glicose: mg/dL; dados de cultura, Gram e latex: no liquor.
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4.2 Processamento das amostras de liquor

4.2.1 Concentracdo das amostras por precipitacdo de proteinas

As proteinas das amostras de liquor selecionadas para este estudo foram
precipitadas com acetona (Merck, Dramstadt, Alemanha). As solucdes foram
preparadas adicionando-se 1,2mL de acetona gelada a 300uL de liquor, seguido de
incubacdo a -20°C por 16h. Amostras de liquor de pacientes com meningite
bacteriana tém maior concentracdo proteica em comparacdo com amostras virais e
controles. Por isso, para estes dois Ultimos grupos de pacientes foram utilizados
600uL de liquor. A proporcdo de 4:1 volumes de acetona e liquor foi mantida para
todas as amostras. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 13.000g, a
4°C, durante 15 minutos. O sobrenadante foi retirado cuidadosamente e os tubos
com os precipitados foram mantidos a temperatura ambiente para evaporacao
completa da acetona. Em seguida, os precipitados foram ressuspendidos em 15uL
de agua Milli-Q (UltraPure Millipore, MA, EUA).

4.2.2 Deplecéo de albumina e IgG do liqguor de pacientes com meningite

e controles

A albumina e a imunoglobulina G (IgG) estdo proporcionalmente em maior
concentracdo em diversos fluidos bioldégicos em comparacdo as demais proteinas,
inclusive no liquor, e, por isso, sdo consideradas grandes interferentes em analises
protedmicas destes fluidos. Portanto, foi realizada a deplecédo destas proteinas nas
amostras previamente concentradas utilizando o kit Albumin & IgG Depletion
SpinTrap™ — GE (Healthcare, Uppsala, Suécia). O kit emprega anticorpo monoclonal

anti-alboumina, e proteina G de streptococcus imobilizados covalentemente a
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sepharose 0 que permite que estas proteinas sejam removidas da amostra de forma
rapida e seletiva. Para cada amostra de liquor previamente concentrada com
acetona e ressuspendida em 15uL de agua Milli-Q foram adicionados 85uL de
tampéo contendo fosfato de sédio a 20mM e cloreto de sodio a 0,15M, pH 7,4. O
volume final de 100uL por amostra foi aplicado a coluna de sepharose seguindo as
instrugdes do fabricante. Os 300uL de eluato foram concentrados 20X por nova
precipitacdo com acetona, como descrito no item 2.1, seguida de ressuspensao do
precipitado em 15uL de tampéo de reidratacdo IEF (Ureia a 8M, Tioureia a 2M,
CHAPS a 4%).

4.2.3 Quantificacao de proteinas

A quantificacdo de proteinas nas amostras de liquor em estado bruto e apos
deplecéo das proteinas hiperabundantes e segunda concentracao foi feita de acordo
com o método descrito por Bradford (200), utilizando-se o kit Bio-Rad Protein Assay
(Bio-Rad, CA, EUA). O kit € composto pelo corante Coomassie Blue G-250, que em
sua forma anidnica se liga especificamente aos residuos de aminodacidos arginina,
lisina e histidina das proteinas. A absorbancia maxima do complexo corante-proteina
ocorre a 595nm. O procedimento foi realizado em placa de 96 pocos utilizando-se
uma curva padrao feita com albumina de soro bovino (BSA, Bio-Rad, CA, EUA)
diluida em tampdo de reidratacdo IEF, contendo 10 pontos, em duplicata,
distribuidos entre 0,012ug/uL a 0,7ug/pLl. A diluigdo das amostras de liquor para
quantificacdo depende da condicdo da mesma (em estado bruto, ou apés deplecao)
e da etiologia de meningite (Tabela 2). Foram aplicados em cada poco 10uL de
amostra, ou do ponto da curva padréo, e 200uL do reagente de Bradford diluido 1:4.
Apds homogeneizacdo, os valores de absorbancia a 595nm foram obtidos em um
leitor de microplacas (SpectraMax 190 Absorbance Microplate Reader, Molecular
Devices Inc., EUA). As concentracdes proteicas foram calculadas lancando-se os

valores de absorbancia na equacéo da reta derivada da curva padréo.

65



Tabela 2: Diluicdo de amostras de liquor para quantificacdo de proteinas

MP MM MV CTRL
Amostras
Estado bruto 1:35-1:50 1:20 - 1:50 1:10 1:2-15
Apéds deplecdo  1:35-1:50 1:10- 1:35 1:5 1:5-1:10

As diluicdes das amostras de liquor dos pacientes, excetuando aqueles com meningite viral,
foram empiricamente estimadas a partir da turbidez das amostras observadas a olho nu.
MP: Meningite pneumococica; MM: Meningite meningocécica; MV: Meningite viral; CTRL:
controle.

4.2.4 Eletroforese de proteinas

4.2.4.1 Eletroforese Unidimensional — SDS-PAGE

As proteinas do liquor foram separadas por eletroforese unidimensional em
géis desnaturantes SDS-PAGE de acordo com o método de Laemmli (1970) (201),
utilizando o sistema Mini-Protean Il (Bio-Rad, CA, EUA). Foi utilizado 0,04ug de
padrdo de massa molecular na faixa de 6,5 a 200kDa (Broad Range Molecular
Weight, Bio-Rad, CA, EUA) aplicado na primeira canaleta do gel. Para cada
amostra, foi aplicado nas canaletas do gel o volume correspondente a 0,5ug de
proteina, independente da etiologia e da condicdo de processamento (em estado
bruto ou ap6s deplecdo). As amostras foi acrescentado o mesmo volume de tampéo
de amostra 2X [Tris-HCI a 0,06M, pH 6,8, SDS a 2% (m/v), B-mercaptoetanol a 5%
(v/v), glicerol a 10% (v/v) e azul de bromofenol a 0,025% (m/v)]. Em seguida, as
misturas foram aquecidas a 96°C por 5 minutos e transferidas para o gelo. Apds o
resfriamento, o volume total de cada amostra foi aplicado na respectiva canaleta em
gel de poliacrilamida. A voltagem inicial utilizada foi de 7,8V/cm até que as amostras
atravessassem o gel de concentracdo a 4% de acrilamida e entrassem no gel de
separagdo a 12% de acrilamida. Posteriormente, a voltagem foi elevada para
15,6V/cm por aproximadamente 1,5h, ou até que o corante atingisse o final do gel. O

tampéao de corrida utilizado € composto de Tris base a 0,025M, glicina a 192mM e
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SDS a 0,1% (m/v). Em seguida, os géis foram fixados e corados com nitrato de
prata, como descrito adiante no item 2.5.1.

4.2.4.2 Eletroforese Bidimensional (2-DE)

4.2.4.2.1 Focalizacao isoelétrica (primeira dimenséao)

A separacao de proteinas na primeira dimenséao por focalizacéo isoelétrica foi
realizada de acordo com seu ponto isoelétrico em fitas de gradiente imobilizado de
pH (IPG) de 7cm, pH 3-10NL (ReadyStrip™ IPG Protean |IEF (Bio-Rad, CA, EUA).
As proteinas do liquor foram separadas. Para cada amostra do presente trabalho (e
suas réplicas técnicas) foi aplicado 0,5ug de proteina em uma fita de IPG. Os
experimentos de 2-DE destinados a identificacdo de proteinas por espectrometria de
massas foram feitos com pools de amostras contendo 10, 40 e 100ug de proteina.

Amostras de proteinas do liquor foram solubilizadas em tampao IEF [Ureia a
8M, Tioureia a 2M, CHAPS a 4% (m/v), azul de bromofenol a 0,0025% (m/v), anfélito
Bio-Lyte® 3-10 (Bio-Rad, CA, EUA) a 0,2% (v/v) e DTT a 65mM] para um volume
final de 125uL. A solucdo foi mantida sob agitacdo por uma hora a temperatura
ambiente e, posteriormente, centrifugada por 30 minutos a 20.000g, a temperatura
ambiente, para separacdo do material ndo solubilizado. Apds a centrifugacéo, o
sobrenadante foi aplicado ao longo de uma canaleta da bandeja de focalizacao
isoelétrica entre os eletrodos. Em seguida, as fitas de IPG foram colocadas
diretamente em contato com as amostras, com a face da fita recoberta pelo gel
voltada para baixo e sem que houvesse bolhas de ar sob a fita, e mantidas por 10
minutos a temperatura ambiente para a absor¢do da amostra. Apos a incubacéo,
adicionou-se 6leo mineral. As fitas de IPG foram submetidas a reidratacdo e a
focalizacdo isoelétrica no equipamento PROTEAN IEF Cell (BioRad, CA, EUA) a
20°C, com uma corrente maxima de 50uA por fita de IPG nas condi¢cdes descritas a
seguir: 1) reidratacdo passiva por 4 horas; 2) reidratacdo ativa a 50V por 12 horas;
3) passo 1: 500V, 30 minutos; 4) passo 2: 1.000V, 30 minutos; 5) passo 3: 4.000V, 1

67



hora e; 6) passo 4: 4.000V até 16.000V / h. As fitas de IPG focalizadas foram
utilizadas imediatamente para separacdo das proteinas pela segunda dimensao por
SDS-PAGE.

4.2.4.2.2 Equilibrio das fitas de IPG

O equilibrio das fitas de IPG apds a focalizacdo isoelétrica confere as
proteinas uma carga residual negativa e mantém as pontes dissulfeto reduzidas,
para separacdo das proteinas por peso molecular (segunda dimensédo) em SDS-
PAGE. Para isso, as proteinas foram reduzidas e alquiladas durante o equilibrio.
Para reducao das pontes dissulfeto, o tampao usado era composto de Ureia a 6M,
glicerol a 30% (v/v), SDS a 2% (m/v), Tris-HCIl a 50mM pH 8,8, azul de bromofenol a
0,001% (m/v) e DTT a 130mM, e, para alquilar as proteinas e prevenir sua
reoxidacdo durante a eletroforese, utilizou-se 0 mesmo tamp&o descrito acima mas,
ao invés de DTT, adicionou-se iodoacetamida a 135mM. Durante as duas etapas, a
bandeja de equilibrio contendo as fitas de IPG foi mantida sob lenta agitacdo a

temperatura ambiente, por 10 minutos.

4.2.4.2.3 SDS-PAGE (segunda dimenséo)

A separacdo das proteinas pela segunda dimenséo foi realizada por SDS-
PAGE a 12% de acrilamida, como descrito por Laemmli (1970) (201). As fitas de IPG
previamente equilibradas foram colocadas sobre a borda superior do gel de
poliacrilamida, contendo apenas o gel de separacao de proteinas, em sistema Mini-
Protean Il (Bio-Rad, CA, EUA) e seladas com agarose a 0,5% (m/v) contendo
0,0005% de azul de bromofenol. Foi utilizado 0,04ug de padrédo de massa molecular
na faixa de 6,5 a 200kDa (Broad Range Molecular Weight, Bio-Rad, CA, EUA)
aplicado em papel de filtro que foi posicionado no canto esquerdo da borda superior
do gel e selado juntamente com a fita de IPG. Na primeira etapa da eletroforese, a

voltagem foi mantida em 7,8V/cm durante 30 minutos para que as proteinas
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penetrassem no gel de separagdo. Posteriormente, o sistema foi mantido a
15,6V/cm aproximadamente por 1,5h, ou até que o corante atingisse a borda inferior
do gel. Géis bidimensionais contendo 0,5ug de proteina foram corados com nitrato
de prata, enquanto géis cujos spots seriam submetidos a andlise por espectrometria
de massas foram corados com Azul de Coomassie Coloidal G-250, como descrito a

sequir.

4.2.5 Coloragéo dos geéis de poliacrilamida

4.2.5.1 Impregnacao por nitrato de prata

Os géis foram fixados primeiramente com solucdo composta por etanol a 40%
(v/v) e acido acético a 10% (v/v) por 1,5h e, em seguida, com solucdo aquosa de
etanol a 20% (v/v) por 10 minutos. Em seguida, os géis foram lavados com agua
Milli-Q por 10 minutos. A sensibilizacédo foi feita com solugdo de ditionito de sédio
0,3g/L, por um minuto, seguida de duas lavagens com agua Milli-Q pelo mesmo
tempo. Os géis foram, entdo, corados com solucéo de nitrato de prata a 2g/L, por 40
minutos, e lavados por aproximadamente 30 segundos com agua Milli-Q. Os géis
foram revelados com solucédo de carbonato de potassio a 30mg/mL, tiossulfato de
sédio a 10mg/mL e formaldeido a 37% (v/v) por aproximadamente cinco minutos. O
bloqueio da revelacéo foi feito com solucao de Tris-base a 40mg/ml e acido acético a
2% (v/v) por 30 minutos. Os géis foram armazenados em solucdo de etanol a 20%
(v/v) a 4°C. Todas as etapas foram realizadas sob agitacdo constante, a temperatura

ambiente.

4.2.5.2 Coloragéao por Azul de Coomassie Coloidal G-250

Os géis foram fixados em solucdo aquosa de etanol a 30% (v/v) e acido

ortofosforico a 2% (v/v) por 1,5h, sendo a solugéo trocada a cada 30 minutos. Em
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seguida, foram feitas trés lavagens de 10 minutos com solucdo de acido
ortofosférico a 2% (v/v). A coloracdo foi feita em solucdo contendo &cido
ortofosférico a 2% (v/v), etanol a 18% (v/v) e sulfato de aménio a 15% (m/v) por 30
minutos e, posteriormente, adicionou-se a esta solucdo 1% de seu volume de uma
solugcéao concentrada de Azul de Coomassie Coloidal G-250 a 2% (m/v), incubando-
se em seguida por 24 a 72 horas. O excesso de corante foi removido com etanol a
20% (v/v) e os geéis foram armazenados em solucdo de sulfato de aménio a 12%
(m/v). Todas as etapas foram realizadas sob agitacdo constante, a temperatura

ambiente.

4.2.6 Analise das imagens dos géis bidimensionais

As imagens de géis uni e bidimensionais foram capturadas utilizando o
densitdmetro GS-800 (Bio-Rad, CA, EUA). O software PDQuest 8.0.1 (Bio-Rad, CA,
EUA) foi usado para comparacdes entre as imagens dos géis bidimensionais. O
tamanho e a orientacdo da imagem de cada gel foram ajustados com as ferramentas
de recorte e rotacdo disponiveis no menu de imagem. Os spots proteicos foram
detectados seguindo-se as instrucdbes do manual do software PDQuest. A
ferramenta spot-detection wizard automatiza o processo de selecdo de parametros
mais adequados para deteccdo dos spots proteicos. Estes parametros foram
ajustados até que a maioria (95%) dos spots fosse detectada no gel. Os dados do
objeto (spots) sdo compostos de pixels individuais. A intensidade de um spot é a
soma das intensidades de todos os pixels que formam aquele spot. Se a intensidade
média do spot é maior que a do background, entdo o objeto € detectado como um
spot. Apos a etapa de deteccao, a imagem original foi filtrada e suavizada criando-se
imagens gaussianas para melhor definicho do mapa proteico. Toda a analise foi
realizada utilizando-se imagens gaussianas. Cada matchset era composto pelo
conjunto de imagens de géis bidimensionais de cada etiologia de meningite
estudada, ou controles. Para criagdo do matchset, os spots de diferentes géis da
mesma etiologia foram alinhados e incluidos em uma imagem sintética (gel master)
que agrupa as informagfes disponiveis acerca dos spots presentes no conjunto de

géis de uma mesma analise.
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Ao todo, doze géis de cada etiologia de meningite (representando seis
individuos e suas duplicatas técnicas) foram comparados entre si e confrontados
com os demais géis das outras etiologias de meningite e do grupo controle, também
formado por doze géis, buscando-se spots para compor os subconjuntos interse¢édo
e 0s conjuntos unido de cada grupo. O subconjunto intersecdo (N) é formado
pelos spots presentes em todos os 12 géis contendo as amostras de seis individuos
de um dado grupo e o conjunto unidao (U) é formado pelos spots observados em
pelo menos um dos 12 géis com as amostras de seis individuos de um dado grupo.
Posteriormente, esses dados foram utilizados para a composi¢cao de uma matriz de
presenca, ou auséncia, de todas as proteinas identificadas por espectrometria de
massas em cada grupo de meningite ou controle. Esta matriz foi utilizada para a
selecdo das proteinas candidatas a biomarcadores para o diagnéstico diferencial

das meningites.

4.3 Identificac&o por espectrometria de massas

4.3.1 Excisédo dos spots

Os spots selecionados para identificacéo por espectrometria de massas foram
excisados manualmente dos géis com o auxilio de ponteiras universais. Depois de
excisados, os spots foram transferidos para microtubos siliconizados de 0,5mL
(Axygen, Inc., CA, EUA) pré-lavados com metanol, agua e novamente metanol.
Estas lavagens permitiram a eliminacdo de residuos de plasticos presentes nos
microtubos que frequentemente sdo verificados como interferentes em espectros de
massas. Os microtubos contendo spots excisados foram armazenados a 4°C até a

etapa de digestéao triptica, descrita a seguir.
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4.3.2 Digestao triptica em gel de poliacrilamida

Antes da digestdo com tripsina, 0s spots proteicos foram descorados em
solucéo de acetonitrila a 50% (v/v) e bicarbonato de aménio a 25mM, pH 8,0 em
duas lavagens de 15 minutos, sob agitacdo constante em vortex, intercaladas por
uma lavagem por 16h sem agitagdo. Em seguida, os pedacos de gel foram
desidratados em acetonitrila 100%. ApdOs a remocao da acetonitrila, os pedacos de
gel foram secados em Speed Vac (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) por 15
minutos.

As proteinas em gel foram digeridas com tripsina de acordo com protocolo de
Shevchenko e colaboradores (202), com modificagdes. A tripsina (Trypsin Gold Mass
Spectrometry, Promega, WI, EUA) foi ressuspendida em acido acético a 50mM para
a concentracéo de 1ug/pL e diluida em solugéo de bicarbonato de aménio a 40mM e
acetonitrila a 10% (v/v) para concentracéo final de 20ug/mL. Os pedagos de gel
foram incubados com 20uL dessa solugao por uma hora a temperatura ambiente.
Em seguida, foram acrescentados 50uL de bicarbonato de ambnio a 40mM e
acetonitrila a 10% (v/v) e a digestédo das proteinas foi feita por 16h a 37°C. A solucao
resultante da digestao foi transferida para um novo tubo de 0,5mL e os peptideos
foram extraidos com 30uL de solugao de acido férmico a 5% (v/v) e acetonitrila a
50% (v/v) por 30 minutos, com agitacdo constante. A solucdo com o0s peptideos
extraidos foi removida e transferida para o tubo contendo a solugéo resultante da
digestdo. A extracdo foi repetida e, posteriormente, as solu¢cdes contendo os
peptideos extraidos de um mesmo spot foram reunidas em um mesmo tubo. As
amostras foram concentradas para 10uL em Speed Vac (Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha).

Os peptideos resultantes da tripsinizacdo foram dessalinizados através da
micropurificagcéo em ZipTip Pipette Tips ®Cig (Millipore, MA, EUA), seguindo-se as

recomendacdes do fabricante.
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4.3.3 Analise das proteinas por espectrometria de massas

Os peptideos gerados a partir da digestao triptica foram analisados pela
técnica de espectrometria de massas de desorp¢éo a laser acoplado a medida de
tempo de voo (MALDI-ToF-ToF) utilizando-se o analisador de massas Proteomics
5800 (AB Sciex) que pertence a Plataforma de Protebmica, subunidade
Espectrometria de Massa — RJ (RPT02A) do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ — RJ.
Os peptideos foram co-cristalizados com 0,3uL de matriz composta por acido a-
ciano-4-hidroxicindmico a 10mg/mL (Sigma, MO, EUA) em &cido trifluoro acético a
0,1% (m/v), acetonitrila a 50% (v/v) diretamente sobre uma placa de MALDI. A
matriz € um composto que auxilia na ionizacdo suave da amostra quando excitada
pelo agente ionizador (laser). Os dados das andlises de MS (peptideos tripticos) e
MS/MS (fragmentos de colisdo) foram adquiridos com um laser com taxa de
repeticdo de 1kHz. O numero de tiros utilizado foi 2.000 para os modos MS e
MS/MS. Os doze picos mais intensos, cuja relacédo sinal-ruido era superior a dois,
foram selecionados como precursores para aquisicdo MS/MS, excetuando 0s picos
oriundos de autdlise da tripsina, ou provenientes da matriz. Também foram excluidos
dessa analise fragmentos tripticos conhecidos da queratina. A calibracdo externa no
modo MS foi realizada utilizando-se uma mistura de padres de massa molecular de
peptideos contendo des-Argl-Bradicinina (m/z = 904,47), angiotensina | (m/z =
1296,69), Glul-fibrinopeptideo B (m/z = 1570,68) e de hormbnio adrenocorticotrofico
(ACTH) (7-38) (m/z = 3657,93). Espectros MS/MS foram externamente calibrados
utilizando-se massas conhecidas dos fragmentos idnicos observados no espectro
MS/MS de Glul-fibrinopeptideo B.

4.3.4 Identificacdo de proteinas a partir dos espectros de massas

Os espectros de massas dos peptideos gerados pela digestdo com tripsina

(MS) e os dados de fragmentacdo dos peptideos (MS/MS) foram utilizados para a
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identificacdo de proteinas por busca em banco de dados através do software
MASCOT, disponivel em versao web (Matrix Science Ltd., Londres, Reino Unido;
www.matrixscience.com). As analises foram feitas utilizando o banco de dados de
proteinas ndo redundante do National Center for Biotechnology Information (NCBInr)
restrito para Homo sapiens em 20 de julho de 2012. Foram toleradas no maximo
duas falhas de clivagens para peptideos semi-tripticos e uma variacdo de massa dos
peptideos de 100ppm e 0,3Da para MS/MS. A carga do peptideo foi de +1. Como
modificacdes poés-traducionais variaveis, que podem estar presentes ou ndo na
sequéncia peptidica, foram permitidas carbamidometilacéo de cisteina (C), oxidacéo
de metionina (M), deamida¢cbes de asparagina (N) e glutamina (Q) e formacgéo de

piroglutamato na porcdo N-terminal de glutamina (GIn-> pyro Glu).

4.4 Previsado da localizacao celular das proteinas identificadas

Utilizando-se a versdao web do software SherLoc 2 (http://abi.inf.uni-
tuebingen.de/Services/SherLoc2) foi feita a previsdo da localizagdo celular das
proteinas identificadas por espectrometria de massas. SherLoc 2 integra previsdes
de localizacdo celular proteica a partir de quatro classificadores baseados na
sequéncia de aminoacidos e um classificador baseado em mineracédo de textos da
literatura cientifica da proteina de entrada. Os classificadores baseados em
sequéncia utilizam quatro propriedades determinantes da separacgao intracelular de
proteinas: 1) peptideo terminal alvo; 2) sequéncia com sinal ancora; 3) composi¢ao
de aminoécidos e, 4) presenca ou auséncia de 43 motivos obtidos previamente dos
bancos de dados PROSITE (203) e NLSdb (204, 205). O classificador baseado em
mineracdo de textos utiliza o conjunto de titulos e resumos de artigos cientificos
disponiveis no Pubmed associados com o0 nome e Swiss Prot ID de cada proteina.
Cada classificador do tipo Maquinas de Vetores de Suporte (support vector machine
— SVM) faz uma previsdo da localizacéo celular pela composicdo de um vetor que
indica a probabilidade da proteina estar associada a localizagcdo prevista. Uma

excecao é o classificador de 43 motivos cuja saida € um vetor binario indicando a
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presenca/auséncia dos motivos na proteina. Os vetores de saida dos cinco
classificadores sdo combinados para formar um vetor de entrada para o classificador
SVM final. Este dltimo classificador descreve um hiperplano que divide o espaco
amostral em duas areas. Os dados mais préximos do hiperplano e que definem a
margem de separacao sao denominados vetores de suporte. A localizagéo celular
com a maior probabilidade é atribuida & proteina como previsao final. Como as
proteinas podem pertencer a mais de uma localizacao celular, o SherLoc 2 fornece
as varias localizacdes celulares possiveis juntamente com suas probabilidades em
um sistema de ranqueamento, ao invés de uma unica localizacdo celular prevista
(206).

4.5 Previsédo e analise de vias metabdlicas e de sinalizagdo candnicas e

processos celulares associados com as meningites

Buscando-se aprofundar o significado biolégico dos resultados obtidos pela
andlise protedbmica das amostras de liquor, as proteinas identificadas por
espectrometria de massas foram analisadas utilizando-se o software MetaCore
Analytical suite (GeneGo Inc.), que contém um banco de dados préprio curado
manualmente, além de dados publicos e de bancos comerciais de acesso restrito
(MetaCore™, GeneGo, St Joseph, MI, EUA). O banco de dados deste software
contém informacfes de interacbes de proteina-proteina humana, proteina-DNA e
proteina-RNA, além de pequenas moléculas, compostos quimicos e drogas. Dentre
as diversas opc¢Oes de andlises de dados disponiveis no MetaCore, a analise de
enriquecimento (EA) é capaz de determinar vias metabodlicas e de sinalizagéo,
funcdes bioldgicas e doencas associadas a uma dada lista de proteinas, além de
permitir a visualizagdo de mapas canbnicos organizados hierarquicamente de
acordo com a relevancia de sua associagdo com os dados experimentais enviados
ao software. Para esta analise, os Swiss Prot IDs das proteinas identificadas
experimentalmente foram utilizados para obtencdo de mapas de vias candnicas
(GeneGo maps), processos celulares GeneGo, processos celulares Gene Ontology
(GO) e classificagdo de doencas associadas a biomarcadores previamente
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estabelecidos na literatura cientifica. Proteinas da lista de entrada podem ter
interacdes fisicas, e/ou funcionais (como ligacdo, fosforilagdo ou regulagéo
transcricional) que sdo usadas pelo algoritmo para determinar o enriquecimento.

Os resultados apresentados foram classificados hierarquicamente de acordo
com o valor de p calculado com base no teste de probabilidade de distribuicdo
hipergeométrica (207). A significancia do teste é avaliada de acordo com o tamanho
da intersecdo entre o conjunto de dados de entrada, fornecido pelo usuario, e 0
conjunto de proteinas correspondentes a uma via metabdlica ou de sinalizacao
candnica, disponivel no banco de dados do MetaCore™. Ou seja, a probabilidade de
se obter, aleatoriamente, uma intersecdo de determinado tamanho entre os dados
de entrada e do software segue uma distribuicdo hipergeométrica, em que a
hipotese é nula, isto é, os dados séo independentes. O valor de p € calculado como
a probabilidade de que a intersecdo aleatéria entre os dados do usuéario e do
software apresente um tamanho determinado ou maior do que este. Cada
histograma da EA estima a significancia de uma sobreposicdo dos dados de entrada
com cada sub-rede gerada pelo software, baseada na intersecao da lista de entrada
com a unido de todas as sub-redes geradas pelo MetaCore™, em cada
experimento. Duas consideracdes: 1) geralmente, nem todas as proteinas do dado
de entrada podem estar associadas com nés das redes de interagcbes do
MetaCore™ e, 2) algumas proteinas podem corresponder a multiplos nés e, ainda,
alguns no6s podem corresponder a multiplas proteinas. Neste ultimo caso, 0s noés
representam complexos de proteinas.

As vias metabdlicas ou de sinalizacdo canbnicas sdo construidas
previamente, pelo software, baseadas em propriedades comuns, tais como categoria

Gene Ontology ou um conjunto de nos relacionado a uma determinada doenca.

4.6 Anélises estatisticas

As andlises estatisticas dos dados de parametros citoquimicos do liquor
obtidos dos prontuarios de pacientes incluidos neste trabalho foram feitas com o
pacote GraphPad Prism 5.0 (GraphPad software, CA, EUA). Assumindo-se que as

variaveis ndo possuem uma distribuicdo normal, a andlise foi feita usando-se o teste
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de Kruskal-Wallis para comparagéao entre as medianas de todos os grupos. Quando
esta diferenca foi estatisticamente significativa, estes foram comparados, par-a-par,
com o teste de Mann-Whitney U. As diferencas foram consideradas significativas
quando os valores de p foram menores que 0,05. O célculo dos valores de
sensibilidade e especificidade dos parametros citoquimicos para as meningites foi
realizado a partir do teste de Fisher.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise do liguor de pacientes com meningite

Os resultados de exames dos parametros citoquimicos do liquor, a saber:
contagem total e diferencial de leucdcitos, proteinas totais e glicose dos pacientes
com meningite bacteriana (pneumococica ou meningocdcica), meningite viral e
individuos controles que participaram deste trabalho foram coletados a partir da
revisdo dos prontudrios para comparacdo com dados pré-estabelecidos na literatura
cientifica.

A avaliacdo do parametro contagem total de leucécitos demonstrou diferencas
significativas entre o0s pacientes com meningites bacterianas em comparacao
agueles com meningite viral ou controles e entre estes dois ultimos (Figura 1). Os
valores de mediana da contagem de leucécitos no liquor encontrados para pacientes
com meningite pneumococica (MP) e meningite meningococica (MM) (MP: 1.199
células/mm® e MM: 4.680 células/mm?®) foram significativamente superiores aos
encontrados para pacientes com meningite viral (MV) e controles (CTRL) (MV: 44,5
células/mm?® e CTRL: 2 células/mm?®). Entretanto, foram observados sobreposicées
dos valores de leucdcitos, por exemplo, entre 0s pacientes com meningite
meningocadcica e meningite viral (Figura 1), o que inviabiliza a discriminagéo entre

estes pacientes.
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controles. O teste de Kruskal-Wallis foi realizado para comparacdo entre as medianas de
todos os grupos (valor de p = 0.0003). A comparagao par-a-par entre os grupos foi feita com
o teste de Mann-Whitney U (GraphPad Prism 5.0). MP: meningite pneumocécica; MM:
meningite meningocdcica; MV: meningite viral; CTRL: controle. * = p < 0,01.

A concentracdo de proteinas no liquor é considerada um dos indicadores
mais sensiveis de patologias no SNC (114). Os resultados demonstraram diferencas
significativas entre os pacientes com meningite bacteriana (MP: 260,5mg/dL e MM:
194,5mg/dL) em relacdo aqueles com meningite viral (MV: 31,5mg/dL) ou controles
(CTRL: 25mg/dL) (p < 0.01) (Figura 2), mas nao entre esses dois ultimos, tendo em
vista que ambos apresentaram valores de concentracdo de proteina dentro dos
valores normais (18 a 58mg/dL). Apesar dos niveis de proteinas totais no liquor de
individuos normais serem levemente distintos dos observados em pacientes com
meningite viral, o valor de mediana destes Ultimos esta incluido no intervalo

considerado normal (208).
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Figura 2: Proteinas totais no liquor de pacientes com meningite e controles. O teste de
Kruskal-Wallis foi realizado para comparacdo entre as medianas de todos os grupos (valor
de p = 0.0005). A comparacdo par-a-par entre 0os grupos foi feita com o teste de Mann-
Whitney U (GraphPad Prism 5.0). MP: meningite pneumocdcica; MM: meningite
meningocécica; MV: meningite viral; CTRL: controle. * = p < 0,01.

As analises realizadas para os parametros contagem diferencial de leucécitos
polimorfonucleares (PMN) e glicose total no liquor ndo revelaram diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos investigados (Figuras 3-4).

Os valores de mediana encontrados para contagem diferencial de leucécitos em
pacientes com meningite bacteriana (MP: 91% e MM: 94%) foram superiores
agueles encontrados em pacientes com meningite viral (MV: 43%) e controles

(CTRL: 54%), mas as diferencas nao foram estatisticamente significativas (p > 0.05).
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diferencial de
leucocitos polimorfonucleares no liquor de pacientes com meningite e controles. O
teste de Kruskal-Wallis foi realizado para comparacéo entre as medianas de todos 0s grupos
(valor de p = 0.066). (GraphPad Prism 5.0). MP: meningite pneumocdcica; MM: meningite
meningocécica; MV: meningite viral; CTRL: controle; %PMN: porcentagem de leucocitos
polimorfonucleares.
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Os valores de mediana para glicose no liquor encontrados para pacientes
com meningite pneumocdcica (22,5mg/dL) foram inferiores aos encontrados para
pacientes com meningite meningococica (41mg/dL). Todos os pacientes com
meningite viral e controles apresentaram concentracdo de glicose dentro dos valores

normais (> 40mg/dL).
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Figura 4: Glicose no liquor de pacientes com meningite e controles. O teste de Kruskal-
Walllis foi realizado para comparacdo entre as medianas de todos os grupos (valor de p =
0.050). (GraphPad Prism 5.0). MP: meningite pneumocécica; MM: meningite meningocdcica,
MV: meningite viral; CTRL: controle.

Portanto, em nossa pequena casuistica nenhum dos parametros citoquimicos
classicos, quando analisados isoladamente, mostrou-se suficientemente sensivel e
especifico para o diagnéstico diferencial das meningites pneumocécica,
meningocdcica ou viral (Tabela 3). Esses resultados, interpretados conjuntamente
com 0s sinais clinicos dos pacientes e 0s exames microbiologicos, permitiram-nos
confirmar que 0s quatro grupos experimentais que foram investigados nas etapas
seguintes deste trabalho eram compostos por amostras representativas de realidade
clinica. Nem sempre os valores canbnicos para glicorrdquia, proteinorraquia,

contagem global e diferencial de leucécitos foram observados nestes grupos.
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Tabela 3: Valores de sensibilidade e especificidade dos parametros
citoquimicos do liguor para as meningites

MP MM MV
MV ou MB Sens/Espec Sens/Espec Sens/Espec

Parametro
Citoquimico
Leuc6citos <1000 ou>1000 50% /100% 66% /100% 83%/0

(células/mm?)

PMN <50 0u >50 100% /50% 83%/50% 50% /50%

Proteina <100 0u>100 100% /100% 66% /100% 0/0
(mg/dL)

Glicose > 40 ou <40 83% /100% 50% /100% 0/0

(mg/dL)

O teste de Fisher foi realizado para calcular os valores de sensibilidade e
especificidade para cada parametro citoquimico, por etiologia de meningite. Os valores de
referéncia dos parametros citoquimicos foram compilados dos artigos cientificos: (117, 152,
209-213). MB: meningite bacteriana; MP: meningite pneumocdcica; MM: meningite
meningocdécica; MV: meningite viral, sens: sensibilidade; espec: especificidade; PMN:
células polimorfonucleares.
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5.2 Processamento das amostras de liquor

O liquor contém pequenas moléculas, sais, peptideos, proteinas e enzimas
que desempenham papéis criticos em diversos processos fisiolégicos. Para
aperfeicoar a resolugdo da eletroforese bidimensional é necessaria a remocao da
maior parte do conteudo salino do liquor a fim de eliminar possiveis interferentes
(214).

A precipitacdo de proteinas utilizando-se acetona gelada (-20°C) é
amplamente empregada em processamento de amostras para analises protedmicas
devido a simplicidade da técnica e alto rendimento (recuperacdo de até 94% das
proteinas) (214-216). No presente trabalho, a precipitacdo de proteinas com acetona
foi realizada antes e ap0s a deplecédo de albumina e IgG presentes no liquor, com o
objetivo de obter quantidade proteica suficiente para os subsequentes experimentos
de analises comparativas de géis bidimensionais individuais e posterior identificacéo
proteica por espectrometria de massas. Em condi¢cdes normais, cerca de 100-350uL
de liguor sdo necessarios para obtencdo de aproximadamente 70ug de proteina
(214). Amostras de liguor em estado bruto de pacientes com meningite viral e
controles apresentaram concentracdo proteica muito inferior as concentracdes
proteicas das amostras de liquor de pacientes com meningite bacteriana (Tabela 4).
E importante ressaltar que, do contetdo proteico total do liquor, mais de 50%
corresponde a albumina e 15% ou mais, as imunoglobulinas (214). Por conseguinte,
a deplecdo das proteinas abundantes é essencial para a deteccdo de proteinas
menos representativas no liquor. Para obtencdo de quantidade de proteina
suficiente para as etapas posteriores do presente trabalho, o dobro do volume de
liquor foi utilizado para amostras de pacientes com meningite viral e controles em
comparacao com pacientes com meningites bacterianas (Tabela 4).

O kit comercial utilizado neste trabalho para deplecdo de albumina e
imunoglobulina G (IgG) foi desenvolvido originalmente para amostras de soro, que
possuem concentragfes de proteina muito superiores as do liquor. Por isso, optou-
se pela concentracdo de proteinas das amostras de liquor por precipitacdo com
acetona previamente a deplecdo de albumina e IgG. Desta maneira, foi possivel
utilizar um volume maior de liguor em uma mesma coluna, sem que houvesse

saturacdo da mesma, adequando o volume da amostra a ser aplicado as colunas do
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kit para um volume final de 100uL. A coluna do kit de deplecao foi projetada para até
50uL de plasma néao diluido que possui, aproximadamente, 40mg/mL de albumina e
15mg/mL de IgG.

Os eluatos da coluna de deplecdo foram novamente precipitados com
acetona e a quantidade média de proteina obtida por amostra de liquor de pacientes
com meningite bacteriana a partir de 300uL foi de 31 e 60ug para as formas
meningococicas e pneumocadcicas, respectivamente. Obviamente, as amostras de
liquor de individuos controles e pacientes com meningite viral apresentaram
rendimento proteico muito inferior: média de 4,2 e 7,6ug, respectivamente a partir de
600uL de liquor (Tabela 4). Os resultados de concentragdo proteica das amostras
brutas de liquor dos pacientes demonstrados na Tabela 4 diferem dos encontrados
na Figura 2 porque pode ter havido perda proteica durante o processamento das
amostras de liquor ou nas precipitacbes das amostras feitas previamente ao método
de quantificacao por Bradford, cujo resultado € apresentado na Tabela 4.

Tabela 4: Concentracdo proteica de amostras de liqguor bacterianas, virais e
controles

Processamento MP MM MV CTRL
[] proteica |r_1|C|aI (ug/uL) 8.16 6.46 0.18 0.24
mediana
Volume bruto (uL) 300a350 300a350 550a600 550a600
12 concentragdo com
acetona 35X 31X 45X 38X

(média do n° de vezes)
Volume de eluato apés

- 300 300 300 300
deplecéo (uL)
a ~
223 concentragdo com 20X 20X 20X 20X
acetona
[1 proteica final (ug/uL) 212 2,40 0,51 0,32
mediana

MP: meningite pneumocdcica; MM: meningite meningocécica; MV: meningite viral; CTRL:
controle; [ ]: concentracao; n° numero.
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5.2.1 Eletroforese Unidimensional — SDS-PAGE

Amostras de liquor dos seis pacientes com cada etiologia de meningite
estudada e do grupo controle contendo 0,5ug de proteina foram analisadas por
SDS-PAGE unidimensional em seu estado bruto e apos a deplecdo de albumina e
IgG e concentragdo com acetona, de acordo com Laemmli (201). A eletroforese de
proteinas do liquor em estado bruto permitiu verificar que as proteinas presentes nas
amostras de liquor estudadas nao estavam degradadas. A presenca de bandas bem
definidas de alto e baixo peso molecular e a auséncia de arraste permitiram esta
constatacdo. Além disso, a visualizacdo dos perfis proteicos de cada amostra de
liguor nas duas condi¢cbes — em estado bruto e apds deplecdo — confirmou a eficacia
do processo de deplecdo a medida que a reducdo da banda de massa molecular
correspondente a albumina (66,2kDa) pode ser facilmente verificada em todas as
amostras de meningite e controles, como exemplificado por meningite pneumocadcica
(Figura 5). A quantidade de albumina em amostras bioldgicas é superior a de 1gG,
por isso a visualizacdo da deplecdo de albumina € mais evidente. Por outro lado,
esse processo de deplecao € incapaz de eliminar todo o conteudo de albumina da
amostra podendo haver resquicios dessa proteina nas amostras de liquor apos a
deplecdo. As bandas correspondentes as cadeias leve e pesada de IgG (cadeia
leve: 22kDa; cadeia pesada: 50kDa) (3) ndo foram observadas em todas as

amostras em estado bruto.
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Figura 5: Perfil eletroforético de amostras de liquor de pacientes com meningite. 1-4:
amostras de liquor de pacientes com meningite pneumococica em estado bruto (1 e 3) e
apos deplecéo de albumina e 1gG (2 e 4). Foi aplicado 0,5ug de proteina por amostra e 0s
géis unidimensionais foram corados por nitrato de prata. PM: padrdo de massa molecular
Broad-Range (Bio-Rad). A seta vermelha indica a banda de albumina depletada (66,2kDa).

5.2.2 Eletroforese bidimensional e analise protedmica do liquor de

pacientes com meningite

Foram confeccionados doze geéis bidimensionais contendo 0,5 ug de
proteinas do liquor (representando amostras de seis individuos e suas duplicatas
técnicas) para cada etiologia de meningite estudada e grupo controle, totalizando 48
géis (Figuras 6-9). A guantidade de proteina utilizada para a confeccdo dos géis
bidimensionais foi suficiente para a deteccdo de um numero de spots informativos
para a andlise. As imagens digitalizadas dos géis bidimensionais foram utilizadas
para a andlise qualitativa do proteoma do liquor, isto €, a comparacdo dos perfis
proteicos de liquor de pacientes com meningite pneumococica, meningite
meningococica e meningite viral entre si, além da comparagdo entre estes ultimos e

os perfis proteicos obtidos de liquor de individuos controles.
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Figura 6: Géis bidimensionais de proteinas do liquor de pacientes com meningite pneumocadcica. Os painéis A-F correspondem aos
géis bidimensionais representativos das duplicatas técnicas dos pacientes 1 a 6, respectivamente. A numerag¢do dos pacientes corresponde
aguela feita na Tabela 1. Padrao de peso molecular (Broad Range -Bio-Rad).

87



PM pH 3 pH 10 pH 3 pH 10 pH 3 pH 10

200,0 : A
116,2 : e & -

-
- - =
- 1= .. . "o
66,2 . = ‘ el , -.l." ¥
450 \ \ ‘ —

31,0

215

14,4 »
kDa

PM pH 3 pH 10 pH 3

2000 _b D
162 ~

-— - - °0e. ~
——————— — ..

66.2 = =3

45,0 . e, e

31,0

215

14,4 e 1 -
kDa " R ~————— ; ] — ® g ¥

Figura 7: Géis bidimensionais de proteinas do liqguor de pacientes com meningite meningococica. Os painéis A-F correspondem aos
géis bidimensionais representativos das duplicatas técnicas dos pacientes 1 a 6, respectivamente. A numerag¢do dos pacientes corresponde
aguela feita na Tabela 1. Padrao de peso molecular (Broad Range -Bio-Rad).

88



PM pH 3 pH 10 pH 3 pH 10 pH 3 pH 10
200,0 _ ‘ A § B E C
116,2 sadt SR——

66,2 At - i - ;

45,0

31,0 -*

21,5 -’

14,4

kDa : ) - -
PM pH 3 pH 10 pH 3 pH 10 pH 3 pH 10

200,0 | D
116,2
66,2 ' -

. - P
450 - l

31,0 -®

———— -

215 roe

144 ; :
kDa - ’ : ]
Figura 8: Geéis bidimensionais de proteinas do liquor de pacientes com meningite viral. Os painéis A-F correspondem aos géis

bidimensionais representativos das duplicatas técnicas dos pacientes 1 a 6, respectivamente. A numeracao dos pacientes corresponde aquela
feita na Tabela 1. Padréo de peso molecular (Broad Range -Bio-Rad).
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Figura 9: Géis bidimensionais de proteinas do liquor de individuos controles. Os painéis A-F correspondem aos géis bidimensionais
representativos das duplicatas técnicas dos pacientes 1 a 6, respectivamente. A numeracao dos pacientes corresponde aquela feita na Tabela
1. Padréo de peso molecular (Broad Range -Bio-Rad).
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A analise qualitativa dos géis bidimensionais foi feita utilizando-se o programa
PDQuest 8.0 (Bio-Rad, CA, EUA), baseada na presencga ou na auséncia dos spots
encontrados nos géis dos pacientes para cada etiologia de meningite estudada, ou
dos individuos controles. Inicialmente, a deteccdo dos spots foi realizada
automaticamente pelo software, seguida da adicdo de spots inicialmente né&o
detectados ou remocao manual de artefatos detectados pelo software.

Para cada etiologia de meningite e para o grupo de individuos controles foram
formados os respectivos subconjuntos intersecdo compostos por spots presentes em
todos os 12 géis bidimensionais contendo as amostras de seis individuos de um
dado grupo e conjuntos unido compostos pelos spots observados em pelo menos
um dos 12 géis bidimensionais com as amostras dos seis individuos de um dado

grupo, conforme mostrado nas Figuras 10 a 13 e Tabela 5.

Tabela 5: Numero de spots que compdem o0s subconjuntos intersecéo e
conjuntos unido do liquor de pacientes com meningite e controles

MP MM MV CTRL
Uniéo (V) 170 105 75 121
Intersegao (N) 23 33 27 17

MP: meningite pneumocdécica; MM: meningite meningococica; MV: meningite viral; CTRL:
controle.
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Figura 10: Imagem do conjunto unido e do subconjunto intersecdo de pacientes com meningite pneumocodcica. O painel A mostra os
spots do conjunto unido do grupo de pacientes com meningite pneumocdcica destacado em uma imagem do gel master obtido a partir da
andlise com o software PDQuest dos doze géis bidimensionais deste grupo. O painel B mostra o subconjunto interse¢cdo de spots dos
pacientes com meningite pneumocdcica detectado na imagem de um dos géis bidimensionais da andlise corado com nitrato de prata. A
numeracao dos spots (p.1 a p.23) é a mesma usada na identificacdo por MS/MS, como listado nas tabelas do Apéndice |I.
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Figura 11: Imagem do conjunto unido e do subconjunto interse¢cdo de pacientes com meningite meningococica. O painel A mostra os
spots do conjunto unido do grupo de pacientes com meningite meningocécica destacado em uma imagem do gel master obtido a partir da
andlise com o software PDQuest dos doze géis bidimensionais deste grupo. O painel B mostra o subconjunto interse¢cdo de spots dos
pacientes com meningite meningocdcica detectado na imagem de um dos géis bidimensionais da analise corado com nitrato de prata. A
numeracao dos spots (m.1 a m.33) é a mesma usada na identificacdo por MS/MS, como listado nas tabelas do Apéndice I.
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Figura 12: Imagem do conjunto unido e do subconjunto intersecdo de pacientes com meningite viral. O painel A mostra os spots do
conjunto unido do grupo de pacientes com meningite viral destacado em uma imagem do gel master obtido a partir da analise com o software
PDQuest dos doze géis bidimensionais deste grupo. O painel B mostra o subconjunto intersecao de spots dos pacientes com meningite viral
detectado na imagem de um dos géis bidimensionais da analise corado com nitrato de prata. A numeracgdo dos spots (v.1 a v.27) € a mesma
usada na identificagdo por MS/MS, como listado nas tabelas do Apéndice I.
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Figura 13: Imagem do conjunto unido e do subconjunto interse¢do do grupo de individuos controles. O painel A mostra os spots
do conjunto unido do grupo de individuos controles destacado em uma imagem do gel master obtido a partir da andlise com o software
PDQuest dos doze géis bidimensionais deste grupo. O painel B mostra o subconjunto intersecdo de spots dos individuos controles detectado
na imagem de um dos géis bidimensionais da andlise corado com nitrato de prata.
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A comparacdo dos subconjuntos interse¢ao do grupo de pacientes com cada
etiologia de meningite estudada com os conjuntos unido do grupo de pacientes com
as outras etiologias de meningite ou de individuos controles resultou em spots
distintivos que foram encontrados apenas no subconjunto intersecdo de cada

etiologia de meningite (Tabela 6 e Figuras 14-16).
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Tabela 6: Spots definidos na analise comparativa entre as diferentes etiologias de meningite e grupo controle

CONJUNTOS UNIAO

CTRL MP MM MV
(121 spots) (170 spots) (105 spots) (75 spots)
SUBCONJUNTOS o o S o
N Comum Distintivo Comum Distintivo Comum Distintivo Comum Distintivo
INTERSECAO
MP
20 3 - - 19 4 15 8
(23 spots)
MM
12 21 24 9 - - 19 14
(33 spots)
MV
20 7 16 11 16 11 - -
(27 spots)

MP: meningite pneumocdcica; MM: meningite meningocdcica; MV: meningite viral; CTRL: controle.
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Figura 14: Gel master do subconjunto interse¢do de pacientes com meningite pneumococica em comparagdo aos conjuntos unido de
individuos controles e demais etiologias de meningite. Os spots marcados de vermelho ocorrem no subconjunto interse¢cdo do grupo de
pacientes com meningite pneumocadcica, mas ndo nos conjuntos unido do grupo controle (painel A: 3 spots) ou das demais etiologias de
meningite — meningocacica (painel B: 4 spots) e viral (painel C: 8 spots). Os spots marcados de azul sdo comuns ao subconjunto interse¢édo do
grupo de pacientes com meningite pneumocécica e aos conjuntos unido do grupo controle ou demais etiologias de meningite.
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Figura 15: Gel master do subconjunto intersecdo de pacientes com meningite meningocé6cica em compara¢cdo aos conjuntos uniao
de individuos controles e demais etiologias de meningite. Os spots marcados de vermelho ocorrem no subconjunto interse¢do do grupo de
pacientes com meningite meningococica, mas ndo nos conjuntos unido do grupo controle (painel A: 21 spots) ou das demais etiologias de
meningite — pneumocdcica (painel B: 9 spots) e viral (painel C: 14 spots). Os spots marcados de azul sdo comuns ao subconjunto intersecdo
do grupo de pacientes com meningite meningocdcica e aos conjuntos unido do grupo controle ou demais etiologias de meningite.
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Figura 16: Gel master do subconjunto intersecdo de pacientes com meningite viral em comparagdo aos conjuntos unido de
individuos controles e demais etiologias de meningite. Os spots marcados de vermelho ocorrem no subconjunto interse¢édo do grupo de
pacientes com meningite viral, mas ndo nos conjuntos unido do grupo controle (painel A: 7 spots) ou das demais etiologias de meningite —
pneumocdcica (painel B: 11 spots) e meningocdcica (painel C: 11 spots). Os spots marcados de azul sdo comuns ao subconjunto intersecéo
do grupo de pacientes com meningite viral e aos conjuntos unido do grupo controle ou demais etiologias de meningite.
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Os resultados das analises comparativas entre os spots do subconjunto
intersecdo de pacientes com meningite pneumocaocica e 0s spots do conjunto unido
do grupo controle e das outras etiologias de meningite resultaram em spots Unicos
do subconjunto intersecdo dos pacientes com meningite pneumococica, conforme

apresentado na Figura 17.

UMM U Mmv

N MP

Figura 17: Diagrama de Venn para a distribuicdo de spots do subconjunto intersecéo
de meningite pneumocdcica. Foram encontrados somente dois spots Unicos do
subconjunto intersecdo do grupo de pacientes com meningite pneumococica apds as
analises comparativas entre o subconjunto interse¢cdo de meningite pneumocécica e 0s
conjuntos unido com as outras etiologias de meningite e do grupo controle (n = 23 spots).

Os resultados das andlises comparativas entre os spots do subconjunto
intersecdo de pacientes com meningite meningococica e 0s spots do conjunto uniao
do grupo controle e das outras etiologias de meningite resultaram em spots Unicos
do subconjunto interse¢do dos pacientes com meningite meningocécica, conforme

apresentado na Figura 18.
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Figura 18: Diagrama de Venn para a distribuicdo de spots do subconjunto intersecdo
de meningite meningococica. Foram encontrados cinco spots Unicos do subconjunto
intersecdo do grupo de pacientes com meningite meningococica apdés as analises
comparativas entre 0 subconjunto intersecdo de meningite meningococica e 0s conjuntos
unido com as outras etiologias de meningite e do grupo controle (n = 33 spots).

Os resultados das andlises comparativas entre os spots do subconjunto intersecéo
de pacientes com meningite viral e os spots do conjunto unido do grupo controle e
das outras etiologias de meningite resultaram em spots Unicos do subconjunto

intersecao dos pacientes com meningite viral, conforme apresentado na Figura 19.
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Figura 19: Diagrama de Venn para a distribuicdo de spots do subconjunto intersecdo
de meningite viral. Foram encontrados quatro spots unicos do subconjunto interse¢cdo do
grupo de pacientes com meningite viral apos as andlises comparativas entre o subconjunto
intersecdo de meningite viral e os conjuntos unido dos grupos com as outras etiologias de
meningite e do grupo controle (n = 27 spots).

Sendo assim, 0s spots Unicos encontrados nos subconjuntos intersecédo de
cada etiologia de meningite foram selecionados para identificagdo por
espectrometria de massas para posterior composicado do modelo preditivo qualitativo
das meningites (Figura 20).
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Figura 20: Imagem de spots Unicos para as meningites. As imagens mostradas correspondem a um dos géis bidimensionais utilizados nas

analises comparativas, corados com nitrato de prata, sendo que a imagem do painel A mostra os spots Unicos do subconjunto intersecéo do
grupo de pacientes com meningite pneumocdcica (p.5 e p.23), no painel B, os spots Unicos do subconjunto intersecao do grupo de pacientes
com meningite meningocoécica (m.17, m.20, m.22, m.25 e m.30) e, no painel C, os spots Unicos do subconjunto intersecdo do grupo de
pacientes com meningite viral (v.1, v.3, v.25 e v.27). Alguns spots Unicos foram marcados com circulos vermelhos para melhor visualizagdo

(MP: p.5; MM: m.17, m.25 e m.30).
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5.3 Identificacdo de proteinas por espectrometria de massas

5.3.1 Géis bidimensionais de proteinas de pool do liquor de pacientes

com meningite

A andlise comparativa das imagens dos géis bidimensionais com proteinas do
liquor de pacientes com meningite e controles possibilitou a selecdo de spots
proteicos que correspondem a potenciais biomarcadores para cada etiologia de
meningite.

Para obter spots com quantidade de proteina suficiente para a espectrometria
de massas, géis bidimensionais foram confeccionados com pool de amostras de
liquor de trés pacientes com meningite pneumocadcica, ou meningite meningocdécica
ou meningite viral, selecionadas aleatoriamente entre aquelas utilizadas na etapa
anterior de analise comparativa dos proteomas. Para cada etiologia de meningite,
trés géis bidimensionais foram confeccionados contendo 10, 40 e 100ug de proteina
a fim de aumentar a probabilidade de sucesso na identificacdo das proteinas por
espectrometria de massas (Figuras 21-23). Os géis bidimensionais confeccionados
com menor quantidade de proteina (10ug) apresentam um perfil de separacdo de
spots mais semelhante aos géis utilizados na analise comparativa. Entretanto, a
guantidade de proteina presente em cada spot pode ndo ser suficiente para sua
identificacdo por espectrometria de massas. Por isso, foram utilizados os outros géis

com quantidade maior de proteina.
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Figura 21: Géis bidimensionais de pool de proteinas do liquor de pacientes com meningite pneumocoécica. Os painéis A, B e C
correspondem aos géis bidimensionais de pool contendo 10, 40 e 100ug de proteinas de liquor de pacientes com meningite pneumocdcica,
respectivamente. Para a focalizacdo isoelétrica, proteinas do liquor de pacientes com meningite foram aplicados em fitas de IPG de sete
centimetros com gradiente de separacdo néo linear de pH 3-10. Posteriormente, as proteinas focalizadas foram separadas por eletroforese em
géis de poliacrilamida a 12% e coradas com Azul de Coomassie Coloidal G-250. O padrdo de massa molecular utilizado foi o Broad-Range

(Bio-Rad).
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Figura 22: Géis bidimensionais de pool de proteinas do liguor de pacientes com meningite meningococica. Os painéis A, B e C
correspondem aos geéis bidimensionais de pool contendo 10, 40 e 100ug de proteinas de liquor de pacientes com meningite meningocaocica,
respectivamente. Para a focalizacdo isoelétrica, proteinas do liquor de pacientes com meningite foram aplicados em fitas de IPG de sete
centimetros com gradiente de separacao néo linear de pH 3-10. Posteriormente, as proteinas focalizadas foram separadas por eletroforese em
géis de poliacrilamida a 12% e coradas com Azul de Coomassie Coloidal G-250. O padrdo de massa molecular utilizado foi o Broad-Range

(Bio-Rad).
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Figura 23: Géis bidimensionais de pool de proteinas do liquor de pacientes com meningite viral. Os painéis A, B e C correspondem aos
géis bidimensionais de pool contendo 10, 40 e 100ug de proteinas de liquor de pacientes com meningite viral, respectivamente. Para a
focalizagédo isoelétrica, proteinas do liquor de pacientes com meningite foram aplicados em fitas de IPG de sete centimetros com gradiente de
separacdo ndo linear de pH 3-10. Posteriormente, as proteinas focalizadas foram separadas por eletroforese em géis de poliacrilamida a 12%
e coradas com Azul de Coomassie Coloidal G-250. O padrédo de massa molecular utilizado foi o Broad-Range (Bio-Rad).
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Dos 695 spots proteicos submetidos a espectrometria de massas, 553 (80%)
foram identificados e correspondem a 131 proteinas diferentes. Destas, 37 proteinas
correspondem a spots que pertencem aos subconjuntos intersecdo das meningites
pneumocdécica, meningococica ou viral. Estes spots proteicos que foram
identificados estdo listados no Apéndice I. O segundo objetivo deste trabalho é
analisar a distribuicdo, no interatoma humano, das proteinas associadas as
meningites para o melhor entendimento dos mecanismos patofisioldégicos
relacionados a doenca e sugestdo de novos alvos terapéuticos. Por isso, além dos
spots pertencentes aos subconjuntos intersecdo do grupo de pacientes com
meningite e ausentes nos conjuntos unido das outras etiologias da doenca ou de
individuos controles, buscou-se a identificacdo de todos os spots dos conjuntos
unido de cada etiologia de meningite.

A maioria dos spots Unicos dos subconjuntos intersecdo de cada etiologia de
meningite foi descartada como potencial biomarcador, apos a identificacdo por
espectrometria de massas, por se tratar de spots cuja proteina identificada foi
também encontrada em outros spots dos géis bidimensionais. A mesma proteina
pode estar presente em mais de um spot possivelmente devido a ocorréncia de
modificacdes pos-traducionais, tais como carbonilagéo, fosforilacdo e metilacao e a
protedlise in vivo (217), via proteassoma e lisossoma, como revisado por (218). Por
exemplo, os dois spots Unicos do subconjunto intersecdo de meningite
pneumocdcica (Figura 17) correspondem as proteinas transtiretina e a-1-
antitripsina, que também foram identificadas para todas as etiologias de meningite
em outros spots. Desse modo, somente dois spots considerados Unicos do
subconjunto intersecdo do grupo de pacientes com meningite meningococica foram
utilizados para compor o modelo preditivo para as meningites (m.17 e m.25). Além
destes, cinco spots pertencentes aos subconjuntos intersecdo de meningite
pneumocécica (p.16, p.20 e p.21) e de meningite meningocdécica (M.29 e m.31)
foram selecionados utilizando-se uma matriz de presenca (1) ou auséncia (0)
composta pela lista de todas as proteinas correspondentes aos spots pertencentes
aos subconjuntos intersecao identificadas por espectrometria de massas (Tabelas 7-
9). Nesta matriz, as proteinas foram classificadas como presentes ou ausentes para
cada subconjunto interse¢do e conjunto unido das etiologias de meningite ou

controles. Portanto, esta matriz permitiu a selecdo dos cinco spots que, juntamente
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com os dois spots Unicos pertencentes ao subconjunto intersecdo de meningite
meningocaocica, correspondem as quatro proteinas utilizadas para construcdo do
modelo preditivo diagndstico das meningites, apresentado na secao seguinte do
presente trabalho.

Trabalhos anteriores investigaram a presenca de citocinas e quimiocinas
inflamatorias no liquor de pacientes com meningite, identificando, por exemplo, IL-6,
IL-18, TNF-a, IL-10, quimiocinas da familia CXC (IL-8) e fatores de crescimento
(135-139). Nenhuma destas proteinas foi identificada no presente estudo. Isto pode
ser devido a ligacdo destas proteinas a outras proteinas mais abundantes (e.g.
albumina) que foram depletadas na etapa de processamento do liquor (219, 220).

Jesse e colaboradores (197) realizaram analise protedmica comparativa do
liquor de pacientes com meningite bacteriana e viral. Nesse estudo, Jesse e
colaboradores incluiram pacientes com meningite causada por quatro agentes
etiolégicos bacterianos distintos (N. meningitidis, S. pneumoniae, L. monocytogenes
e Staphylococci aurei), mas analisaram os perfis proteicos de pools de amostras em
conjunto formando um grupo Unico de pacientes com meningite bacteriana. Dentre
as seis proteinas selecionadas como candidatas a marcadores para o diagndstico
diferencial das meningites, trés também foram identificadas no presente estudo
(haptoglobina, fibrinogénio de cadeia e prostaglandina-D-sintase). Entretanto, no
presente estudo, estas proteinas pertenciam aos conjuntos unido de grupos de
pacientes com meningites e, portanto, excluidas da selecdo de candidatos a
biomarcadores das meningites. Haptoglobina foi identificada nos conjuntos uniao do
grupo de pacientes com MP, MM e MV. Fibrinogénio de cadeia B foi identificado nos
conjuntos unido do grupo de pacientes somente com meningite bacteriana e
prostaglandina-D-sintase foi identificada apenas no conjunto unido do grupo de
pacientes com meningite viral. A proteina GFAP que foi selecionada e validada por
ensaio imunoenzimatico por Jesse e colaboradores néo foi encontrada no presente
estudo, possivelmente devido a baixa quantidade (0,5ug) de proteina utilizada para a
confeccdo dos géis bidimensionais na etapa de definicdo dos conjuntos unido de
spots de cada grupo investigado.

Goonetilleke e colaboradores (199) investigaram proteinas do liquor de
pacientes sobreviventes ou que evoluiram para Obito devido a meningite
pneumocacica. Neste trabalho, perfis proteicos de pool de amostras de liquor de

pacientes com meningite pneumococica, sobreviventes ou 6bitos, foram comparados
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entre si e com perfil proteicos das amostras de liquor do grupo de individuos
normais. Esses autores relataram que mais de 2.400 proteinas identificadas sao
diferencialmente expressas como resultado da meningite. Dentre as proteinas
apresentadas por Goonetilleke e colaboradores, 26% foram também identificadas no
presente estudo, sendo uma selecionada como marcador da meningite, o
componente C3 do sistema do complemento. Esta proteina teve seu nivel de
expressao diminuido em pacientes que evoluiram para Obito devido a meningite
pneumocdcica, 0 que sera discutido na proxima secdo do presente trabalho. As
demais proteinas comumente identificadas por Goonetilleke e pelo presente estudo
pertenciam aos conjuntos uni@o do grupo de pacientes com meningite

pneumocécica, meningococica ou viral.
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Tabela 7: Matriz dos spots do subconjunto intersecéo do grupo de pacientes com meningite pneumocacica.

Spots Revisado apos identificacdo proteica
Spot Proteina NMM nMV UMM UMV U Ctrl gi NMM nMV UMM UMV UCtrl
p.1 oa-2-HS-glicoproteina 0 0 0 0 1 112910 0 0 1 1 1
p.2 a-1-antitripsina 0 0 0 0 1 6137432 1 1 1 1 1
p.3 o-1-antitripsina 0 0 1 1 1 6137432 1 1 1 1 1
p.4 o-1-antitripsina 0 0 1 1 1 6137432 1 1 1 1 1
p.5 a-1-antitripsina 0 0 0 0 0 6137432 1 1 1 1 1
p.6 a-1 HTro 1 0 1 1 1 223069 1 0 1 0 1
p.7 a-1-antitripsina 0 0 1 1 1 6137432 1 1 1 1 1
p.8 Hemopexina 0 0 1 1 1 386789 1 1 1 1 1
p.9 Hemopexina 0 0 1 1 1 386789 1 1 1 1 1
p.10 Hemopexina 0 0 1 1 1 386789 1 1 1 1 1
p.11 Albumina 0 0 1 1 1 28592 1 0 1 1 1
p.12 ndo identificado 0 0 1 1 1 - 0 0 1 1 1
p.13 Transferrina 0 0 1 1 1 115394517 1 1 1 1 1
p.14 Transferrina 0 0 1 1 1 115394517 1 1 1 1 1
p.15 Transferrina 0 0 1 1 1 115394517 1 1 1 1 1
p.16 Componente C3 1 0 1 0 1 179665 1 0 1 0 1
p.17 Haptoglobina 0 0 1 1 1 306882 1 0 1 1 1
p.18 Haptoglobina 0 0 1 1 1 306882 1 0 1 1 1
p.19 Haptoglobina 0 0 1 1 1 306882 1 0 1 1 1
p.20 C-reativa 1 0 1 0 1 1942435 1 0 1 0 1
p.21  Apolipoproteina Al 1 0 1 1 0 90108664 1 0 1 1 0
p.22 Transtiretina 1 0 1 0 1 17942890 1 1 1 1 1
p.23 Transtiretina 0 0 0 0 0 17942890 1 1 1 1 1

A numeracdo dos spots (p.1 a p.23) € a mesma usada na identificacdo por MS/MS como listado nas tabelas do Apéndice I.
N: subconjunto intersecéo; U: conjunto unido; MM: meningite meningocdcica; MV: meningite viral; Ctrl: controle.
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Tabela 8: Matriz dos spots do subconjunto intersecéo do grupo de pacientes com meningite meningocadcica.

Spots Revisado apés identificacdo proteica
Spot Proteina NMP nMV UMP UMV UCtrl gi NMP nMV UMP UMV UCtrl
m.1 Ceruloplasmina 0 0 1 0 1 1620909 0 0 0 1 1
m.2 a-1-B-Glicoproteina 0 0 1 0 0 69990 0 0 1 1 1
m.3 a-1-B-Glicoproteina 0 0 1 1 1 69990 0 0 1 1 1
m.4  Receptor de célula T cadeia B 0 0 1 0 0 78101492 0 0 1 1 0
m.5 Hemopexina 0 0 1 0 1 386789 1 1 1 1 1
m.6 Hemopexina 0 0 1 1 1 386789 1 1 1 1 1
m.7 Hemopexina 0 0 0 1 1 386789 1 1 1 1 1
m.8 Hemopexina 0 0 1 1 1 386789 1 1 1 1 1
m.9 Receptor de célula T cadeia B 1 1 1 1 0 78101492 1 1 1 1 0
m.10 Transferrina 1 1 1 1 1 115394517 1 1 1 1 1
m.11 Transferrina 1 1 1 1 0 115394517 1 1 1 1 1
m.12 Transferrina 1 1 1 1 1 115394517 1 1 1 1 1
m.13 Transferrina 1 1 1 1 1 115394517 1 1 1 1 1
m.14 Transferrina 1 0 1 0 0 115394517 1 1 1 1 1
m.15 a-1 antiquimiotripsina 1 0 1 0 1 177933 1 0 1 0 1
m.16 a-1-antitripsina 1 1 1 1 0 6137432 1 1 1 1 1
m.17 Cininogénio 0 0 0 0 0 4504893 0 0 0 0 0
m.18 Proteina ligadora de vitamina D 1 1 1 1 0 181482 1 1 1 1 1
m.19 Proteina ligadora de vitamina D 1 0 1 0 0 181482 1 1 1 1 1
m.20 a-1-antitripsina 0 0 0 0 0 6137432 1 1 1 1 1
m.21 a-1-antitripsina 1 1 1 1 0 6137432 1 1 1 1 1
m.22 a-1-Glicoproteina acida 0 0 0 0 0 112877 1 1 1 1 1
m.23 a-1-Glicoproteina acida 1 0 1 0 0 112877 1 1 1 1 1
m.24 Haptoglobina 0 0 0 1 0 306882 1 0 1 1 1
m.25 Componente C3 0 0 0 0 0 179665 1 0 1 0 1
m.26 Zn-a-2-glicoproteina 0 0 1 1 1 38026 0 0 1 1 1
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A numeracdao dos spots (m.1 a m.33) é a mesma usada na identificacdo por MS/MS como listado nas tabelas do Apéndice I.

N: subconjunto interse¢do; U: conjunto unidao; MP: meningite pneumocdcica; MV: meningite viral; Ctrl: controle.
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Tabela 9: Matriz dos spots do subconjunto intersecdo do grupo de pacientes com meningite viral.

Spots Revisado apoés identificacdo proteica
Spot Proteina NMP nMM UMP UMM U Ctrl gi NMP NnMM UMP UMM UCtrl
v.l ndo identificado 0 0 0 0 0 - 0 0 0 0 0
v.2 ndo identificado 0 0 0 1 0 - 0 0 0 1 0
v.3 nao identificado 0 0 0 0 0 - 0 0 0 0 0
v.4 nao identificado 0 0 1 1 1 - 0 0 1 1 1
v.5 produto ndo nomeado 0 0 1 1 1 22761380 0 0 1 1 1
v.6 Hemopexina 0 0 1 1 1 386789 1 1 1 1 1
v.7 nao identificado 0 0 1 1 1 - 0 0 1 1 1
v.8 Hemopexina 0 0 1 1 0 386789 1 1 1 1 1
v.9 produto ndo nomeado 0 0 1 1 1 22761380 0 0 1 1 1
v.10 Transferrina 0 0 0 1 1 110590597 1 1 1 1 1
v.11 Transferrina 0 0 1 1 1 110590597 1 1 1 1 1
v.12 Transferrina 0 0 1 1 1 110590597 1 1 1 1 1
v.13 Transferrina 0 0 1 1 1 110590597 1 1 1 1 1
v.14 ndo identificado 0 0 1 1 1 - 0 0 1 1 1
v.15 Transferrina 0 0 1 1 1 110590597 1 1 1 1 1
v.16 Transferrina 0 0 1 0 1 110590597 1 1 1 1 1
v.17 a-1l-antitripsina 0 0 0 1 1 177831 1 1 1 1 1
v.18 ndo identificado 0 0 1 0 1 - 0 0 0 0 1
v.19 Proteina ligadora de vitamina D 0 0 1 0 1 181482 1 1 1 1 1
v.20 Proteina ligadora de vitamina D 0 0 1 0 1 181482 1 1 1 1 1
v.21 a-1-Glicoproteina acida 0 0 0 0 1 112877 1 1 1 1 1
v.22 Transtiretina 0 0 1 0 1 17942890 1 1 1 1 1
v.23 Transtiretina 0 0 0 1 1 17942890 1 1 1 1 1
v.24 Prostaglandina D sintase 0 0 0 0 1 283806778 0 0 0 1 1
v.25 Prostaglandina D sintase 0 0 0 0 0 283806778 0 0 0 1 1
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Spot Proteina NMP nMM UMP UMM U Ctrl gi NMP nMM UMP UMM UCtrl
V.26 nao identificado 0 0 0 1 0 - 0 0 0 1 0
v.27 Transtiretina 0 0 0 0 0 17942890 1 1 1 1 1

A numeracdao dos spots (v.1 a v.27) é a mesma usada na identificacdo por MS/MS como listado nas tabelas do Apéndice I.
N: subconjunto intersegéo; U: conjunto unido; MP: meningite pneumocécica; MM: meningite meningocdcica; Ctrl: controle.
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5.3.2 Selec¢do de candidatos a biomarcadores para o diagndéstico
diferencial das meningites

As cinco proteinas selecionadas foram combinadas para compor um modelo
preditivo qualitativo capaz de diferenciar as meningites pneumocécica e
meningocaocica entre si e da meningite viral ou controles (Tabela 10 e Figura 24). Os
dados de identificacdo destas proteinas por MS/MS estdo descritos na Tabela 11. A
auséncia da proteina apolipoproteina A-l (spots p.21, m.30 e m.31) esta associada
as condicfes de auséncia de infeccdo no SNC (grupo controle) ou meningite viral.
Os spots correspondentes a apolipoproteina A-I ocorrem no conjunto unido do grupo
de meningite viral, mas ndo no conjunto unido do grupo controle, de modo que a
auséncia desta proteina pode indicar qualgquer uma destas duas condi¢cles, e sua
presenca implica nas condicbes de meningite bacteriana ou viral. O spot
correspondente a proteina c-reativa foi identificado no conjunto unido do grupo
controle, mas ndo no conjunto unido do grupo de meningite viral. Ainda que,
isoladamente, a presenca da proteina c-reativa possa indicar a condicdo controle,
esta pode ser excluida pela presenca da proteina apolipoproteina A-l. Sendo assim,
utilizou-se o componente C3 do sistema complemento (spots p.16 e m.25) ou a c-
reativa (spots p.20 e m.29), uma vez que a auséncia de qualquer uma destas
proteinas define a condicdo de meningite viral. O componente C3 do sistema do
complemento caracteriza a condicdo de meningite bacteriana sem definicdo do
agente etioldgico, sendo que seu spot correspondente foi identificado nos dois
subconjuntos intersecdo dos grupos das meningites bacterianas e ndo no conjunto
unido do grupo com meningite viral. Para a definicAo do agente etioldgico da
meningite bacteriana propde-se a proteina cininogénio. A presenca da proteina
cininogénio (spot m.17) estd associada a meningite meningocdcica, enquanto sua
auséncia indica meningite pneumocécica (Figura 24). A proteina cininogénio foi
encontrada somente no subconjunto interse¢cdo de meningite meningococica e seu
spot correspondente ndo pertence aos conjuntos unido das demais etiologias de
meningite nem do grupo controle. A partir destes resultados, foi elaborado o modelo
preditivo descrito na Figura 24, no qual a presenca ou auséncia das proteinas
descritas acima deve ser analisada sequencialmente.
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Tabela 10: Matriz de presenca/ auséncia das proteinas selecionadas para composicdo do modelo preditivo qualitativo.

Spot Uniprot gi DESCRICAO nAMP NMM NMV UMP UMM UMV UCtr
m.30 / m.31/p.21 P02647 90108664 Apolipoproteina A- 1 1 0 1 1 1 0
m.29 / p.20 P02741 1942435 C-reativa 1 1 0 1 1 0 1
p.16 / m.25 P01024 179665 Componente C3 1 1 0 1 1 0 0
m.17 P01042 4504893 Cininogénio 0 1 0 0 1 0 0

N: subconjunto interseg¢ao; U: conjunto unido; MP: meningite pneumocdcica; MM: meningite meningococica; MV: meningite viral; CTRL:
controle.

[Apolipoproteina A-IJ

(-): ‘ ' (+)
C-reativa
ou
Componente C3

() ‘ (+)

@ Cininogénio J

() 1 (+)
>

Figura 24: Modelo preditivo qualitativo de biomarcadores proteicos da meningite. MP: meningite pneumocécica; MM: meningite
meningocdcica; MV: meningite viral; CTRL: controle; (+): presenca; (-): auséncia.
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A proteina apolipoproteina A-I, maior componente da lipoproteina de alta
densidade (HDL) no plasma, promove o efluxo de colesterol dos tecidos para o
figado e tem importante papel na formacédo de ésteres de colesterol no plasma e na
regulacdo da inflamagdo (221). A apolipoproteina A-lI pode ser sintetizada
localmente dentro do SNC (222). Nao se sabe quais estruturas cerebrais produzem
esta proteina, embora alguns trabalhos tenham demonstrado a sintese de
apolipoproteina A-I em células endoteliais microvasculares de cérebro de porcos in
vitro (223, 224). Estas células endoteliais cerebrais participam ativamente de
diversos processos cerebrovasculares observados nas meningites e constituem a
BHE junto com outras estruturas. Em um estudo recente, foi demonstrada a inibicao
de apolipoproteina A-l pelo quimioterapico doxorrubicina utilizado no tratamento do
cancer, o que resultou na elevacdo dos niveis periféricos de TNF-a (225). De
maneira analoga, a apolipoproteina A-l, no SNC poderia ter um efeito protetor
durante a meningite pela atenuacdo da atividade de citocinas pro-inflamatorias
indutoras de dano neuronal. Por outro lado, 0 aumento da sua concentracdo no
liguor de macacos infectados com poliovirus relaciona-se diretamente a severidade
do dano neurologico nestes animais (222). Portanto, o papel da proteina
apolipoproteina A-I no SNC ainda nao esta claro.

A proteina c-reativa foi assim nomeada por sua capacidade de se ligar e
reagir com a proteina C presente no polissacarideo capsular do patégeno S.
pneumoniae (226). C-reativa € uma proteina sérica produzida pelo figado e
secretada durante reacfes inflamatérias agudas (227). Diversos estudos
demonstram niveis aumentados da proteina c-reativa no liquor e soro de pacientes
com meningite bacteriana em comparacdo com pacientes com meningite viral ou
individuos controles (226, 228-230). Singh e colaboradores (231) demonstraram,
através do teste de aglutinacdo em latex, que 84% das amostras de liquor de
pacientes com meningite bacteriana apresentavam niveis aumentados da proteina c-
reativa, enquanto todos o0s pacientes com meningite asséptica tinham niveis
liquéricos considerados normais dessa proteina. No presente trabalho, a proteina c-
reativa foi detectada somente no liquor de pacientes com meningite bacteriana,
sendo prevista como proteina marcadora negativa para pacientes com meningite

viral. E provavel que a concentracdo desta proteina no liquor dos pacientes com
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meningite viral seja inferior ao limite de deteccdo da metodologia proteGmica
empregada no presente estudo.

No presente trabalho, o componente C3 do sistema do complemento foi
encontrado somente em liquor de pacientes com meningite bacteriana, sendo
considerado um marcador positivo desta doenca. De fato, ja foram relatadas altas
concentracbes de C3 no liqguor de pacientes com meningite bacteriana em
comparacao a pacientes com meningite viral e controles sem infeccdo no SNC
(232). Diante dos resultados, os autores concluem que a concentracdo do C3 no
liguor pode ter relevancia clinica no diagndstico diferencial das meningites
bacteriana e asséptica com alta sensibilidade (100%) e especificidade (95,2%).

O componente C3 foi sugerido como um marcador de bom progndstico para
meningite pneumocécica uma vez que esta proteina ocorre em menores
concentracbes no liquor de pacientes com meningite pneumocécica que evoluem
para oObito do que nos que sobrevivem a doenca (233). Os niveis reduzidos de C3
em casos fatais de meningite pneumocécica podem ser explicados pelo maior
consumo dessa proteina em decorréncia da severidade da doenca que €
acompanhada pela carga bacteriana mais alta (233). A reducao da atividade de C3
na resposta ao patégeno prejudica os processos de fagocitose e a liberacdo de
mediadores pré-inflamatérios da resposta imune inata que podem intensificar a
septicemia e levar a morte do paciente (234). O C3 €& um regulador chave da
resposta imune na infeccdo por S. pneumoniae induzindo o influxo de leucécitos
para dentro do SNC. Esse processo € mediado pelo aumento de citocinas
inflamatorias. Esta ideia € corroborada por um estudo feito com camundongos
deficientes em C3 infectados com injecao intracisternal de S. pneumoniae que
apresentaram uma resposta imune atenuada no espaco intratecal com menor influxo
de leucécitos, além de uma expressdo consideravelmente reduzida de citocinas
inflamatorias importantes para a modulacédo desse processo como IL-6, IL-1B e L-
seletina (235). Da mesma forma, os resultados do presente trabalho demonstram a
auséncia de C3 no liquor de pacientes com meningite viral cuja patofisiologia
também esta associada a menor pleocitose, geralmente, linfocitica (68), além de
serem observados niveis reduzidos de citocinas no liquor em comparagdo com a
meningite bacteriana (136, 137).

O cininogénio é uma glicoproteina multifuncional precursora de cinina que é

produzida por diversas estruturas no organismo, dentre elas o cérebro (236, 237) e,
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quando ativada, participa de processos inflamatorios e vasculares (238). Os
peptideos ativos de cinina se ligam a dois tipos de receptores: B1, que é escasso em
condicbes normais, embora seus niveis sejam rapidamente aumentados durante
processos patofisiolégicos; e B2 que € expresso em diversas condicdes fisioldgicas
(239-243). Estimulos inflamatérios, como LPS de bactérias gram-negativas ativam o
sistema gerador de cinina no plexo corodide via mediadores pré-inflamatérios como
IL-18 e TNF-a, além de COX-2 provocando aumento consideravel de cininogénio
nas células epiteliais do plexo (244). O reconhecimento do LPS por essas células
epiteliais sugere que o plexo coroide € capaz de reconhecer infec¢des bacterianas
sistémicas e modular a producdo de mediadores proé-inflamatérios que aumentam a
secrecdo de cininogénio (245). A ativacdo de cininogénio por LPS corrobora os
resultados do presente trabalho, que demonstraram a presenca dessa proteina
somente no liqguor de todos os pacientes com meningite meningocécica, doenca
causada pela bactéria gram-negativa N. meningitidis.

A producédo de bradicinina (ou cinina) pelo precursor cininogénio no cérebro
parece influenciar processos cerebrovasculares de grande importancia na meningite
bacteriana. A bradicinina aumenta a permeabilidade da BHE via produgdo de NO
apos ativacao do receptor B2 endotelial (238). De fato, o controle da permeabilidade
vascular é essencial para a manutencdo da integridade do SNC. Por sua vez, o
receptor B1 parece estar associado ao processo de lesdo cerebral mediado por NO
(246), mas o mecanismo respectivo ainda néo foi totalmente esclarecido.

O presente trabalho é o primeiro a relatar a presenca da proteina cininogénio
no liquor de pacientes com meningite meningocdcica, embora diversos processos
biolégicos j4 associados a esta proteina estejam diretamente relacionados a
patofisiologia das meningites bacterianas (238, 246-248).

O presente trabalho é o primeiro a comparar os perfis proteicos individuais de
pacientes com meningite pneumocadcica, meningocaécica ou viral com individuos sem
infeccdo no SNC. As réplicas técnicas dos perfis proteicos de cada paciente também
foram analisadas individualmente. Somente foram considerados os spots dos
subconjuntos intersecdo de cada etiologia de meningite para selecdo dos
biomarcadores. Estes spots correspondem a proteinas identificadas e que tiveram
suas localizagdes subcelulares definidas (resultado apresentado na secdo VI.4),
sendo em sua maioria extracelulares (71%). As cinco proteinas selecionadas para

compor o modelo preditivo qualitativo sdo todas extracelulares, sugerindo a sua
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participacdo direta nos processos patofisiologicos associados as meningites. Além
disso, os pacientes incluidos neste estudo sédo de diferentes grupos etarios (infantes,
criancas e adultos) e suas amostras de liquor foram colhidas em diferentes
momentos ao longo do curso da doencga. Outro fator relevante do presente trabalho
€ que as amostras destes pacientes sdo provenientes de dois hospitais de regides
distintas do pais (sudeste e nordeste) e, possivelmente, representam diferentes
backgrounds genéticos do hospedeiro. Desse modo, todas as etapas do
delineamento experimental supracitadas contribuem para a confiabilidade dos

resultados encontrados no presente trabalho.
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Tabela 11: Identificacdo dos spots correspondentes as proteinas selecionadas como biomarcadores pelo modelo
preditivo qualitativo

(continua)
Spot Proteina Numero de Score do ion Peptideos m/z
acesso individual value
(NCBI)
p.16  Componente C3 gi| 179665 47 (43) K. TIYTPGSTVLYR. | 1370.7386
27 (43) R. IPIEDGSGEVVLSR. K 1470.7778
45 (43) R. LVAYYTLIGASGQR. E 1511.8160
m.25 Componente C3 gi| 179665 13 (43) K. SGSDEVQVGQQR. T 1289.6248
20 (43) K. VYAYYNLEESCTR. F + Carbamidomethyl 1667.7285
©)
p.20 C-reativa gi| 1942435 63 (43) R. GYSIFSYATKR. Q 1136.5846
16 (43) K. RQDNEILIFWSK. D 1548.8040
103 (43) K. YEVQGEVFTKPQLWP. 1820.8853
m.29 C-reativa gi| 1942435 72 (70) R. GYSIFSYATKR. R 1136.5562
49 (70) K. RQDNEILIFWSK. D 1548.8180
119 (70) K. YEVQGEVFTKPQLWP. 1820.8986
p.21  Apolipoproteina - gi| 90108664 63 (43) K. AKPALEDLR. Q 1012.6161
Al
55 (43) K. LSPLGEEMR. D 1031.5541
69 (43) R. QGLLPVLESFK. V + GIn ->pyro-Glu (N-  1213.7053
term Q)
61 (43) K. VQPYLDDFQK. K 1252.6372
61 (43) K. WQEEMELYR. Q 1283.5863
66 (43) R. THLAPYSDELR. Q 1301.6615
91 (43) K. VSFLSALEEYTK. K 1386.7219
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113 (43) R. DYVSQFEGSALGK. Q 1400.6720

95 (43) R. VKDLATVYVDVLK. D 1462.8552
136 (43) K. LLDNWDSVTSTFSK. L 1612.7783
m.31 Apolipoproteina - gi| 90108664 38 (43) R. THLAPYSDELR. Q 1301.6545
Al
89 (43) R. DYVSQFEGSALGK. Q 1400.6689
m.17 Cininogénio gi| 4504893 38 (43) R. QVVAGLNFR. | + GIn->pyro-Glu 986.5857
56 (43) K. YFIDFVAR. E 1030.5787
74 (43) K. YNSQNQSNNQFVLYR. | 1874.9221

m/z: raz80 massa carga; o numero entre parénteses indica o score da analise MS/MS.
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5.4 Previsao da localizacao celular das proteinas identificadas

A localizacdo celular das proteinas identificadas por espectrometria de
massas foi prevista utilizando-se suas respectivas sequéncias de aminoacidos
obtidas no banco de dados do NCBI, em formato fasta. Essas sequéncias foram
submetidas a versdo web do software SherLoc 2 (http://abi.inf.uni-
tuebingen.de/Services/SherLoc2).

Os resultados mostraram que a maioria das proteinas identificadas nos
conjuntos unido das meningites foi prevista como citoplasmaticas (46%), ou
extracelulares (45%), podendo ser ainda nucleares (3%), de membranas
plasmaticas (4%) ou mitocondriais (2%). Ademais, as proteinas identificadas que
pertencem ao subconjunto intersecdo para as meningites foram previstas somente
como extracelulares (71%), ou citoplasmaticas (29%) (Figura 25).

Uma das mais distintas caracteristicas das células eucaridticas é a
compartimentalizacdo de proteinas. A localizacdo de uma proteina muitas vezes é
um passo essencial para determinar a sua funcgao.

O fato dos subconjuntos intersecdo conterem predominantemente
proteinas extracelulares (e algumas citoplasmaticas) reforca a ideia de que as
proteinas avaliadas para sele¢cdo dos biomarcadores para as meningites participam
dos processos fisioldgicos da resposta do hospedeiro a infeccdo bacteriana.

Por outro lado, a ocorréncia de proteinas nucleares e mitocondriais apenas
nos conjuntos unido das meningites sugere tratar-se de proteinas ocasionalmente
liberadas para o meio extracelular em decorréncia da morte de neuronios, glia, ou

células do infiltrado inflamatério durante o curso das meningites.
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Figura 25: Previsdo da localizacao celular das proteinas identificadas que compf&em os conjuntos unido e subconjuntos intersecao
da meningite. A) previsdo de localizacdo celular das proteinas que compdem 0s conjuntos unido das meningites (n = 131); B) previsdo de

localizacdo celular das proteinas que compdem os subconjuntos interse¢éo das meningites (n = 37).
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5.5 Previsao e andlise de vias metabdlicas e de sinalizacdo candnicas e

processos biolégicos associados com as meningites

O software MetaCore™ (GeneGo Inc., St. Joseph, MI, EUA) foi utilizado para
se identificarem vias canbnicas de metabolismo ou de sinalizacdo, processos
biolégicos GeneGo e Gene Ontology (GO: www.geneontology.org) e doencas
associadas aos conjuntos de proteinas identificadas por espectrometria de massas.
Além das vias metabdlicas e de sinalizacdo consideradas canbnicas, o banco de
dados do MetaCore™ contém um acervo proprio de informacdées manualmente
curadas sobre interagBes biologicas citadas na literatura cientifica. Esse banco
contém informacBes sobre interacbes envolvendo mais de 90% das proteinas
humanas com funcdo conhecida. As analises de enriquecimento (EA) realizadas
seguindo as instrucdes do fabricante do software tomaram como dados de entrada
os identificadores Unicos Swiss Prot das proteinas identificadas a partir dos spots
dos conjuntos unido, ou dos subconjuntos intersecdo dos grupos com MP, MM, e
MV, respectivamente. Experimentos independentes foram realizados para o0s
conjuntos unido e o0s subconjuntos intersecdo. Como esperado, os resultados
relacionados a lista de proteinas identificadas dos spots dos subconjuntos intersecao
estavam contidos nos achados utilizando-se a lista de proteinas identificadas a partir
dos spots que formam o0s conjuntos unido, sendo estes Ultimos mais complexos
devido ao maior nimero de proteinas investigadas e, por isso, apresentados nesta

secao.

5.5.1 Vias metabolicas e de sinalizagdo associadas as meningites

As vias canbnicas mais fortemente representadas pelas proteinas dos
conjuntos unido de MP, MM e MV foram aquelas relacionadas a coagulacao
sanguinea e ao papel da transcricdo do gene Akt na ativacdo do fator induzido por
hipoxia-1 (HIF1) (Figuras 26, 28). O processo de coagulacdo sanguinea foi

associado, com alta probabilidade, as meningites bacterianas, sobretudo a forma
127



meningocécica (valor de p: 6,38 x 10°). Esta dltima também foi fortemente
associada ao papel da transcricdo do gene Akt na ativacdo do HIF-1 (valor de p:
3,29 x 10°3).

Os processos de ativacdo e degranulacdo de plaquetas e a resposta
inflamatdria aguda parecem estar relacionados a patofisiologia das meningites
bacterianas e virais, como sugerido na distribuicdo de processos celulares Gene
Ontology representada pelo MetaCore™ (Figura 27).

O inicio da via extrinseca da coagulacdo € mediado pelo fator tecidual (TF)
(Figura 28). O TF forma um complexo com o fator VIl e catalisa a conversao do fator
X em fator Xa. Este ao se ligar a protrombina, ao fator Va e ao calcio produz o
complexo protrombinase que, por sua vez ativa a producdo de trombina (fator lla)
(17, 249). Na conversao de protrombina a trombina o complexo protrombinase atua
juntamente com o complexo tenase formado pelo fator X, fator IXa, fator Vllla e
calcio (249). Assim, a trombina ativa a conversdo do fibrinogénio a fibrina, que é
uma proteina formadora de coagulo (250) (Figura 28). Diversos fatores pertencentes
a via da coagulacdo apresentam concentracfes aumentadas em pacientes com
meningite bacteriana em comparacdo aqueles com meningite viral e individuos
controles. Por exemplo, a concentracdo de TF estd elevada no liquor durante a
meningite bacteriana, sugerindo uma maior ativacdo da via extrinseca da
coagulacdo nesses pacientes (251). Weisfelt e colaboradores (251) demonstraram
que o fragmento protrombina (F1+2) e o D-dimero também apresentaram
concentracbes aumentadas nesta doenca, o que indica a producédo elevada de
trombina e a degradacdo mais proeminente de coagulos de fibrina, respectivamente
(251).

A atividade dos complexos protrombinase e tenase é facilitada pela presenca
de plaquetas ativadas (252) via fator ativador de plaquetas (PAF) ou trombina (250,
253). A expressdo de TF pelos mondcitos favorece a formacgédo de coagulos de
fibrina (249). A P-seletina auxilia no processo de rolamento dos leucécitos na parede
vascular permitindo a adesédo dessas células (254). Esta adesao leucocitaria ao
endotélio é facilitada pelo aumento do fluxo sanguineo cerebral que ocorre durante a
inflamagédo do SNC (255). O mecanismo molecular desse efeito depende da
ativacdo do fator nuclear kappa-B (NF-kB) que é induzido pela ligagdo de plaquetas
ativadas em neutrofilos e células mononucleares (256). Esta interagdo celular

estimula a producao de IL-1B, IL-8, proteina quimioatrativa do mondcito-1 e TNF-a.
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(257). Estas citocinas, somadas a IL-6, representam 0s principais reguladores da
resposta inflamatéria local e sistémica (257). Um potencial alvo terapéutico para
inibicdo visando o controle da coagulacdo intravascular disseminada associada
principalmente as meningites bacterianas é o NF-kB, que comprometeria a
expressdo de TF pelas células de defesa imune, diminuindo a ativagdo da cascata
extrinseca de coagulacdo. Dois farmacos podem ser sugeridos para inibicdo de NF-
kKB, o Menatetrenone (258) e o Tiomolibdic acid (259). O Menatetrenone é um
composto que forma a vitamina K com potencial atividade antineoplastica. Este
composto age modulando a sinalizagdo de algumas tirosinas quinases e inibindo o
NF-kB. Atualmente, este composto encontra-se na fase pré-clinica para terapia de
carcinomas hepatocelulares (260). Por sua vez, o Tiomolibdic acid € um novo agente
anti-tumoral e anti-angiogénese que age através da quelacao do cobre e da inibicao
do NF-kB. Este farmaco tem sido avaliado para terapia de diversas doencas, como
na cirrose (fase clinica Ill) (261), no neoplasma prostético (fase clinica Il) (262) e na
doenca de Huntington (fase pré-clinica) (263). Ambos os farmacos supracitados tem
a capacidade de transpor a BHE e, inclusive, tém sido avaliados quanto sua
utilizacdo em doencas e processos neuroldgicos (264-266). Portanto, propomos a
hip6tese de que a inibicdo de NF-kB com uma dessas duas drogas atenuaria 0s
processos coagulatérios que aumentam a severidade desta doenca. Apesar disso,
outras proteinas regulatdrias podem ter sua expresséo prejudicada devido a inibicdo
de NF-kB.

A atividade procoagulante é regulada por trés vias anticoagulantes:
antitrombina (AT), sistema da proteina C e inibidor da via do fator tecidual (TFPI)
(Figura 28), sendo que esses trés processos se relacionam diretamente a
mecanismos inibitérios da coagulacdo e modulacédo da inflamacdo (250). Contudo,
durante a infeccdo sistémica ou inflamacdo severa, a funcdo destas vias é
intensamente comprometida.

A antitrombina € o principal inibidor de trombina e do fator Xa e, durante a
infecc@o severa, seus niveis estdo consideravelmente reduzidos (249). Isto se deve
a sintese prejudicada de antitrombina como resultado da resposta de fase aguda
negativa, da degradacado pela elastase neutrofilica e do consumo para formacgéo de
trombina (249). Outro papel da antitrombina comprometido em estados patologicos é
a atenuacgdo da inflamacdo por sua ligacao direta a neutréfilos e outros leucdcitos

(267). No presente trabalho, a antitrombina 11l foi identificada no conjunto unido do
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grupo de pacientes com meningite meningococica. Apenas o perfil proteico de um
dentre 0s seis pacientes com meningite meningocécica ndo apresenta o spot
correspondente a antitrombina. A puncdo lombar previamente a instalacdo do
processo inflamatério exacerbado poderia explicar a ndo deteccdo da antitrombina.
Ainda assim, sugere-se a hipétese de que a antitrombina pode exercer um efeito
protetor na meningite compensando o aumento dos niveis de trombina para
atenuacao do processo inflamatério exacerbado no curso da doenca (Figura 28).

A proteina C, também denominada autoprotrombina IlIA, ou fator de
coagulacdo XIV € uma proteina plasmatica dependente de vitamina K que, ao se
ligar a proteina S receptora, forma a segunda linha de defesa anticoagulante. A
proteina C circulante é ativada pelo complexo trombina-trombomodulina e inativa os
cofatores Va e Vllla da coagulacdo (268) inibindo a producédo de trombina (Figura
28). Este fato pode, indiretamente, contribuir para a atividade anti-inflamatéria da
proteina C que, ao inibir a producédo de trombina, reduz a ativacdo de plaquetas e o
recrutamento de neutréfilos (249). Em contraste, o sistema da proteina C, assim
como a via da antitrombina € prejudicado durante a sepse devido a pelo menos trés
fatores (269, 270). Primeiramente, a sintese da proteina C é reduzida e as citocinas
pré-inflamatérias como TNF-a e IL-1 agem reduzindo a expressdo de
trombomodulina que compromete a ativacdo da proteina C. Outro fator é o
decréscimo da concentracdo do cofator proteina S livre que também diminui a
ativacdo da proteina C (271).

O inibidor da via do fator tecidual (TFPI) € um importante inibidor do complexo
TF-fator Vlla (249) (Figura 28). Este mecanismo ndo € bem esclarecido, mas sabe-
se que doses terapéuticas de TFPI previnem a mortalidade durante a infeccdo
sistémica por Escherichia coli e a inflamacao, sugerindo que altas concentracdes de
TFPI atenuam a coagulacdo mediada pelo TF (272).

A degradacéo de coagulos de fibrina, ou fibrindlise, € mediada pela plasmina,
forma ativa do plasminogénio, que, por sua vez, € estimulada pelo ativador de
plasminogénio do tipo tecidual (tPA) e pelo ativador de plasminogénio do tipo
uroquinase (UPA). tPa e uPA sédo estimulados por TNF-a e IL-18 (273). Durante a
infeccdo severa, estas citocinas estimulam o inibidor da ativacdo de plasminogénio
do tipo 1 (PAI-1) que inibe as proteases tPA e uPA resultando na atenuacdo da
fibrindlise (Figuras 26 e 28). Consequentemente, a remoc¢do dos coagulos de

fibrina é parcial e insuficiente o que contribui para a trombose microvascular (250).
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Weisfelt e colaboradores (251) observaram que a ativagdo da coagulacao é
mais proeminente no liquor de pacientes com meningite bacteriana em comparagao
a meningite viral, o que corrobora com os resultados do presente trabalho (Figuras
26 e 28). Na meningite bacteriana, o equilibrio entre a fibrinélise e a coagulacdo é
desregulado em favor desta ultima, favorecendo o desenvolvimento de complica¢cfes
cerebrovasculares nesses pacientes. Na meningite, os niveis liquoricos de PAI-1 e
do complexo trombina-antitrombina (TaT) estdo aumentados em comparacdo a
individuos saudaveis, embora sejam similares em pacientes com meningite
bacteriana e viral (251). A concentracdo aumentada da antitrombina no liquor dos
pacientes com meningite pode explicar a concentracdo similar de TaT nas duas
formas da doenca. Entretanto, o presente trabalho identificou a antitrombina Il
somente no conjunto unido do grupo de pacientes com meningite meningocaocica, o0
que corrobora em parte essa hipétese. O aumento de PAI-1 relatado por Weisfelt e
colaboradores em pacientes com meningite sugere a inibicdo da fibrindlise, mesmo
qgue parcial, uma vez que os niveis de tPA e uPA no liquor desses pacientes sao
consideravelmente superiores aos da PAI-1. Os niveis elevados dos ativadores de
plasmina tPA e uPA indicam a ativacdo da fibrindlise durante a meningite,
provavelmente como uma forma de controle dos processos coagulatérios
exacerbados observados na doenca. Por outro lado, o aumento de PAI-1 no liquor
parece correlacionar-se com o0s niveis elevados de tPA e uPA a fim de modular os
eventos fibrinoliticos. Diante disso, propomos a hipotese de que alguns farmacos
ativadores da conversao de plasminogénio para plasmina poderiam ser utilizados
em pacientes com meningite bacteriana com o objetivo de estimular os eventos
fibrinoliticos. Esta ativacdo poderia equilibrar a acdo dos processos coagulatorios e
fibrinoliticos relacionados as meningites bacterianas que resultam em complicacdes
cerebrovasculares mais frequentes na meningite pneumocdcica (79). Para isso, dois
farmacos sdo sugeridos para ativacdo do receptor do fator de ativacdo do tipo
uroquinase (UPAR) que contribui para a formacao de plasmina via uPA. O farmaco
Alteplase é um ativador do plasminogénio tecidual produzido a partir da tecnologia
do DNA recombinante. Esta droga foi aprovada pela FDA (fase clinica IV) e é
utilizada para o tratamento de infarto do miocardio, embolismo pulmonar e acidente
vascular isquémico. Da mesma forma, o farmaco Reteplase também aprovado pela
FDA (fase clinica IV) ativa o plasminogénio tecidual, sendo utilizado para o

tratamento de infarto do miocardio, aléem de ser testado (fase clinica Il) para a
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hemorragia subaracnoide. Propomos, portanto, a hipbétese de que o
reposicionamento destas duas drogas para o tratamento das meningites poderia
aumentar os processos fibrinoliticos que atenuariam o0s eventos coagulatorios

severos associados as meningites bacterianas.
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Os resultados da EA associaram o papel do Akt na ativacédo da transcricdo do
fator induzido por hipéxia (HIF-1) as meningites, principalmente a meningite
meningocdcica (valor de p: 3,29 x 10®) (Figuras 26 e 29).

A hipoxia, ou deficiéncia do suprimento de oxigénio no sangue, células ou
tecidos, € um importante evento indutor da morte celular. A reducdo da oferta de
oxigénio prejudica o processo de respiracdo celular diminuindo os niveis de ATP.
Este fato afeta processos chaves da homeostase, como o funcionamento das
bombas i6nicas tais como a de sodio e de potassio (Na'K*ATPase). A manutencio
de niveis intracelulares elevados de K e baixos de Na’ é essencial para a
integridade dos canais ibnicos sensiveis a voltagem. Quando a homeostase €
perdida ocorre despolarizacdo da membrana, abertura dos canais ibnicos e uma
cascata de eventos subsequentes que se nédo regulados levam a morte celular. Por
exemplo, a despolarizacdo da membrana induz a entrada de Ca*? estimulando a
liberagdo de neurotransmissores vesiculares, incluindo o neurotransmissor
glutamato. O aumento dos niveis extracelulares de glutamato causa excitacdo
excessiva dos receptores NMDA que, por sua vez, contribui para o dano neuronal
mediado pela hipoxia (274).

O HIF é o regulador universal da homeostase do oxigénio. E um fator de
transcricdo composto pelas subunidades proteicas HIF-1a e HIF-1B. Enquanto HIF-
1B é constitutivamente expresso, HIF-1a é expresso em células hipéxicas. HIF-1 se
liga a elementos promotores de mais de 20 genes induzidos por hipoxia resultando
na transcricdo desses genes que possuem papéis fundamentais na adaptacdo
fisiologica do sistema biolégico a hipdxia, por exemplo, pela glicélise, angiogénese e
remodelamento vascular. Entre os genes, desta forma, a ativacdo de HIF-1 aumenta
a taxa de transcricdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) durante a
hipoxia. A expressdo de VEGF é ativada principalmente em astrdcitos e neurénios
apos a hipoxia ou dano celular no cérebro ou medula espinhal (275, 276). Alguns
receptores de VEGF sao tirosina quinases, como VEGFR-1. A ligacédo de VEGF aos
seus receptores desencadeia eventos de sinalizacdo como a ativagdo da proteina
quinase serina/treonina Akt dependente de quinase fosfatidilinositol (PI3K) (277). A
Akt, também chamada proteina quinase B (PKB) favorece a sobrevivéncia de
neurénios mediada por fatores de crescimento que ativam a PI3K, tais como o fator
de crescimento tipo insulina (IGF-1) e o VEGF (278). O mecanismo de ativacao da

Akt pela PI3K é regulado pela proteina quinase dependente de fosfoinositida (PDK-
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1). As subunidades cataliticas de PI3K produzem segundos mensageiros lipidicos
fosfatos fosfoinositida (PIP, e PIP3) que agem simultaneamente com PDK-1 que, por
sua vez, fosforila e ativa Akt (279).

A Akt desempenha um papel importante na inibicdo da apoptose neuronal
mediada pelo supressor de tumor p53 (Figura 29). Este mecanismo de acdo nao é
bem esclarecido, mas sugere-se que a Akt fosforila coativadores que diretamente ou
indiretamente modificam a atividade transcricional de p53, reduzindo a apoptose
(280).

A ativacao de Akt desencadeia outras vias de sinalizacdo como a fosforilagéo
da quinase glicogénio sintase 33 (GSK-3pB) (Figura 29). A atividade de GSK-3 pode
contribuir para a inducdo da apoptose e para a modulacédo da inflamacédo induzida
por patdgenos bacterianos.

Durante a hipoxia ocorre tanto a fosforilagdo de Akt quanto de GSK-3B3. A
ativacdo de GSK-3f parece contribuir para a ativagdo da caspase-3 que apresenta
um papel central na execucdo da apoptose. Por sua vez, a fosforilacdo de GSK-3
por Akt é controlada por esta Ultima, que causa a inativacdo de GSK-3f favorecendo
a sobrevivéncia celular (281). Foi demonstrado que o sistema calicreina-cinina
(descrito adiante neste trabalho) contribui para a inibicdo da apoptose em células do
miocardio e da glia através da ativacao de Akt (282, 283), resultante da inativacédo
da via de sinalizacdo GSK-3B-caspase-3 (282). Os achados do presente trabalho
demonstram uma forte associacdo deste sistema com a meningite meningocécica
(Figura 26). Logo, prop8e-se uma hipotese de que o sistema calicreina-cinina
poderia apresentar um papel protetor contra a apoptose celular nestes pacientes
através da ativacdo de Akt e consequente inativacdo de GSK-3p-caspase-3. Este
fato explicaria, pelo menos em parte, a menor ocorréncia de sequelas permanentes
graves, como a deficiéncia neuroldgica devida a meningite meningococica em
comparacao com a meningite pneumococica (82).

Alguns trabalhos demonstraram a associagdo da via de sinalizagdo Akt-PI3K
com processos inflamatérios, por exemplo regulados pelos receptores toll. Martin e
colaboradores (284) demonstraram que a inibicdo de GSK-3f3, apds o desafio com
LPS resultou em um pronunciado aumento mediado por TLR2 da producdo da
citocina anti-inflamatéria 1L-10 e redug&o da producgdo de citocinas pré-inflamatorias

pelos mondcitos, tais como IL-1B, TNF-qa, IL-6 e IFN-y. Portanto, a inibicdo de GSK-
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3B contribui para a produgao de citocinas anti-inflamatorias e permite a regulacdo da
natureza e da severidade da inflamacgéao (284).

Desse modo, propde-se a hipdtese de que a inibicdo de GSK-3B pode
contribuir para a atenuacdo dos processos apoptéticos em neurdnios e células da
glia associados as meningites bacterianas. Além disso, a inativacdo de GSK-38,
mediada pela via de sinalizacdo Akt-PI3K, também reduziria o processo inflamatério
exacerbado observado na meningite bacteriana através da producdo de citocinas
anti-inflamatorias por células da defesa imune do hospedeiro. Diversos inibidores de
GSK-3B tém sido avaliados, tais como Bisindole (285), Anilino maleimides (286),
Kenpaullone (287) e Indirubin (288). Estes farmacos apresentam acdo competitiva
reversivel pelo ATP, o que demonstra um perfil amplo de inibicdo da GSK-3[3. Além
disso, o farmaco Thiadiazolidinone (TDZD) também tem sido investigado para a
inibicdo de GSK-3B no tratamento de pacientes com Alzheimer (289). Esta droga
nao compete pelo ATP e, sim pelo glicogénio sintase (GS-1).
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Figura 29: Mapa candnico do papel da transcricdo de Akt na ativacdo de HIF1 induzida por hipéxia representado pelo GeneGo
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espessura das setas € diretamente proporcional a intensidade da acdo ativadora, inibitéria ou inespecifica. A legenda detalhada da figura esta
disponivel no apéndice .
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5.5.2 Processos bioldgicos associados as meningites

Os processos GeneGo sdo baseadas em informacOes sobre interacfes
moleculares e processos biologicos anotados e definidos pela equipe de
especialistas anotadores e curadores do GeneGo MetaCore™. Nessa etapa da EA,
foram encontradas como principais processos GeneGo associados as meningites a
inflamac&o mediada por sinalizacao de IL-6, principalmente relacionada a meningite
pneumocécica (valor de p: 1,07 x 10", a inflamacdo mediada pelo sistema
calicreina-cinina, e a coagulacdo sanguinea, ambos mais fortemente associados as
meningites meningocdcicas (valores de p: 1,7 x 10”7 e 1,07 x 10, respectivamente).
Estes dois Ultimos processos mostram-se fracamente associados as meningites
virais (valores de p: 4,53 x 10" e 2,63 x 10, respectivamente) (Figura 30).

As andlises de enriquecimento MetaCore™ revelaram as principais vias de
sinalizacdo afetadas por processos patofisiolégicos sabidamente associados as
meningites que incluem apoptose, resposta ao estresse oxidativo, mecanismos da
resposta imune, adesao celular e coagulacdo sanguinea (16, 17, 290, 291).

A invasdo bacteriana no SNC durante a meningite causa ativacdo dos
mecanismos de defesa imune do hospedeiro, como a migracao de leucdcitos para o
local da infeccé@o e a producédo de citocinas pré-inflamatorias, principalmente IL-18 e
TNF-a. Sabe-se que a atividade exacerbada dos mediadores inflamatérios contribui
para alteracdes dos sistemas de coagulacdo e fibrindlise que resultam em uma
variedade de complicacdes ao hospedeiro tais como edema cerebral, hidrocefalia e,
particularmente as desordens cerebrovasculares (251, 292-295). Estas
complicagbes aumentam a severidade da doenca e, pelo menos em parte,
contribuem para a alta mortalidade associada a meningite bacteriana (250, 296).

A sepse € caracterizada pela invasdo bacteriana na corrente sanguinea
evoluindo rapidamente para choque séptico e coagulacéo intravascular disseminada.
Os principais patégenos bacterianos associados as meningites também séo
importantes causadores de sepse, independente do grupo etario (35, 297-299).
Durante a sepse, as células mononucleares estimuladas por citocinas pro-

inflamatorias expressam o fator tecidual (TF) que ativa a coagulacao induzida pela
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inflamacéao (249, 300). Em modelos experimentais de endotoxemia, foi demonstrado
gue a expressao in vivo de TF é primariamente dependente de IL-6, tendo em vista
que a inibicdo desta interleucina reduziu completamente a producdo de TF,
enquanto o bloqueio de outras citocinas praticamente ndo alterou sua expressao
(301).

Na meningite, a IL-6 contribui diretamente para o aumento da permeabilidade
da BHE causando elevacdo da presséo intracraniana e edema cerebral (302, 303).
O mecanismo provavel para este efeito pode estar relacionado a diminuicdo da
resisténcia elétrica transendotelial e a inducdo de modificacdes morfolégicas nas
células endoteliais resultando no aumento da permeabilidade da BHE (304, 305).
Em modelo experimental de meningite pneumocdcica, foi relatado que a infusédo
sistémica de IL-6 induziu o rompimento da BHE causando edema cerebral (302). O
nivel de IL-6 esta alterado precocemente na meningite, tendo sido observada
elevacao desta interleucina apés seis horas de infeccdo em modelo experimental de
meningite pneumocodcica (306). Da mesma forma, as concentracfes de IL-6 no
liquor de pacientes com meningite bacteriana (49,017pg/mL) sdo 40 vezes
superiores as encontradas na meningite viral (1,076pg/mL) (307). A concentracdo
aumentada de IL-6 na meningite bacteriana contribui para as complicagbes
cerebrovasculares que resultam em sequelas permanentes, mais frequentes nos
pacientes com meningite pneumocdcica (Figura 30). Neste contexto, propomos a
hipétese de que a inibicdo da IL-6 poderia atenuar 0os processos coagulatorios
decorrentes da meningite bacteriana, reduzindo a severidade da doenca. Para isso,
sugere-se 0 reposicionamento farmacolégico do Siltuximab, que se apresenta na
fase clinica Il para a terapia de mielomas multiplos, carcinomas dentre outros tipos
de cancer (308-310). O Siltuximab é um anticorpo monoclonal anti-IL-6 que inibe
pela ligacdo especifica e neutralizacdo da IL-6 humana com alta afinidade. Até o
presente, ndo existem trabalhos que avaliem o papel do Siltuximab para o
tratamento de doencas no SNC, portanto, ainda ndo ha dados sobre a transposicéo
desta droga na BHE.

Os resultados do presente trabalho indicam a associagcdo entre a proteina
cininogénio e a meningite causada por N. meningitidis. Esta proteina € um
constituinte do sistema calicreina-cinina [kallikrein-kinin system (KKS)]. Este sistema
também foi associado com a meningite meningocdécica na analise de enriguecimento

feita, neste estudo, com o software GeneGo MetaCore™ (Figura 30). No entanto,
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ndo foram encontrados outros trabalhos na literatura cientifica que relacionem o

sistema KKS, ou a proteina cininogénio as meningites, apesar de ambos ja terem

sido associados a diferentes patologias no SNC, tais como a doenca de Alzheimer

(248, 311), a esquizofrenia (312) e o lupus neuropsiquiatrico (313).

10

12

©w

10 =
*Networks

-log(pValue)
1. Inflammation_IL-6 signaling

2. Inflammation_Kallikrein-kinin

system

3. Blood coagulation
4, Transport_Iron transport
5. Proteolysis_ ECM remodeling

6. Immune response_Phagosome in antigen

presentation

7. Proteolysis_Connective tissue

degradation

8. Transport_Manganese transport
9. Cell adhesion_Glycoconjugates

| 10. Immune response_Antigen presentation

Figura 30: Distribuicdo de processos celulares GeneGo,
MetaCore™. Listas das proteinas identificadas a partir do conjunto de spots que compdem
a unidao foram usadas como arquivos de entrada. Barra laranja: proteinas do liquor de
pacientes com meningite viral; barra azul: proteinas do liquor de pacientes com meningite
pneumococica; Barra vermelha: proteinas do liquor de pacientes com meningite

meningocécica.
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Figura 31: Distribuicdo de doencas associadas a biomarcadores, representado pelo
MetaCore™. Listas das proteinas identificadas a partir do conjunto de spots que compdem
a unido foram usadas como arquivos de entrada. Barra laranja: proteinas do liquor de
pacientes com meningite viral; barra azul: proteinas do liquor de pacientes com meningite
pneumocoécica; Barra vermelha: proteinas do liquor de pacientes com meningite
meningocacica.

O sistema calicreina-cinina (KKS), também chamado de sistema de contato,
ou via intrinseca da coagulacdo compreende quatro proteinas, sendo trés
proteinases, fator Xll, fator XI e a calicreina, além de um cofator ndo enzimético de
alto peso molecular (110kDa), o cininogénio (314) (Figura 30). O cininogénio de alto
peso molecular esta presente na circulacdo sanguinea complexado ao fator XI ou a
calicreina plasmatica (315). O sistema KKS é ativado quando estes complexos e o
fator XlIl estimulam a clivagem do cininogénio pela enzima calicreina para a
liberacé@o do peptideo pro-inflamatério bradicinina (315). Concomitantemente, o fator
Xl é ativado e a cascata intrinseca de coagulacao € iniciada levando, eventualmente,
a formacdo da rede de fibrina (315, 316). Nas doencas infecciosas severas ou
invasivas, o desequilibrio entre o estado anticoagulante e o pr6-coagulante ativa as
cascatas proteoliticas do hospedeiro, por exemplo, as cascatas do complemento e
da coagulacédo, bem como do sistema de contato (315-317).

Héa duas formas de cininogénio, o de alto peso molecular (HK) e o de baixo
peso molecular (LK). As duas formas derivam de um pré-cininogénio codificado por
um unico gene, dependendo da clivagem do precursor (318). Enquanto HK tem um
papel central no sistema KKS, o LK néo é clivado quando este sistema é ativado, por
iSso néo participa deste processo (315).

142



Como anteriormente mencionado, o cininogénio é uma proteina precursora de
cinina que, por sua vez, se liga a dois tipos de receptores, B1 e B2. Enquanto o
receptor B2 é expresso em diversos tipos celulares, inclusive em células endoteliais,
0 receptor B1 é escasso até que haja estimulacdo por agentes pro-inflamatérios,
como II-13, em condig¢des patofisiologicas (314, 319, 320). Contudo, alguns tecidos e
células expressam constitutivamente o receptor B1, como a medula espinhal, o
cortex e o hipocampo (321-324). Ambos receptores sdo membros da subfamilia de
receptores acoplados a proteina G (GPCRs) (325) que, ao se ligarem as familias
Gagq e Gai, causam 0 aumento de célcio intracelular (Ca*?) que, por sua vez, regula
diversos processos vasculares, incluindo a producao de NO (319, 320). Esta espécie
reativa participa de inGmeros processos regulatorios em diferentes 6rgaos e tecidos,
por exemplo, na protecdo contra patdgenos bacterianos pelo sistema imune (325).
As células endoteliais sdo fontes primarias de NO que, em condi¢cdes normais, €
produzido pela enzima eNOS. A atividade de eNOS é mediada pela ativagdo do
receptor B2 do cininogénio pelo aumento do Ca* intracelular, entre outros
mecanismos. A producdo de NO via eNOS-mediada por B2 permite a regulacao da
pressao sanguinea e mantém o funcionamento normal da barreira endotelial (326,
327). Por outro lado, em condi¢des inflamatérias, as células endoteliais podem
expressar a enzima iNOS para a producdo de NO sob estimulacdo de mediadores
inflamatoérios como LPS, ou citocinas como IL-6, IL-18 e IFN-y. Embora pouco
estudada, sabe-se que a producdo de NO por INOS é mediada pelo receptor B1 em
um processo independente de Ca*?intracelular. A ativacdo de iNOS pelo receptor B1
esta associada a via de sinalizacdo extracelular regulada por quinase (ERK) (328). A
fosforilacéio dependente da ERK de iNOS na Ser " é responsavel pela liberagéo de
altas concentracdes de NO pela iINOS (329). A producédo de NO via eNOS-mediada
por B2 e por INOS-mediada por B1 sdo notavelmente distintas. Enquanto a ativacao
do receptor B2 resulta na liberagdo de baixos niveis de NO (~165nM) durante
aproximadamente 5 minutos, 0 mecanismo associado ao receptor B1 estabelece
uma resposta mais intensa e prolongada liberando altas concentracbes de NO
(~800nM) por pelo menos 90 minutos (325). A producdo de NO por iINOS parece
estar associada primariamente a fungbes citotoxicas (330) (Figura 32). Alguns
trabalhos utilizando modelos animais knockout para o receptor B1 tém revelado o
papel deste receptor no agravamento de condi¢cfes inflamatérias, como a sepse

(320, 331, 332). Por exemplo, Pesquero e colaboradores (321) demonstraram que
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camundongos knockout para Bl (B1R™”) sdo saudaveis, normotensos e estdo
protegidos do choque séptico devido a infusdo intravenosa de LPS de gram-
negativos (ex: meningococos) (321, 332). Ao mesmo tempo, a expressdo do
receptor B1 em ratos transgénicos aumentou a letalidade em resposta ao desafio
por LPS (333).

MAPK ERK
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Figura 32: Receptores de cinina B1 e B2 e a producdo de NO mediada por nNOS. A
bradicinina € gerada da quebra do cininogénio (CIN) pela enzima calicreina. A ligacao da
bradicinina ao receptor B2R, acoplado as familas Gaq e Gai, ativa a quinase
fosfatidilinositol (PI3K) e provoca a liberacdo de Ca' intracelular. Ambos os processos
ativam a oxido nitrico sintase endotelial para a producao de NO transitério que previne o
dano tecidual e atenua a inflamacao exacerbada e o déficit neuroldgico. A carboxipeptidase
M remove uma arginina (Arg) C-terminal da bradicinina que, entdo interage com o receptor
B1R. Em condic¢des inflamatorias, a estimulacdo de B1R resulta em uma alta e prolongada
producdo de 6xido nitrico (NO) pela 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) dependente da
ativagdo das vias quinases de sinalizacdo extracelular (ERK) e ativadora de mitégeno
(MAP). Esta producgéo exacerbada de NO resulta em efeitos citotoxicos, formagéo de edema
cerebral e déficit neurolégico . (Cordeiro AP).

fon célcio

Em estados patoldgicos, a ativacdo do sistema de contato por patégenos
bacterianos permite o influxo do plasma para o sitio de infeccdo que,
subsequentemente, auxilia na disseminacao da infecgao, via microcirculacdo (334-
336). Quando a ativagdo do sistema de contato na circulacdo € exacerbada, o
aumento de cinina e o consumo de outros fatores desse sistema podem contribuir
para a evolucdo da coagulopatia e da hipotenséo hipovolémica, como em casos de
sepse e choque séptico (315). Estas infeccbes generalizadas estdo mais
frequentemente associadas a meningite meningocécica (297, 337, 338), o0 que esta
de acordo com o presente estudo que relaciona a proteina cininogénio a meningite

por N. meningitidis, mas ndo a meningite pneumocdcica. A bactéria N. meningitidis
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pode causar tanto septicemia quanto meningite. Hemorragias na pele (purpura
fulminans) e a multiplicacdo bacteriana nos o6rgdos do hospedeiro sdo as
caracteristicas basicas da septicemia. Ainda que o meningococo atravesse a BHE
durante a sepse, ndo havera tempo habil para que a inflamacéo aconteca antes que
0 paciente evolua para 6bito. Por outro lado, na meningite o patégeno atravessa a
BHE e desencadeia o processo infamatério no espaco subaracnoide (35).

Todos os componentes do sistema de contato tém sido descritos nos
cérebros de humanos e ratos (247, 320, 339, 340). Da mesma forma, os receptores
de cinina sdo expressos em diversos tecidos cerebrais, como hipocampo, cortex,
medula espinhal e astrdcitos tanto em condi¢des normais, quanto patologicas (341-
346). O papel dos receptores de cinina tem sido investigado em diversas doencas do
SNC, como Alzheimer e esclerose mdltipla (248, 347). Martins e colaboradores (348)
demonstraram que o receptor de cinina B2 apresenta efeitos protetores no SNC,
enquanto o receptor B1 possui efeitos toxicos nesse sistema. A estimulagdo do
receptor B2 preservou a integridade dos neurénios piramidais do hipocampo contra
a excitotoxicidade mediada por receptores NMDA provocada pelo aumento
excessivo das concentracdes extracelulares de glutamato. A protecao pelo receptor
B2 contra a morte celular mediada por NMDA parece ocorrer pela ativacdo da
quinase fosfatidilinositol (PI3K). A inibicdo de PI3K reverte o estado protetor
alcancado através da estimulacdo do receptor B2 e permite a morte neuronal
mediada por excitacdo excessiva dos receptores NMDA (348). Além disso, foi
demonstrado que a ativacdo do receptor B2 protege contra o dano cerebral e a
deficiéncia neurolégica atenuando a apoptose e a inflamacao induzidas por acidente
vascular isquémico (349). Além de proteger contra o dano cerebral, a injecédo
intravenosa da enzima calicreina promove a angiogénese e a neurogénese apos a
isquemia cerebral (350). A ativagdo da calicreina em modelo experimental de ratos
adultos com isquemia cerebral resultou em aumento consideravel dos niveis de NO
ao mesmo tempo em que a atividade da NADPH oxidase e a producdao de
superoxido foram reduzidas. A producdo de NO em cérebro isquémico inibe a
geracdo de ROS, o que protege contra apoptose induzida por isquemia (283).
Enquanto o bloqueio do receptor B2 resultou em dano cerebral exacerbado em
modelo animal de isquemia cerebral, a inativacdo do receptor B1 favoreceu a
protecdo contra o infarto e o edema cerebral em camundongos pos-isquémicos

(351). A inibicdo do receptor B1 também se relaciona a diminuicdo da migracao
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transendotelial de leucdcitos através da BHE e a protecdo da integridade dessa
barreira em processos autoimunes como a esclerose multipla (347). Desse modo, 0
bloqueio do receptor B1, mas ndo de B2, parece contribuir para a reducdo do dano
tecidual cerebral, da inflamacdo local exacerbada, do déficit neuroldégico e da
mortalidade associados a isquemia, etc. Assim, o papel protetor do sistema de
contato parece estar preferencialmente associado ao receptor B2 que permite a
regulacdo da pressdo sanguinea, reduz a permeabilidade da BHE e diminui a
liberacdo de citocinas pré-inflamatérias (319, 351, 352).

A isquemia cerebral, as desordens cerebrovasculares e as infecgbes
bacterianas sdo doencas que foram associadas as proteinas identificadas no
presente trabalho por meio da analise feita com o MetaCore. Estas doencas foram
mais fortemente associadas as meningites bacterianas (Figura 31).

A meningite € uma doenca inflamatdria aguda das meninges intimamente
relacionada a evolucdo de complicacbes cerebrovasculares, como aumento da
pressdo intracraniana, edema cerebral e morte celular que favorecem o mau
prognéstico da doenca e a ocorréncia de sequelas permanentes. Entretanto, a
incidéncia de sequelas neurologicas durante a meningite varia de acordo com o
agente etioldgico causador da doenca, sendo mais associada a meningite
pneumocdcica (79). A porcentagem de casos que evoluem para sequelas
neuroldgicas, dentre o0s sobreviventes, varia de 16 a 38% na meningite
pneumocécica e de 3 a 21% na meningite meningocoécica (82, 169, 353). Uma
explicacdo para a menor incidéncia de sequelas neurolégicas na meningite
meningocodcica poderia ser a ativacao do sistema de contato que teria uma acao
neuroprotetora no cérebro com atenuacdo de diversas complicacdes
cerebrovasculares, tais como o aumento da permeabilidade vascular e a formacéo
de edema cerebral (319). Alinhado a esta hipGtese, neste trabalho a proteina
cininogénio ocorreu somente no subconjunto intersecdo do grupo de pacientes com
meningite meningococica. Desse modo, propde-se a hipotese de que a ativacdo do
sistema de contato pode contribuir para a reducdo de sequelas neuroldgicas
observadas na meningite meningococica. Se, por um lado a ativagéo do receptor B1
€ decorrente da condicéo inflamatodria ja instalada (352), por outro lado, a ativacao
do receptor B2 resultaria na protecdo contra a meningite pelo sistema de contato. A
auséncia de cininogénio no liquor de pacientes com meningite pneumocdcica estaria

de acordo com o fato de que complicacbes cerebrovasculares ocorrem mais
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frequentemente nesses pacientes, o que contribui para a maior ocorréncia de
sequelas neuroldgicas permanentes. Portanto, propomos a hipétese de que um
potencial ativador da via do cininogénio pela estimulacdo do receptor B2 favoreceria
a producdo de NO por eNOS contribuindo para a reducdo das complicacdes
cerebrovasculares graves na meningite associadas a altas taxas de morbidade.
Entretanto, o Unico farmaco ativador do receptor B2, Labradimil, usado para o
tratamento de neoplasma cerebral foi descontinuado. Uma alternativa recente seria
a investigacdo do agonista do receptor B2, NG291 (354), que ainda esta sendo
avaliado somente para o tratamento de doencas cardiovasculares. Por isso, ndo ha
dados que demonstram se este farmaco apresenta capacidade de transpor a BHE.

O bloqueio seletivo do receptor B1 também pode ser sugerido para o
tratamento das meningites bacterianas, visando a prevencdo do edema cerebral, 0
déficit neurolégico e a excitotoxicidade. O antagonista do receptor B1, SSR240612,
tem eficiente penetracdo no SNC e age como um seletivo bloqueador da ligacéo do
receptor B1 a des-Arg9-bradicinina (355). Em modelo experimental de Alzheimer, a
utilizacao do farmaco SSR240612 interrompeu o processo de amiloidose, o déficit de
aprendizado e cerebrovascular (356). Diante disso, propomos a hipotese de
utilizacdo de um bloqueador seletivo do receptor B1 como estratégia terapéutica

para as meningites bacterianas.
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6 CONCLUSAO

No presente trabalho, a analise protedbmica comparativa de proteinas do
liquor de pacientes com meningite pneumocadcica, meningocadcica, viral e individuos
sem infec¢cdo no SNC permitiu a constru¢cao de um modelo preditivo qualitativo para
o diagnéstico diferencial dessas formas da doenca que podera contribuir para a
tomada de decisdo pela abordagem terapéutica adequada e em tempo habil para
cada forma de meningite.

Este trabalho é o primeiro a propor a proteina cininogénio como marcador
biol6gico no liqguor para meningite meningococica. Os processos associados a
proteina cininogénio estao diretamente relacionados a patofisiologia da meningite
bacteriana, sobretudo por N. meningitidis, que frequentemente inclui um quadro
severo de septicemia. O papel da proteina cininogénio tem sido alvo de investigacao
por outros grupos de pesquisa em septicemia e choque séptico.

As analises complementares de bioinformética para previsdo de localizacao
celular das proteinas correspondentes aos spots que compdem 0s subconjuntos
intersecdo das meningites revelaram tratar-se de proteinas majoritariamente
extracelulares e, portanto, possivelmente ativas na resposta imune do hospedeiro no
sitio de infeccdo. As analises de interatoma feitas a partir das andlises de
enriqguecimento utilizando-se o software MetaCore™ contribuiram para um melhor
entendimento dos mecanismos patofisiolégicos inerentes as meningites. Estes
resultados foram essenciais para a proposi¢cao de possiveis alvos terapéuticos para
a modulagdo da resposta inflamatdria & meningite bacteriana visando prevenir as

sequelas e oObitos frequentemente causados por esta doenca.
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7 PERSPECTIVAS

Como perspectiva do presente trabalho, pretende-se a validacdo do modelo
preditivo qualitativo por ensaios imuno-enzimaticos (ELISA) em um painel amplo de
amostras de liquor de individuos controles e pacientes com meningite
pneumococica, meningocoécica e viral. Posteriormente, é objetivo do grupo o
desenvolvimento de um teste rapido para o diagnéstico diferencial “point of care” das
meningites a partir de amostras de liquor. O modelo preditivo qualitativo para o
diagnostico diferencial das meningites, apresentado neste trabalho, est4d sendo
analisado quanto a sua viabilidade patentaria pelos Orgdos competentes.
Recentemente, foi recebido o parecer positivo da Coordenacdo da Gestédo
Tecnologica (GESTEC) da FIOCRUZ em resposta ao pedido de patente, disponivel

na secao de anexos do presente trabalho.
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Parecer 03/13 — AREA DE PATENTES/GESTEC/VPPIS

DEMANDA
Estudo de viabilidade patentaria a partir de dados fornecidos na SG196/12, através
da notificacdo de invencdo intitulada: “Kit para diagnéstico diferencial das meningites
pneumocdcica, meningocoécica e viral baseado na deteccdo de proteinas da resposta
inflamatoéria do hospedeiro humano presentes no liquido cefalorraquidiano.”.

INTRODUGAO

O Estudo de Viabilidade Patentaria tem como funcéo verificar a patenteabilidade dos
dados apresentados pelos pesquisadores, segundo os critérios constantes na Lei de
Propriedade Industrial — LPI, quais sejam, novidade, atividade inventiva e aplicacdo
industrial.

Para tal, faz-se necessaria a busca do estado da arie, conforme as informacdes
prestadas, a solugdo técnica proposta pela pesquisa e o possivel produto ou processo a ser
patenteado.

As informagodes prestadas pelos pesquisadores apresentam um modelo preditivo
capaz de diferenciar pacientes com meningites pneumocdécica, meningocdcica ou viral de
individuos sem infeccao no sistema nervoso central. Esse modelo foi construido atraveés da
identificagcdo de proteinas da resposta inflamatéria do hospedeiro humano presentes no
liquido cefalorraquidiano (ou liquor ou fluido cerebrospinal) que funcionam como
biomarcadores.

O diagndstico preciso e rapido das meningites & fundamental para a tomada de
decisdo pela abordagem terapéutica adequada e em tempo habil para cada forma de
meningite. Atrasos na administragdo de antibidticos e anti-inflamatdérios podem ter
consequéncias devastadoras para o paciente com meningite bacteriana, principalimente,
(sequelas neurologicas permanentes até a morte). O diagndstico diferencial rapido pode
reduzir o tempo de hospitalizacdo, os custos do tratamento, a exposicao dos pacientes ao
risco de infecgbes nosocomiais e os efeitos indesejaveis do uso de antibidticos.

As proteinas biomarcadoras foram selecionadas através de eletroforese
bidimensional em géis de poliacrilamida (2D PAGE) e identificadas por espectrometria de
massas. Apolipoproteina A-l, proteina C-reativa, complemento C3, cininogénio-1 e
ceruloplasmina foram as proteinas elencadas como potencial biomarcadores para o
diagnéstico diferencial das meningites. Combinadas em um modelo preditivo, apresentado
na figura 1, essas proteinas especificas foram capazes de distinguir entre os pacientes com
meningites pneumocdcica, meningocdcica e viral dos individuos sem infecgdo no sistema
nervoso central.

De acordo com os pesquisadores, a sensibilidade, especificidade e acuracia foram
de 100% no estudo envolvendo 24 pacientes (seis em cada grupo), testados em duplicata
técnica.

Coordenacao de Gestio Tecnolégica-/GESTEC - Av. Brasil, 4.036 - Expanséao, 8° andar — sala 806, Manguinhos,
Rio de Janeiro/RJ. CEP: 21.045-360. Tel: (021) 3882-9200/9132 — e-mail: gestec@fiocruz. br
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Figura 1: Modelo Preditivo.
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A busca foi realizada nas bases de dados: Scifinder, Scopus e Pubmed. E na
ferramenta de busca de patentes Orbit®. Além disso foram consideradas as referéncias
citadas na Notificacdo de Invencdo e no Parecer de Patenteabilidade elaborado pelo NIT-

No processo de busca de anterioridades, os documentos abaixo relacionados foram
selecionados por sua relevancia frente ao projeto de pesquisa em questao:

Documentos de Anterioridade

Data

Categoria

D1: Song H, Seishima M, Saito K, Maeda S, Takemura M, Noma
A, Kondo A, Manabe M, Urakami K, Nakashima K: Apo A-l and
apo E concentrations in cerebrospinal fluids of patients with
acute meningitis. Ann Clin Biochem 1998, 35 (Pt 3):408-414.

1998

D2: Paradowski M, Lobos M, Kuydowicz J, Krakowiak M,
Kubasiewicz-Ujma B: Acute phase proteins in serum and
cerebrospinal fluid in the course of bacterial meningitis. Clin
Biochem 1995, 28(4):459-466.

1995

D3: Goonetilleke UR, Scarborough M, Ward SA, Hussain S,
Kadioglu A, Gordon SB: Death is associated with complement
C3 depletion in cerebrospinal fluid of patients with
pneumococcal meningitis. MBio 2012, 3(2).

2012

D4: Stahel PF, Nadal D, Pfister HW, Paradisis PM, Barnum SR:
Complement C3 and factor B cerebrospinal fluid
concentrations in bacterial and aseptic meningitis. The
Lancet 1997, 349: 1886-1887.

1997

D5: UAB Research Foundation. Scott R Barnum, Philip Stahel.
Method of discriminating bacterial from aseptic meningitis.
US n. 5,778,895, 29 jan. 1997, 14 jul. 1998.

1997

X
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D6: Oehmcke S, Herwald H: Contact system activation in 2010 Y
severe infectious diseases. J Mol Med 2010, 88:121-126.

D7: tobes, M., Rusinek, A., Paradowski, M., Kuydowicz,
J., Stanistawska-Majda, E., Mamelka, B., Szablewski, M., Piatas,
S.: Does the estimation of acute phase protein
concentrations in cerebrospinal fluid and/or in serum in 2002 Y
patient with viral meningitis carry diagnostic importance?
Part |. Limphocytic meningitis caused by parotitis epidemica.
Przeglad epidemiologiczny 2002, 56(4): 615-622.

* Categorias dos Documentos

“X” | Documento de particular relevancia em relacdo a novidade.

“Y" | Documento de particular relevancia em relacédo a atividade inventiva.

“O” | Documento referente a uma revelagdo oral, uso, exibigao, ou outros meios que nédo o
documento impresso.

‘A" | Documento que define o estado da técnica, em geral, ndo sendo considerado de
particular relevancia.

“P” |Documento publicado entre a data de prioridade e a data de depésito do pedido
nacional ou internacional (PCT).

“&" | Documento pertencente a mesma familia de patentes.

Seguem abaixo os comentarios acerca dos referidos documentos:

D1: Nesse estudo, a apolipoproteina A-l (apo A-l) foi quantitativamente analisada no liquido
cérebro-espinhal (ou cefalorraquidiano) de pacientes com ou sem doenga neurologica. A
concentragao de apo A-l no liquido cérebro-espinhal de doentes com meningite mostrou-se
aumentada na fase aguda da doenga, retornando a concentragbes basais na fase
convalescente enquanto o nivel de apo A-l no liquido cérebro-espinhal de pacientes com
outras doengas neurologicas permaneceu inalterado em relagdo ao grupo de pacientes
controle. Esses achados sugerem que a presenca de apo A-l no liquido cérebro-espinhal de
pacientes com meningite aguda sirva de possivel marcador para essa doenca.

D2: O artigo determina a concentragdo das proteinas de fase aguda presentes no soro e no
liquido ceérebro-espinhal (ou cefalorraquidiano) de pacientes portadores de meningite
bacteriana ou viral e avalia o uso de algumas dessas proteinas no diagnoéstico diferencial
desses tipos de meningites. A proteina C-reativa e a a-2-ceruloplasmina sdo proteinas
identificadas como potencial marcador no diagnéstico diferencial da meningite. Além disso, o
artigo cita diversas outras referéncias que relatam o uso da proteina C-reativa como
marcador para diferenciar as meningites bacteriana e viral.

D3: O artigo demonstra que a proteina complemento C3 nao esta presente no liquido
cérebro-espinhal (ou cefalorraquidiano) dos individuos do grupo controle, ou seja, aqueles
nao portadores de meningite pneumocédcica (meningite bacteriana). J& no grupo de
pacientes portadores de meningite bacteriana que evoluiram para 6bito, os niveis de
complemento C3 foram cinco vezes menores que no grupo sobrevivente (grupo de
pacientes portadores de meningite bacteriana que ndo evoluiram para 6bito). Esse mesmo
comportamento ndo foi observado no soro dos mesmos pacientes, indicando uma resposta
compartimentalizada no liquor durante a meningite bacteriana. Os autores concluiram que o
aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica e a deple¢do nos niveis do
complemento C3 podem ter papel determinante em casos de meningite bacteriana.

Coordenacao de Gestdo Tecnolégica-/GESTEC - Av. Brasil, 4.036 - Expans&o, 8° andar - sala 806, Manguinhos,
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D4: Nesse estudo foi medida a concentragcdo de dois componentes do sistema
complemento, C3 e fator B, em amostras do liquido cérebro-espinhal (ou cefalorraquidiano)
de 18 pacientes diagnosticados com meningite bacteriana, 21 pacientes diagnosticados com
meningite asséptica e de 64 pacientes controles sem infecgdo no sistema nervoso central. A
concentracdo média do complemento C3 no liquido cefalorraquidiano dos pacientes com
meningite bacteriana foi significantemente maior que naqueles com meningite asséptica e
nos individuos controle. Diante dos resultados os autores concluem que a concentragéo do
complemento C3 no liquido cérebro-espinhal pode ter relevancia clinica no diagnéstico
diferencial das meningites bacteriana e asséptica com alta sensibilidade(100%) e
especificidade (95,2%).

D5: Documento de patente baseado no artigo D4.

D6: O trabalho apresenta um panorama do estado da arte referente a ativagcao do sistema
de contato em casos de infecgdo severa, além de discutir um possivel papel desse sistema
como alvo para o desenvolvimento de novos antimicrobianos. Dentre o panorama
apresentado, sdo citadas referéncias que demonstram a ativa¢do pronunciada do sistema
de contato em criangas com choque séptico meningocécico e em pacientes com sindrome
do choque téxico estreptococico.

D7: O trabalho avalia 0 aumento na concentragdo de proteinas de fase aguda no liquido
cefalorraquidiano e/ou plasma de criangas com meningite linfocitaria resultante da
complicagé@o da caxumba (parotitis epidemica from the Paramyxoviridae family). Também foi
testado a utilidade da determinagao dessas proteinas no diagnéstico e monitoramento do
curso da doenca. As proteinas avaliadas foram: C-reactive protein (CRP), alpha-2-
haptoglobin (HPT), alpha-1-antitripsin (AAT) e alpha-1-acid glycoprotein (AAG), alpha-2-
ceruloplasmin (CER) and alpha-2-macroglobin (AMG). Os resultados da pesquisa mostram
um aumento significativo em todas as proteinas de fase aguda avaliadas, exceto para CRP
e AAG, em criangas com meningite parotidal. Apenas a determinagao da concentragdo de
CRP, tanto no liquor quanto no soro, ndo & util no diagnéstico de meningite parotidal € na
diferenciacdo das formas linfocitarias e bacterianas da doenca.

CONCLUSAO

Os documentos D1 a D7 caracterizam o estado da técnica referente a invengéo
apresentada e serviram de base para as conclusdes preliminares a seguir.

Considerando as etapas do modelo preditivo, tem-se que a apolipoproteina A-l esta
descrita no documento D1 como marcador para diagnéstico de meningite, tornando essa
etapa do modelo conhecida e, portanto sem novidade.

O documento D2 apresenta a proteina C-reativa como marcador no diagndstico
diferencial das meningites bacteriana e viral, assim como previsto no modelo, antecipando a
matéria e com isso retirando sua novidade.

Com relagéo a utilizagdo do complemento C3 como marcador diferencial das
meningites bacterianas e viral, os documentos de D3 a D5 descrevem essa utilizagédo o que
comprova a auséncia de novidade dessa etapa.

A correlacido apresentada na ultima etapa do modelo, onde as proteinas cininogénio-
1 elou ceruloplasmina sao utilizadas como marcadores para diferenciagdo entre meningite
pneumocécica e meningocécica, ndo foi encontrada no estado da arte. Ainda assim cabem
as seguintes perguntas:
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I De acordo com as informagbées apresentadas no documento anexo a
Notificacdo de Invencdo intitulado “Descricdo da Solugdo Proposta pela
Invengdo” — pagina 15, linhas 7 a 18 — associadas ao documento D6 que traz
uma visao geral do estado da arte referente a ativagédo do sistema de contato
em casos de infecgdo severa, por que ndo esperar o papel do cininogénio
como marcador nessa etapa do modelo?

il Considerando os documentos D2 e D7 que correlacionam a alteragio dos
niveis de ceruloplasmina no liquor de pacientes com meningite bacteriana e
meningite linfocitaria, respectivamente, por que n&do esperar que essa
proteina tenha papel como biomarcador na diferenciacdo proposta no
modelo?

Uma ultima questdo que deve ser antecipada, ja que pode ser questionada caso a
invengao seja levada a Comisséo de Propriedade Intelectual da Fiocruz (COPAT) é:

. Considerando as perspectivas apresentadas no documento anexc a
Notificacdo de Invencao intitulado “Descricdo da Solugdo Proposta pela
Invengdo” — pagina 15 - €& possivel que a invengédo seja utilizada em
plataformas diagnésticas automatizadas?

Face aos argumentos expostos, consideramos que as etapas 1 e 2 do modelo
preditivo apresentado ndo constituem matéria passivel de protecdo patentaria pela caréncia
de novidade e atividade inventiva frente ao conhecimento apresentado pelos documentos
D1 a D5. A etapa 3 parece ter novidade, porém a atividade inventiva pode vir a ser
questionada dependendo da resposta as perguntas | e Il. Assim, sugerimos uma reunido
para maiores esclarecimentos a ser agendada com os pesquisadores e representantes do
NIT-CPgRR.

Vale ressaltar que a novidade e a atividade inventiva s@o pressupostos legais para a
concessao de patente (art. 11 e 13, da Lei n° 9279/96, Lei de Propriedade Industrial) e tem
por definicdo legal o abaixo transcrito:

Art. 11 A invengdo e o modelo de utilidade sdo considerados novos quando ndo
compreendidos no estado da técnica.

§ 1° O estado da técnica é constituido por tudo aquilo tomado acessivel ao publico
antes da data de depésito do pedido de patente, por descrigdo escrita ou oral, por uso
ou qualquer outro meio, no Brasil ou no exterior, ressalvado o disposto nos arts. 12, 16 e
17.

Art. 13. A invengéo é dofada de atividade inventiva sempre que, para um técnico no
assunto, ndo decorra de maneira evidente ou ébvia do estado da técnica.

Este é o parecer, salvo melhor entendimento.

Rio de Janeiro, 14 de maio de 2013.

b{jtwu
Erica Riskalla Anchite Vieira, MSc
Analista de Gestdo em Saude
Mat. SIAPE: 1957155
Area de Patentes
Coordenagéao de Gestao Tecnoldgica
Vice-Presidéncia de Producgéao e Inovagdo em Salde

Presidéncia/FIOCRUZ
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Parecer 03-A/13 - AREA DE PATENTES/GESTEC/VPPIS

DEMANDA
Reavaliagao do Parecer 03/13 — estudo de viabilidade patentaria a partir de dados fornecidos
na SG196/12, através da notificacdo de invengdo intitulada: “Kit para diagnéstico diferencial das
meningites pneumocotcica, meningocdcica e viral baseado na deteccdo de proteinas da resposta
inflamatéria do hospedeiro humano presentes no liquido cefalorraquidiano.” — apds esclarecimentos
prestados em reunido com os pesquisadores Roney Santos Coimbra e Ana Paula Cordeiro e com a
representante do NIT-IRR Cristina Lima Carrara.

INTRODUGAO
Em resposta aos questionamentos contidos no Parecer 03/13, os seguintes pontos foram
esclarecidos pelo pesquisador Roney em reunido realizada no dia 20 de maio de 2013 via Skype® com
a presenca dos pesquisadores Roney Santos Coimbra e Ana Paula Cordeiro, da representante do NIT-
IRR Cristina Lima Carrara, da gerente da area de patentes da GESTEC Adriana C. M. Britto e da analista
de patentes da GESTEC Erica R. A. Vieira.

A. Quanto ao questionamento “I” do parecer, abaixo transcrito:
“De acordo com as informagbes apresentadas no documenfo anexo a
Notificagdo de Invengdo intitulado "Descrigdo da Solugdo Proposta pela
Invengéo” — pégina 15, linhas 7 a 18 — associadas ao documento D€ que traz
uma visdo geral do estado da arte referente a alivagdo do sistema de contato
em casos de infecgdo severa, por que ndo esperar o papel do cininogénio
como marcador nessa etapa do modelo?".
O pesquisador respondeu que: ‘o documento D6 ndo compara os niveis liquéricos de
cininogénio em pacientes com meningites pneumocécica versus meningococica.
Tampouco hé relatos na literatura sobre a ativagdo do sistema de contato em
meningites. E preciso ressaltar que tanto o choque séptico por meningococos quanto
a sindrome do choque téxico por estreptococos (Streptococcus pyogenes, e néo
pneumococos), ambas infecgdes severas relacionadas & ativagdo do sistema de
contato, sdo doengas diferentes das meningites.”

B. Quanto ao questionamento “II" do parecer, abaixo transcrito:
“Considerando os documentos D2 e D7 que correlacionam a alteragdo dos
niveis de ceruloplasmina no liquor de pacientes com meningite bacteriana e
meningite linfocitana, respectivamente, por que ndo esperar que essa
proteina tenha papel como biomarcador na diferenciagdo proposta no
modelo?”
O pesquisador respondeu que: “‘os documentos D2 e D7 compararam 0s niveis
liquéricos de ceruloplasmina em individuos controle, pacientes com meningite viral, e
pacientes com meningite bacteriana (causadas por diferentes patégenos bacterianos,
inclusive meningococos e pneumococos), mas ndo compararam os niveis desta
proteina entre pacientes com meningite bacteriana por pneumococos e pacientes
com meningite bacteriana por meningococos, como nos fizemos neste trabalho.”

C. Quanto ao questionamento “lll” do parecer, abaixo transcrito:

“Considerando as perspectivas apresentadas no documento anexo &
Notificagdo de Invengdo intitulado “Descricdo da Solugdo Proposta pela
invengdo” — pagina 15 — & possivel que a invengdo seja ulilizada em
plataformas diagndsticas automatizadas?”

O pesquisador respondeu que ha possibilidade de automatizag&o do modelo e que ja

existe uma parceria estabelecida com a empresa Bioaptus para o desenvolvimento de

um kit diagnéstico.

Além das respostas aos questionamentos contidos no Parecer 03/13, foram explicitados os
seguintes pontos:
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D. A figura representativa do modelo preditivo (figura 1 do parecer 03/13) foi alterada
quanto a diferenciagdo proposta na etapa 1 do modelo. O pesquisador explicou que a
Apolipoproteina 1 nao foi capaz de garantir o diagnéstico diferencial entre os
individuos com meningite viral e aqueles do grupo controle conforme mostrado na
tabela 1.

Figura 1: Modelo Preditivo Alterado.

| Apolipoproteina A-l |

e —

C-reativa
ou
| Componente C3

e

{ Cininogénio
' ou

Cary i! ?;1 i ERA Y

‘) L (+)

Tabela 1: Matriz de presenca/ auséncia das proteinas selecionadas para composi¢ao
~ do modelo preditivo qualitativo._

| Spot |Uniprof _ gi | DESCRIGAO [N MP[N MM N MV UMP|UMM|UMV U Ctr|

‘m.31;‘p.21.P0264? 90103664”"“""%‘3"0‘&'“5 1 1o || 1|10

m.29/p.20 P02741| 1942435 | Cereativa | 1:_1' o [ 1 [ 1 [ o 1]

p.16 / m.25 |P01024| 179665 C°’“"°”e““°‘ ' 1—!_ ol 1|1 |0 o0

- mA7 P01042| 4504 4504893 Ctnlnogemo rﬂ —1_|0___ 0_'_1 | o ___U_-
m.4_ |Q1L857 1620909 [Ceruloplasminal 0 | 1 | 0 | o [ 1 | 1 | 1

N: subconjunto intersec@o; U: conjunto unido; MP: menmgne pneumococica; “MM: me:‘unglte
meningocécica; MV: meningite viral; CTRL: controle.

E. O pesquisador justificou o uso de duas possibilidades de biomarcadores para as
diferenciacbes das etapas 2 e 3 do modelo: “a possibilidade de se testarem a
presenga de duas proteinas diferentes em cada uma destas etapas aumenta a
robustez do modelo na medida em que resultados falsos positivos, ou falsos
negativos em dois testes sdo menos provéveis do que em apenas um deles. Além
disso, eventuais casos variantes verdadeiros para presenga ou auséncia destas
proteinas, que hdo ocorreram na casuistica usada neste trabalho, tém menor chance

de apresentarem variagGes reais na expressdo das duas proteinas do que em
apenas uma.”

F. O pesquisador justificou porque 0 modelo deve ser considerado como um processo
unico e nao fragmentado em etapas independentes: “a especificidade de cada uma
das trés etapas depende das etapas anteriores. A presenga de ceruloplasmina no
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liquor distingue perfeitamente os pacientes com meningite meningocdcica daqueles
com a forma pneumocdcica, mas ndo garante a exclusdo dos casos de meningite
viral e controles uma vez que esta protefna ocorre nos conjuntos uniéo deste dois
dltimos grupos. Da mesma forma, a presenga no liquor da proteina c-reativa basta
para distinguir os pacientes com meningites bacterianas daqueles com meningites
virais, mas néo € suficiente para evitar resultados falsos positivos uma vez que casos
controles eventuais com niveis detectaveis desta proteina no liquor foram observados
entre a casuistica deste trabalho (esta proteina ocorre no grupo unido dos controles).”

CONCLUSAO

Os apontamentos apresentados no Parecer 03/13 foram esclarecidos. Os esclarecimentos
adicionais foram essenciais para a melhor compreensao da inven¢éo, e permitiram a visualizagéo do
modelo como um processo (nico onde cada uma das trés etapas depende das etapas anteriores.

Quando da realizagdo da busca de anterioridades para a elaboragdo do Parecer 03/13
também foi observado se a proposta de um modelo como um processo Unico de etapas dependentes
estava descrita no estado da arte. Até 0 momento, no conjunto de bases de dados pesquisadas, ndo
foi encontrado documento que descrevesse a invengdo tal como apresentada na Notificagdo de
Invengao.

A partir das informagdes prestadas pelo grupo de pesquisa as quais evidenciaram a invengao
como um processo Unico de etapas interdependentes, ainda que n&o descartadas as observagdes
contidas no Parecer 03/13 quanto a aplicag&o das proteinas apolipoproteina A-l, proteina C-reativa e
complemento C3 como biomarcadores no diagnéstico da meningite, consideramos que a invengao
apresentada constitui matéria passivel de protegdo patentaria. Assim, sugerimos que a mesma seja
encaminhada para avaliagdo da Comiss&o de Propriedade Intelectual da Fiocruz (COPAT).

Este é o parecer, salvo melhor entendimento.

Rio de Janeiro, 03 de junho de 2013.

Ut;\w

Erica Riskalla Anchite Vieira, MSc
Analista de Gestao em Saude
Mat. SIAPE: 1957155
Area de Patentes
Coordenagéo de Gestdo Tecnoldgica
Vice-Presidéncia de Produgéo e Inovagdo em Saude
Presidéncia/FIOCRUZ
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proteinas do liquor de pacientes com meningite pneumocécica

9 APENDICES

9.1 Tabela A.1: Identificag@o por espectrometria de massas dos spots correspondentes ao conjunto intersecao formado por géis 2D de

Spot Proteina Numero de Score Peptideo m/z
acesso MASCOT value
(NCBI)

p.1 a-2-HS-glicoproteina gi| 112910 46 (42) K. HTLNQIDEVK. V 1196.6484
p.2 a-1-antitripsina gi| 6137432 20 (43) K. FLENEDRR. S 1078.5624
27 (43) K. ITPNLAEFAFSLYR. Q 1641.8563
90 (43) K. TDTSHHDQDHPTFNK. | 1779.7550
127 (44) K. VFSNGADLSGVTEEAPLK. L + Deamidated (NQ) 1834.8959
p.3 a-1l-antitripsina gi| 6137432 53 (41) K. SVLGQLGITK. V 1015.6166
60 (41) K. LSITGTYDLK. S 1110.6206
114 (44) K. VFSNGADLSGVTEEAPLK. L 1834.8824
p.4 a-1-antitripsina gi[ 6137432 28 (43) K. ITPNLAEFAFSLYR. Q 1641.8239
p.5 a-1-antitripsina gi| 6137432 30 (43) K. FLENEDRR. S 1078.5604
50 (43) K. ITPNLAEFAFSLYR. Q 1641.8469
83 (43) K. TDTSHHDQDHPTFNK. | 1779.7557
95 (44) K. VFSNGADLSGVTEEAPLK. L 1834.8989
62 (43) K. DTEEEDFHVDQVTTVK. V 1891.8352
a-1l-antiquimiotripsina gi | 443345 22 (43) R. LYGSEAFATDFQDSAAAK. K 1891.8352
p.6 a-1H Tro gi| 223069 54 (44) R. QQPSQGTTTFAVTSILR. V + Deamidated (NQ)  1818.8972
p.7 a-1-antitripsina gi| 6137432 70 (39) K. SVLGQLGITK. V 1015.6609
30 (43) K. FLENEDRR. S 1078.5604
65 (40) K. LSITGTYDLK. S 1110.6461
75 (43) K. ITPNLAEFAFSLYR. Q 1641.8652
113 (43) K. TDTSHHDQDHPTENK. | 1779.7633
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120 (44) K. VFSNGADLSGVTEEAPLK. L 1833.9133

81 (44) K. DTEEEDFHVDQVTTVK. V 1891.8510

a-1-antiquimiotripsina gi | 443345 21 (44) R. LYGSEAFATDFQDSAAAK. K 1891.8510
Proteina ligadora de vitamina D gi| 181482 16 (42) K. YTFELSR. R 915.5212
21 (40) K. HLSLLTTLSNR. V 1254.7471

51 (43) R. VCSQYAAYGEK. K + Carbamidomethyl (C) 1275.6353

66 (43) K. VMDKYTFELSR. R 1388.7065

68 (43) K. EDFTSLSLVLYSR. K 1529.7926

p.8 Hemopexina gi| 386789 36 (43) K. NFPSPVDAAFR. Q 1220.6251
a fibrinogénio gi| 223918 17 (39) K. ELRTGKEK. V 960.6070
Albumina gi| 28592 17 (40) K. YLYEIAR. R 927.5439

36 (39) K. FQNALLVR. Y 960.6070

50 (42) K. LVNEVTEFAK. T 1149.6437

24 (42) K. KVPQVSTPTLVEVSR. N 1639.9290

69 (44) R.RPCFSALEVDETYVPK. E + Carbamidomethyl (C) 1910.9218

p.9 Dominio pacsin 1 F-Bar gi| 377656250 46 (41) K. EEKLANTR. E 960.5885
Hemopexina gi| 386789 45 (43) K. NFPSPVDAAFR. Q 1220.6201

37 (43) R. YYCFQGNQFLR. F + Carbamidomethyl (C) 1495.6808

Albumina gi| 28592 41 (40) K. YLYEIAR. R 927.5329

53 (41) K. FQNALLVR. Y 960.5885

18 (43) K. KVPQVSTPTLVEVSR. N 1639.8928

32 (44) R.RPCFSALEVDETYVPK. E + Carbamidomethyl (C) 1910.9150

p.10 Albumina gi| 28592 40 (40) K. YLYEIAR. R 927.5446
55 (40) K. FQNALLVR. Y 960.6020

67 (43) K. LVNEVTEFAK. T 1149.6398

80 (43) K. AVMDDFAAFVEK. C 1342.6498

75 (43) K. ADDKETCFAEEGKK. L + Carbamidomethyl (C) 1627.7191

50 (42) K. KVPQVSTPTLVEVSR. N 1639.9276

53 (44) R.RPCFSALEVDETYVPK. E + Carbamidomethyl (C) 1910.9055

Dominio pacsin 1 F-Bar gi| 377656250 40 (40) K. EEKLANTR. E 960.6020
Hemopexina gi| 386789 48 (43) K. NFPSPVDAAFR. Q 1220.6229
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p.11

p.13

p.14

p.15

p.16

p.17

p.18

Dominio pacsin 1 F-Bar
Albumina

Hemopexina

Transferrina

Transferrina

Transferrina

Componente C3 do
complemento

Haptoglobina

Haptoglobina

gi| 377656250
gi| 28592

gi| 386789

gi| 115394517

gi| 115394517

gi| 115394517

gi| 179665

gi| 306882

gi| 306882

39 (43)

35 (40)
20 (40)
38 (40)
44 (42)
78 (44)
14 (43)

12 (42)
17 (42)

9 (42)
42 (42)
65 (43)
47 (42)
57 (43)
97 (43)
65 (43)
125 (43)
26 (39)
24 (42)
64 (43)
48 (43)

47 (44)

27 (43)
45 (43)

58 (42)
21 (41)

34 (42)
53 (41)

R. YYCFQGNQFLR. F + Carbamidomethyl (C)

K. EEKLANTR. E
K. YLYEIAR. R
K. FQNALLVR. Y
K. LVNEVTEFAK. T
K. VFDEFKPLVEEPQNLIK. Q
R. YYCFQGNQFLR. F + Carbamidomethyl (C)

K. DSGFQMNQLR. G
K. EGYYGYTGAFR. C

K. ASYLDCIR. A + Carbamidomethyl (C)
K. DSGFQMNQLR. G
K. SASDLTWDNLK. G
K. EGYYGYTGAFR. C
K. MYLGYEYVTAIR. N
K. CSTSSLLEACTFR. R + Carbamidomethyl (C)
R. FDEFFSEGCAPGSK. K + Carbamidomethyl (C)
K. NLNEKDYELLCLDGTR.K + Carbamidomethyl (C)
R. APNHAVVTR. K
K. DSGFQMNQLR. G
K. SASDLTWDNLK. G
R. WCAVSEHEATK. C + Carbamidomethyl (C)

K. TIYTPGSTVLYR. |

R. IPIEDGSGEVVLSR. K
R. LVAYYTLIGASGQR. E

K. GSFPWQAK. M
R. VGYVSGWGR. N

K. GSFPWQAK. M
R. VGYVSGWGR. N

1495.6820

960.5885
927.5324
960.5971
1149.6434
2045.0726
1495.6926

1195.5800
1283.5923

997.5179
1195.5739
1249.6271
1283.5854
1478.7371
1514.6627
1577.6532
1952.9087

964.5887
1195.5852
1249.6327
1317.6190

1370.7386

1470.7778
1511.8160

920.5112
980.5301

920.5104
980.5269
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Fragmento D do fibrinogénio

p.19 Haptoglobina

p.20 C-reativa
Fragmento Fab do anticorpo

A.17

Len, Bence-Jones

p.21 Apolipoproteina Al

gi| 2781208

gi| 306882

gi| 1942435

gi| 347447253

gi| 229528

gi| 90108664

74 (43)
58 (42)
66 (43)
35 (44)
22 (41)

39 (41)
37 (41)
47 (43)
34 (44)

63 (43)
16 (43)
103 (44)
29 (45)

37 (44)

49 (43)
29 (45)
37 (44)

49 (43)

63 (39)
55 (43)
69 (41)
61 (42)
61 (42)
66 (43)
91 (43)
113 (43)
95 (41)
136 (44)

K. VTSIQDWVQK. T
K. DIAPTLTLYVGK. K
K. SCAVAEYGVYVK. V

K. YVMLPVADQDQCIR. H + Carbamidomethyl (C)
R. QDGSVDFGR. K

K. GSFPWQAK. M
R. VGYVSGWGR. N
K. VTSIQDWVQK. T + Deamidated (NQ)
K. SCAVAEYGVYVK. V + Carbamidomethyl (C)

R. GYSIFSYATKR. Q
K. RQDNEILIFWSK. D
K. YEVQGEVFTKPQLWP.
K. SGTASVVCLLNNFYPR. E + Carbamidomethyl (C)

K. VYACEVTHQGLSSPVTK. S + Carbamidomethyl
(©)
R. TVAAPSVFIFPPSDEQLK. S
K. SGTASVVCLLNNFYPR. E + Carbamidomethyl (C)
K. VYACEVTHQGLSSPVTK. S + Carbamidomethyl
(C)
R. TVAAPSVFIFPPSDEQLK. S

K. AKPALEDLR. Q
K. LSPLGEEMR. D
R. QGLLPVLESFK. V + GIn ->pyro-Glu (N-term Q)
K. VQPYLDDFQK. K
K. WQEEMELYR. Q
R. THLAPYSDELR. Q
K. VSFLSALEEYTK. K
R. DYVSQFEGSALGK. Q
R. VKDLATVYVDVLK. D
K. LLDNWDSVTSTFSK. L

1203.6508
1290.7389
1345.6543
1723.7959
980.5269

920.5261
980.5430
1203.6700
1345.6714

1136.5846
1548.8040
1820.8853
1797.8544

1875.8925

1945.9917
1797.8544
1875.8925

1945.9917

1012.6161
1031.5541
1213.7053
1252.6372
1283.5863
1301.6615
1386.7219
1400.6720
1462.8552
1612.7783
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p.22 Transtiretina gi| 17942890 20 (42) R. GSPAINVAVHVFR. K 1366.7582
p.23 Transtiretina gi| 17942890 112 (42) R. GSPAINVAVHVFR. K 1366.7637
88 (42) K. AADDTWEPFASGK. T 1394.6217

74 (43) R. KAADDTWEPFASGK. T 1522,

7123
55 (43) K. TSESGELHGLTTEEEFVEGIYK. V 2451.1470
74 (43) R. YTIAAMLSPYSYSTTAVVTNPKE. 2490.2471

identidade da proteina. O spot p.12 nao foi identificado na analise MS/MS. m/z: raz&o massa carga.

proteinas do liquor de pacientes com meningite meningococica

O valor de score mostrado é referente a cada peptideo identificado; o0 nUmero em parénteses indica o score minimo que denota

9.2 Tabela A.2: Identificag@o por espectrometria de massas dos spots correspondentes ao conjunto interse¢éo formado por géis 2D de

Spot Proteina Numero de Score Peptideo m/z
acesso MASCOT value
(NCBI)
m.1 Ceruloplasmina gi| 1620909 9 (42) R. QYTDSTFR. V + GIn->pyro-Glu (N-term Q) 1000.4907
28 (42) R. IYHSHIDAPK. D 1180.6500
46 (43) R. EYTDASFTNR. K 1203.5680
50 (42) K. GAYPLSIEPIGVR. F 1371.7885
34 (42) R. QSEDSTFYLGER. T + GIn->pyro-Glu (N-term Q) 1414.6404
64 (44) K. ALYLQYTDETFR. T 1519.7605
67 (43) K. DLYSGLIGPLIVCR. R + Carbamidomethyl 1575.8719
41 (43) K. NNETYYSPNYNPQSR. S 1903.8165
31 (44) R. TYYIAAVEVEWDYSPQR. E 2089.9727
27 (44) K. LISVDTEHSNIYLQNGPDR. | + Deamidated (NQ) 2172.0273
m.2 a-1-B-Glicoproteina gi| 69990 11 (43) K. HQFLLTGDTQGR. Y 1372.6873
48 (43) R. CEGPIPDVTFELLR. E 1628.7729
34 (43) K. VTLTCVAPLSGVDFQLR. R + Carbamidomethyl (C) 1875.9561
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m.3

m.4

m.5

m.6

m.7

m.8

m.9

m.10

m.11

a-1-B-Glicoproteina

Receptor de célula T cadeia

Hemopexina

Hemopexina
Hemopexina
Hemopexina
Hemopexina
Hemopexina

Receptor de célula T cadeia

B

Transferrina

Transferrina

gi| 69990

gi| 78101492

gi| 386789
gi| 386789
gi| 386789

gi| 386789

gi| 78101492

gi| 115394517

gi| 115394517

23 (43)
45 (43)
66 (43)
14 (43)
52 (43)

11 (44)
23 (43)

24 (43)
23 (43)
31 (43)
27 (43)
8 (43)
3 (43)

10 (44)

19 (42)
24 (43)

14 (42)
20 (42)
45 (43)
47 (43)
45 (43)
60 (42)
75 (43)
44 (43)
51 (43)
42 (44)
77 (44)

R. ATWSGAVLAGR. D
K. HQFLLTGDTQGR. Y
R. CEGPIPDVTFELLR. E
R. LELHVDGPPPRPQLR. A
K. VTLTCVAPLSGVDFQLR. R

R. GTEKLFFGSGTQLSVLEDLNK. V + Deamidated (NQ)
R. YYCFQGNQFLR. F + Carbamidomethyl (C)

K. NFPSPVDAAFR. Q

R. YYCFQGNQFLR. F + Carbamidomethyl (C)
K. NFPSPVDAAFR. Q

R. YYCFQGNQFLR. F + Carbamidomethyl (C)
K. NFPSPVDAAFR. Q

R. YYCFQGNQFLR. F + Carbamidomethyl (C)

R. GTEKLFFGSGTQLSVLEDLNK. V + Deamidated (NQ)

K. EGYYGYTGAFR. C
K. MYLGYEYVTAIR. N

K. ASYLDCIR. A + Carbamidomethyl (C)
K. KASYLDCIR. A + Carbamidomethyl (C)
K. DSGFQMNQLR. G + Deamidated (NQ); Oxidation (M)
K. SASDLTWDNLK. G + Deamidated (NQ)
K. HSTIFENLANK. A
K. EGYYGYTGAFR. C
K. MYLGYEYVTAIR. N
K. CSTSSLLEACTFR. R + Carbamidomethyl (C)
R. KPVEEYANCHLAR. A + Carbamidomethyl (C)
K. ADRDQYELLCLDNTR. K + Carbamidomethyl! (C)
K. NLNEKDYELLCLDGTR. K + Carbamidomethyl (C)

1088.6099
1372.6996
1628.7813
1723.9382
1875.9607

2284.1392

1495.6750

1220.6332
1495.6949
1220.6251
1495.6793
1220.6320
1495.6924

2284.1384

1283.5924
1478.7450

997.5162
1125.6018
1195.5746
1249.6243
1273.6764
1283.5868
1478.7399
1514.6646
1586.7749
1881.8542
1952.9028
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Transferrina gi| 115394517 36 (41) K. ASYLDCIR. A + Carbamidomethyl (C) 997.5218
32 (42) K. KASYLDCIR. A + Carbamidomethyl (C) 1125.6056
36 (43) K. DSGFQMNQLR. G 1195.5784
89 (43) K. SASDLTWDNLK. G 1249.6293
98 (42) K. EGYYGYTGAFR. C 1283.5939
108 (43) K. MYLGYEYVTAIR. N + Oxidation (M) 1478.7460
85 (43) K. CSTSSLLEACTFR. R + Carbamidomethyl (C) 1514.6678
82 (43) R. KPVEEYANCHLAR. A + Carbamidomethyl (C) 1586.7783
74 (44) K. ADRDQYELLCLDNTR. K + Carbamidomethyl (C) 1881.8623
155 (44) K. NLNEKDYELLCLDGTR. K + Carbamidomethyl (C) 1952.9233

92 (44) R. SAGWNIPIGLLYCDLPEPR. K + Carbamidomethyl! (C) 2171.0652
145 (44) R. KPVDEYKDCHLAQVPSHTVVAR. S + Carbamidomethyl 2549.2617

(©)

Transferrina gi| 115394517 6 (41) R. APNHAVVTR. K 964.5632
TF gi| 118142818 80 (71) K. ADRDQYELLCLDNTR. K + Carbamidomethyl (C) 1881.8701
33 (70) N. KADRDQYELLCLDNTR. K 1952.9344

110 (70) R. SAGWNIPIGLLYCDLPEPR. K + Carbamidomethyl (C) 2171.0962
156 (70) R. KPVDEYKDCHLAQVPSHTVVAR. S + Carbamidomethyl 2549.2991

(C)

a-1 antiquimiotripsina gi| 177933 13 (40) K. ITLLSALVETR. T 1215.7537
a-1-antitripsina gi| 6137432 17 (43) K. FLENEDRR. S 1078.5619
33 (43) R. LGMFNIQHCK. K + Carbamidomethyl (C) 1247.6222

19 (43) K. GKWERPFEVK. D 1275.7043

19 (43) K. ITPNLAEFAFSLYR. Q 1641.8546

46 (43) K. TDTSHHDQDHPTFNK. | + Deamidated (NQ) 1779.7521

90 (44) K. LQHLENELTHDIITK. F 1803.9475

110 (43) K. VFSNGADLSGVTEEAPLK. L 1834.9004

72 (44) K. DTEEEDFHVDQVTTK. V 1891.8423

95 (44) K. LYHSEAFTVNFGDTEEAKK. Q 2186.0049

a-1l-antitripsina gi| 6137432 55 (39) K. SVLGQLGITK. V 1015.6539
28 (43) K. FLENEDRR. S 1078.5568

38 (43) R. LGMFNIQHCK. K + Carbamidomethyl (C) 1247.6217
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m.18

m.19

m.20

Cininogénio gi| 4504893
Proteina ligadora de gi| 181482
vitamina D
Proteina ligadora de gi| 181482
vitamina D
a-1-antitripsina gi| 6137432

23 (43)
94 (43)
105 (43)
93 (44)
78 (43)

38 (41)
56 (43)
74 (44)

69 (43)

106 (43)
74 (42)

10 (42)

46 (41)
66 (43)
15 (42)
33 (43)
66 (43)
98 (44)
83 (43)

93 (43)
41 (41)
88 (44)
24 (42)
69 (43)

66 (43)
67 (43)

K. GKWERPFEVK. D
K. ITPNLAEFAFSLYR. Q
K. TDTSHHDQDHPTFNK. | + Deamidated (NQ)
K. VFSNGADLSGVTEEAPLK. L + Deamidated (NQ)
K. DTEEEDFHVDQVTTK. V

R. QVWWAGLNFR. | + GIn->pyro-Glu
K. YFIDFVAR. E
K. YNSQNQSNNQFVLYR. |

R. VCSQYAAYGEK. K + Carbamidomethyl (C)

K. SLGECCDVEDSTTCFNAK. G + 3 Carbamidomethyl (C)
K. SCESNSPFPVHPGTAECCTK. E + 3 Carbamidomethyl

(C)
K. YTFELSR. R

R. THLPEVFLSK. V
R. VCSQYAAYGEK. K + Carbamidomethyl (C)
R. RTHLPEVFLSK. V
K. VMDKYTFELSR. R + Oxidation (M)
K. EDFTSLSLVLYSR. K
R. KFPSGTFEQVSQLVK. E
K. SLGECCDVEDSTTCFNAK. G + 2 Carbamidomethyl (C);
Deamidated (NQ)
K. SCESNSPFPVHPGTAECCTK. E + 2 Carbamidomethyl
(C); Deamidated (NQ)
K. EVVSLTEACCAEGADPDCYDTR. T +3 Carbamidomethyl
(®)
K. HQPQEFPTYVEPTNDEICEAFR. K + Carbamidomethyl
()
K. FLENEDRR. S
K. ITPNLAEFAFSLYR. Q
K. TDTSHHDQDHPTFNK. | + Deamidated (NQ)
K. VFSNGADLSGVTEEAPLK. L

1275.6965
1641.8499
1779.7472
1834.9005
1891.8333

986.5857
1030.5787
1874.9221

1275.5880

2093.7988
2264.8989

915.5093

1170.6786
1275.5879
1326.7697
1404.6991
1529.7881
1694.9034
2092.7935

2264.9041
2517.9680
2707.1350
1078.5770
1641.9111

1779.8087
1833.9686
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73 (44) K. DTEEEDFHVDQVTTK. V 1891.9086
75 (44) K. LYHSEAFTVNFGDTEEAKK. Q 2186.0857
cDNA FLJ75500, similar ao gi| 158258527 13 (42) R. KALATSSINMK. Q + Deamidated (NQ); Oxidation (M) 1180.6589
dominio EH
Proteina associada a gi| 1790878 20 (42) R. KVSGEREEEGR. A 1275.7413
microtubulo 1a
m.21 a-1l-antitripsina gi| 6137432 11 (43) K. ITPNLAEFAFSLYR. Q + Deamidated (NQ) 1642.9083
m.22 a-1-Gicoproteina acida gi| 112877 70 (71) K. EQLGEFYEALDCLR. | 1685.8094
124 (71) K. EQLGEFYEALDCLR. | + Carbamidomethyl (C) 1742.8320
121 (71) R. YVGGQEHFAHLILR. D 1752.9852
182 (70) K. TYMLAFDVNDEKNWGLSVYADKPETTK. E 3135.5857
m.23 a-1-Gicoproteina acida gi| 112877 40 (41) K. TEDTIFLR. E 994.5594
63 (42) K. SDVVYTDWK. K 1112.5554
70 (43) K. WFYIASAFR. N 1160.6144
57 (42) K. SDVVYTDWK. D 1240.6398
74 (43) K. TYMLAFDVNDEK. N + Deamidated (NQ) 1445.6697
77 (43) K. EQLGEFYEALDCLR. | + Carbamidomethyl (C) 1724.7810
143 (43) K. EQLGEFYEALDCLR. | + Carbamidomethyl (C) 1742.7928
36 (44) R. YVGGQEHFAHLLTLR. D 1752.9379
80 (43) K. EQLGEFYEALDCLR. | + Carbamidomethyl (C) 1770.8234
m.24 Haptoglobina gi| 123508 41 (50) K. GSFPWQAK. M 920.43
63 (44) R. VGYVSGWGR. N 980.46
40 (45) K. VTSIQDWVQK. T 1203.56
42 (47) K. SCAVAEYGVYVK. V + Carbamidomethyl (C) 1345.57
70 (45) K. YVMLPVADQDQCIR. H + Carbamidomethyl (C) 1707.74
m.25 Zn-a-2-glicoproteina gi| 38026 18 (39) K.IDVHWTR. A 926.5369
18 (43) K. AYLEEECPATLR. K + Carbamidomethyl (C) 1451.6829
31 (43) K. QKWEAEPVYVQR. A + GIn->pyro-Glu 1515.7563
Componente C3 do gi| 179665 13 (43) K. SGSDEVQVGQQR. T 1289.6248
complemento
20 (43) K. VYAYYNLEESCTR. F + Carbamidomethyl (C) 1667.7285
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m.26

m.27

m.28

m.29

m.30

Zn-a-2-glicoproteina

Haptoglobina

Haptoglobina

C-reativa

Receptor de célula T cadeia

B

Proapo-Al

gi| 38026

gi| 123508

gi| 306882

gi| 1942435

gi| 78101492

gi| 178777

48 (40)
22 (43)
15 (42)
16 (43)
16 (45)
39 (43)
26 (43)
53 (43)

45 (44)
86 (44)
64 (44)
36 (44)
89 (44)
96 (44)
31 (44)
68 (44)

17 (42)
12 (41)

72 (70)
49 (70)

119 (70)
7 (44)

76 (71)
39 (71)
60 (71)
49 (70)
48 (71)
49 (70)

K. IDVHWTR. A
K. SQPMGLWR. Q

R. AGEVQEPELR. G

K. WEAEPVYVQR. A

K. AREDIFMETLK. D
K. AYLEEECPATLR. K + Carbamidomethy! (C)

K. QKWEAEPVYVQR. A + GIn->pyro-Glu
K. YYYDGKDYIEFNK. E

K. GSFPWQAK. M
R. VGYVSGWGR. N
K. VTSIQDWVQK. T
K. DIAPTLTLYVGH. K
K. SCAVAEYGVYVK. V + Carbamidomethyl (C)
K. YYMLPVADQDQCIR. H + Carbamidomethyl (C)
R. VMPICLPSKDYAEVGR. V + Carbamidomethyl (C)
K. SPVGVQPILNEHTFCAGMSK. Y + Carbamidomethyl (C)

K. GSFPWAK. M
R. VGYVSGWGR. N

R. GYSIFSYATKR. R
K. RQDNEILIFWSK. D
K. YEVQGEVFTKPQLWP.
R. GTEKLFFGSGTQLSVLEDLNK. V + Deamidated (NQ)

K. AKPALEDLR. Q
K. LSPLGEEMR. D
R. QGLLPVLESFK. V + GIn->pyro-Glu
Q. DEPPQSPWDR. V
K. VQPYLDDFQK. K
K. WQEEMELYR. Q

926.5352
974.5259
1127.5963
1276.6530
1352.6990
1451.6924
1515.7596
1717.7729

920.4396
980.4176
1203.5730
1290.6548
1345.5769
1707.7610
1834.8649
2171.9683

920.5186
980.5317

1136.5562
1548.8180
1820.8986
2284.1289

1012.5901
1031.5320
1213.6842
1226.5494
1252.6139
1283.5789
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72 (71) R. THLAPYSDELR. Q 1301.6514
86 (71) K. VSFLSALEEYTK. K 1386.7015
106 (71) R. DYVSQFEGSALGK. Q 1400.6561
65 (71) K. KWQEEMELYR. Q 1411.6685
73 (71) R. VKDLATVYVDVLK. D 1462.8413
110 (71) K. LLDNWDSVTSTFSK. L 1612.7679
m.31 Apolipoproteina Al gi| 90108664 38 (43) R. THLAPYSDELR. Q 1301.6545
89 (43) R. DYVSQFEGSALGK. Q 1400.6689
m.32 Transtiretina gi| 17942890 9 (41) R. GSPAINVAVHCFR. K 1366.7832
m.33 Transtiretina gi| 443295 118 (42) R. GSPAINVAVHVFR. K 1366.7766
101 (43) K. AADDTWEPFASGK. T 1394.6401
34 (42) R. GSPAINVAVHVFRK. A 1494.8654
110 (43) R. KAADDTWEPFASGK. T 1522.7278
167 (44) R. YTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. E 2360.2478
136 (44) K. ALGISPFHEHAEVVFTANDSGPR. R 2451.1907
110 (44) R. RYTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. E 2516.3130
140 (44) R. RYTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK.- 2645.3618
202 (44) K. TSESGELHGLTTEEEFVEGIYKVEIDTK. S 3140.5383

identidade da proteina. m/z: raz8o massa carga.

proteinas do liquor de pacientes com meningite viral.

O valor de score mostrado é referente a cada peptideo identificado; o nimero em parénteses indica 0 score minimo que denota

9.3 Tabela A.3: Identificac@o por espectrometria de massas dos spots correspondentes ao conjunto intersecéo formado por géis 2D de

Spot Proteina Numero de Score Peptideo m/z
acesso MASCOT value
(NCBI)

v.5 N&o identificado gi| 22761380 5 (44) -. MGSLYMFVQTILSYQMQPK. | + 3 Deamidated (NQ); 2284.1609
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Oxidation (M)

V.6 N&o identificado gi| 22761380 9 (44) -. MGSLYMFVQTILSYQMQPK. | + 3 Deamidated (NQ); 2284.1649
Oxidation (M)

Hemopexina gi| 386789 25 (43) R. YYCFQGNQFLR. F + Carbamidomethyl (C) 1495.6882
25 (44) K. SGAQATWTELPWPHEK. V 1837.8870
21 (44) K. LLQDEFPGIPSPLDAAVECHR. G + Carbamidomethyl  2364.1501

(C)
v.8 Hemopexina gi| 386789 15 (43) K. NFPSPVDAAFR. Q 1220.6335
v.9 Nao identificado gi| 22761380 12 (44) -. MGSLYMFVQTILSYQMQPK. | + 3 Deamidated (NQ); 2284.2402

Oxidation (M)
v.10 Transferrina gi| 110590597 9 (42) K. EGYYGYTGAFR. C 1283.5922
10 (42) K. NLNEKDYELLCLDGTR. K + Carbamidomethyl (C); 1953.9575
Deamidated (NQ)

v.11 Transferrina gi| 110590597 6 (42) K. EGYYGYTGAFR. C 1283.6077
3 (43) K. DSGFQTNQLRGKK. S 1478.7473
5 (43) K. MYLGYEYVTAIR. N 1478.7632
4 (43) R. KPVEEYANCHLAR. A + Carbamidomethyl (C) 1586.7977
26 (44) K. ADRDQYELLCLDNTR. K + Carbamidomethyl (C) 1881.8879
30 (44) K. NLNEKDYELLCLDGTR. K + Carbamidomethyl (C) 1952.9518
49 (44) R. SAGWNIPIGLLYCDLPEPR. K + Carbamidomethyl (C)  2171.1042
25 (44) R.KPVDEYKDCHLAQVPSHTVVAR. S + Carbamidomethyl 2549.2932

(©€)
v.12 Transferrina gi| 110590597 16 (43) K. SASDLTWDNLK. G 1249.6357
21 (43) K. EFQLFSSPHGK. D 1276.6638
27 (42) K. EGYYGYTGAFR. C 1283.6039
28 (43) K. MYLGYEYVTAIR. N 1478.7559
59 (42) R. FDEFFSEGCAPGSK. K 1577.6672
33 (43) R. KPVEEYANCHLAR. A + Carbamidomethyl (C) 1586.7976
34 (44) K. ADRDQYELLCLDNTR. K + Carbamidomethyl (C) 1881.8760
38 (44) K. NLNEKDYELLCLDGTR. K + Carbamidomethyl (C) 1952.9398
36 (44) R. SAGWNIPIGLLYCDLPEPR. K + Carbamidomethyl (C)  2172.1035
35(44) R.KPVDEYKDCHLAQVPSHTVVAR. S + Carbamidomethyl 2549.2590

(©)
Triptofano 5 tirosina gi| 380765197 22 (42) K. DSTLIHQLLR. D 1195.5767
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monooxigenase 3

v.13 Transferrina

Triptofano 5 tirosina
monooxigenase 3

v.15 Transferrina
v.16 Transferrina
v.17 a-1-antitripsina

gi| 110590597

gi| 380765197
gi| 21755932
gi| 110590597

gi| 110590597

gi| 177831

19 (42)
43 (42)
96 (42)
113 (43)
70 (43)
78 (42)
102 (43)
96 (44)
151 (44)
135 (44)
202 (44)

24 (42)
38 (42)
43 (44)

21 (42)
31 (43)
14 (43)
27 (44)
54 (44)
54 (45)

31 (43)
69 (43)
27 (43)
10 (43)
139 (43)
105 (43)
112 (44)
139 (44)

K. ASYLDCIR. A + Carbamidomethyl (C)

K. DSGFQMNQLR. G
K. EGYYGYTGAFR. C
K. MYLGYEYVTAIR. N

K. DLLFRDDTVCLAK. L + Carbamidomethyl (C)
R. FDEFFSEGCAPGSK. K + Carbamidomethyl (C)
R. KPVEEYANCHLAR. A + Carbamidomethyl (C)
K. ADRDQYELLCLDNTR. K + Carbamidomethyl (C)
K. NLNEKDYELLCLDGTR. K + Carbamidomethyl (C)
R. SAGWNIPIGLLYCDLPEPR. K + Carbamidomethyl (C)
R. KPVDEYKDCHLAQVPSHTVVAR. S + Carbamidomethyl

(C)
K. DSTLIHQLLR. D

K. ASYVEQSGR. S + Deamidated (NQ)

R. SAGWNIPIGLLYCDLPEPR. K + Carbamidomethyl (C)

K. EGYYGYTGAFR. C
K. MYLGYEYVTAIR. N

R. KPVEEYANCHLAR. A + Carbamidomethyl (C)
K. ADRDQYELLCLDNTR. K + Carbamidomethyl (C)
K. NLNEKDYELLCLDGTR. K + Carbamidomethyl (C)
R. KPVDEYKDCHLAQVPSHTVVAR. S + Carbamidomethyl

(C)
K. FLENEDRR. S

R. LGMFNIQHCK. K + Carbamidomethyl (C)

K. GKWERPFEVK. D

K. RLGMFNIQHCK. K + Carbamidomethyl (C)

K. ITPNLAEFAFSLYR. Q
K. TDTSHHDQDHPTFNK. |
K. DTEEEDFHVDQVTTVK. V

K. LYHSEAFTVNFGDTEEAKK. Q

997.5177
1195.5760
1283.5944
1478.7478
1565.8069
1577.6677
1586.7836
1881.8734
1952.9329
2171.0759
2549.2751

1195.5760

997.5177

2172.1672

1283.5928
1478.7455
1586.7769
1881.8617
1952.9204
2549.2422

1078.5663
1247.6283
1275.7087
1403.7201
1641.8651
1779.7688
1891.8556
2186.0315
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v.19

v.20

v.21

v.22

Proteina ligadora de
vitamina D

Proteina ligadora de
vitamina D

a-1-Gicoproteina acida

Transtiretina

gi| 181482

gi| 181482

gi| 112877

gi| 443295

14 (42)

50 (41)
70 (42)
14 (42)
36 (43)
77 (43)
103 (44)
64 (42)

97 (44)
33 (42)

15 (41)
55 (42)
9 (42)
53 (43)
82 (43)
113 (44)
36 (42)

57 (44)

11 (43)
25 (44)

107 (42)
90 (42
118 (43)
130 (44)
122 (44)
24 (44)
41 (44)

K. YTFELSR. R

K. HLSLLTTLSNR. V
R. VCSQYAAYGEK. K + Carbamidomethyl (C)
R. RTHLPEVFLSK. V
K. VMDKYTFELSR. R
K. EDFTSLSLVLYSR. K
R. KFPSGTFEQVSQLVK. E
K. SCESNSPFPVHPGTAECCTK. E + 3 Carbamidomethyl
(©)
K. HQPQEFPTYVEPTNDEICEAFR. K + Carbamidomethyl
(C)
K. YTFELSR. R

K. HLSLLTTLSNR. V
R. VCSQYAAYGEK. K + Carbamidomethyl (C)
R. RTHLPEVFLSK. V
K. VMDKYTFELSR. R
K. EDFTSLSLVLYSR. K
R. KFPSGTFEQVSQLVK. E
K. SCESNSPFPVHPGTAECCTK. E + 3 Carbamidomethyl
(©)
K. HQPQEFPTYVEPTNDEICEAFR. K + Carbamidomethyl
(C)
K. WFYIASAFR. N
K. EQLGEFYEALDCLR. | + Carbamidomethyl (C)

R. GSPAINVAVHVFR. K
K. AADDTWEPFASGK. T
R. KAADDTWEPFASGK. T
R. YTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. E
K. ALGISPFHEHAEVVFTANDSGPR. R
R. YTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. E
R. YTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. -

915.4900

1254.7167
1275.5664
1326.7477
1388.6768
1529.7632
1694.8849
2264.8862

2707.1277

915.4960

1254.7196
1275.5691
1326.7471
1388.6807
1529.7667
1694.8840
2264.9001

2707.1384

1160.6144
1742.7994

1366.7566
1394.6156
1522.7023
2360.1946
2451.1460
2516.2766
2645.3130
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v.23 Transtiretina gi| 443295 115 (42)
98 (43)
126 (43)
146 (44)
151 (44)
94 (44)
70 (44)
163 (44)
160 (44)
v.24 Prostaglandina D sintase gi| 283806778 150 (44)
16 (44)
83 (44)
79 (44)
55 (44)
v.25  Prostaglandina D sintase gi| 283806778 160 (44)
99 (44)
131 (44)
133 (44)
50 (44)
194 (44)
v.27 Transtiretina gi| 443295 110 (42)
101 (43)
117 (43)
165 (44)
127 (44)
93 (44)
45 (44)
185 (44)

R. GSPAINVAVHVFR. K
K. AADDTWEPFASGK. T
K. AADDTWEPFASGK. T

R. YTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. E

K. ALGISPFHEHAEVVFTANDSGPR. R

R. YTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. -

R. YTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. E

R. YTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. -

K. TSESGELHGLTTEEEFVEGIYKVEIDTK. S

R. TMLLQPAGSLGSYSYR. S
R. TMLLQPAGSLGSYSYR. S + Oxidation (M)
M. APEAQVSVQPNFQQDK. F
K. AQGFTEDTIVFLPQTDK. C
R. SPHWGSTYSVVETDYDQYALLYSQGSK. G +
Deamidated (NQ)
R. TMLLQPAGSLGSYSYR. S
R. TMLLQPAGSLGSYSYR. S + Oxidation (M)
M. APEAQVSVQPNFQQDK. F
K. AQGFTEDTIVFLPQTDK. C
M. APEAQVSVQPNFQQDK. F + Deamidated (NQ)
R. SPHWGSTYSVVETDYDQYALLYSQGSK. G

R. GSPAINVAVHVFR. K
K. AADDTWEPFASGK. T
K. AADDTWEPFASGK. T
R. YTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. E

K. ALGISPFHEHAEVVFTANDSGPR. R

R. RYTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. E

R. RYTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. -

K. TSESGELHGLTTEEEFVEGIYKVEIDTK. S

1366.7736
1394.6429
1522.7327
2360.2434
2451.1870
2489.2832
2516.3137
2645.3643
3140.5349

1743.8582
1759.8569
1785.8590
1909.9354
3268.4792

1743.8556
1759.8490
1785.8569
1909.9319
2260.0950
3267.4834

1366.7717
1394.6354
1522.7222
2360.2156
2451.1714
2516.2944
2645.3413
3140.4956

O valor de score mostrado é referente a cada peptideo identificado; o nimero em parénteses indica 0 score minimo que denota
identidade da proteina. Os spots v.1, v.2, v.3, v.4, v.14, v.18 e v.26 ndo foram identificados na analise MS/MS. m/z: razdo massa carga.
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9.4 SIGLAS GENEGO
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