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IFN-γ: interferon γ; 

IgG: imunoglobulina G; 

IL: interleucina; 

iNOS: óxido nítrico sintase induzível; 

IPG: gradiente imobilizado de pH; 

F1+2: fragmento protrombina; 

kDa: kilodalton; 
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KKS: sistema cinina-calicreína; 

LK: cininogênio de baixo peso molecular 

LPS: lipopolissacarídeo; 

M: molar; 

MA: meningite asséptica; 

MB: meningite bacteriana; 

MALDI: Matrix-assisted laser desorption/ionization; 

MAPK: proteína cinase ativadora de mitógeno; 

MenC: vacina polissacarídica conjugada contra o sorogrupo C de Neisseria 

meningitidis; 

mg: miligrama; 

mL: mililitro; 

mm: milímetro; 

mM: milimolar; 

MM: meningite meningocócica; 

MMP: metaloproteinase de matriz; 

MP: meningite pneumocócica; 

MS: espectrometria de massas; 

MS/MS: espectrometria de massas em sequência; 
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MV: meningite viral 

NAD: nicotinamida adenina dinucleotídeo; 

NADPH: nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato oxidase; 

NCBI: National Center for Biotechnology Information; 

NF-κB: fator nuclear kappa b; 

nm: nanômetro; 

nM: nanomolar; 

NMDA: N-metil-D-aspartato; 

NO: óxido nítrico; 

OMS: Organização Mundial de Saúde; 

O2
-: ânion superóxido; 

ONOO-: peroxinitrito; 

PAF: fator ativador de plaquetas; 

PAI: inibidor da ativação de plasminogênio do tipo 1; 

PARP: poli-adenosina difosfato ribose; 

PCR: reação em cadeia da polimerase; 

PCVs: vacinas polissacarídicas conjugadas; 

PDTIS: Programa de Desenvolvimento Tecnológico em Insumos para a Saúde; 

PI3K: fosfatidilinositol-3-cinase; 
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pH: potencial hidrogeniônico; 

PMN: células polimorfonucleares; 

Por: porinas; 

PPM: partes por milhão; 

RNA: ácido ribonucleico; 

RNS: espécies reativas de nitrogênio; 

ROS: espécies reativas de oxigênio; 

rPAF: receptor do fator ativador de plaquetas; 

RPT: Rede de Plataformas Tecnológicas; 

RT-PCR: reação em cadeia da polimerase em tempo real; 

SDS: dodecil sulfato de sódio; 

SDS-PAGE: gel desnaturante de poliacrilamida; 

SIADH: Síndrome da secreção inadequada do hormônio antidiurético; 

SINAN: Sistema de Informação de Agravos de Notificação; 

SNC: sistema nervoso central; 

SVM: support vector machine; 

TaT: complexo trombina-antitrombina; 

TF: fator tecidual; 

TFPI: inibidor do fator tecidual; 
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TGF-β: fator transformador de crescimento β; 

TIMP: inibidor tecidual da metaloproteinase; 

TNF-α: fator de necrose tumoral α; 

ToF: tempo de vôo; 

tPA: ativador de plasminogênio do tipo tecidual; 

uPA: ativador de plasminogênio do tipo uroquinase; 

V: volts; 

VCAM: molécula de adesão celular vascular; 

VZV: Varicela zoster vírus; 

µA: microampère; 

µL: microlitro; 

µg: micrograma; 

°C: grau Celsius; 

2-DE: eletroforese bidimensional; 

2D-PAGE: eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida; 

∩: interseção; 

U: união; 

α: alfa; 

β: beta. 
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RESUMO 

 

Meningite é a inflamação das meninges em resposta a infecções ou 

exposição a agentes químicos. As meningites são classificadas como asséptica (MA) 

ou bacteriana (MB). Enquanto as MA, mais frequentemente causadas por 

enterovírus, geralmente são benignas e de curso autolimitado, as MB estão 

associadas a altas taxas de mortalidade e morbidade que permanecem inalteradas 

apesar dos avanços nas terapias antimicrobianas e cuidados intensivos para a 

manutenção dos sistemas vitais dos pacientes. O diagnóstico preciso e rápido das 

meningites é fundamental para a tomada de decisão em tempo hábil pela 

abordagem terapêutica adequada para cada forma de meningite.  

Neste trabalho, a associação de 2D-PAGE com espectrometria de massas 

permitiu a identificação de proteínas da resposta do hospedeiro para as meningites 

bacterianas – pneumocócica e meningocócica e para a meningite viral. Dentre estas 

proteínas, quatro são potenciais candidatos a biomarcadores para o diagnóstico 

diferencial das meningites e foram utilizadas para a construção de um modelo 

preditivo qualitativo com essa finalidade. Com a classificação de ausência/ presença 

de proteínas específicas da resposta do hospedeiro em cada condição patológica, 

foi possível diferenciar os pacientes com meningite pneumocócica, meningocócica, 

viral e os indivíduos sem infecção no sistema nervoso central. A descoberta desse 

modelo preditivo qualitativo proteico é o passo inicial para a construção de um kit 

rápido para o diagnóstico diferencial das meningites. A utilização deste kit poderá 

auxiliar na escolha da terapia adequada, de acordo com o agente etiológico, uma 

vez que o tratamento eficaz continua sendo a melhor alternativa para a redução das 

sequelas permanentes e de óbito associados à meningite bacteriana. Além disso, 

foram identificadas, por bioinformática, as principais vias metabólicas e de 

sinalização mais afetadas por cada uma das formas da doença, o que possibilitou a 

seleção de novos candidatos a alvos terapêuticos 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 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Microbiologia e patofisiologia das meningites  

 

A meningite é caracterizada pela inflamação das finas membranas 

leptomeníngeas – dura mater, aracnoide e pia mater – que circundam o cérebro e a 

medula espinhal (1-3). Esta doença pode resultar de inúmeras causas, infecciosas, 

ou não, e é comumente classificada em asséptica ou bacteriana (1). O termo 

“meningite asséptica” se refere à inflamação meníngea sem evidência de infecção 

bacteriana causativa nem, tampouco, envolvimento do parênquima cerebral 

(encefalite) ou da medula espinhal (mielite) (4). A meningite asséptica pode ser 

causada por vírus, fungos, desordens do tecido conectivo adjacente ou por agentes 

químicos. Mais de 80% dos casos de meningite viral são originados por enterovírus, 

mas outros grupos menos frequentes como arbovírus, herpes simples vírus e 

varicela podem causar esta doença. Geralmente, a meningite por enterovírus 

apresenta um curso clínico benigno não associado à mortalidade (4, 5). A meningite 

bacteriana, por outro lado, é caracterizada pela resposta inflamatória exacerbada no 

sistema nervoso central (SNC) e, frequentemente, evolui para o desenvolvimento de 

sequelas neurológicas permanentes, ou óbito (1, 3).  

 

1.1.1 Microbiologia das meningites bacterianas 

 

A meningite bacteriana é uma das dez principais causas de morte por 

infecções no mundo, sendo que aproximadamente metade dos sobreviventes 

desenvolve sequelas neurológicas permanentes. Os principais patógenos 

causadores desta doença são Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis e 

Haemophilus influenzae (6). O homem é considerado um importante reservatório 
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destes três microrganismos que colonizam de forma assintomática e em um estado 

comensal sua nasofaringe (7-10). 

A seguir, serão apresentados alguns aspectos microbiológicos dos principais 

patógenos causadores de meningite. 

 

1.1.1.1 Streptococcus pneumoniae 

 

O Streptococcus pneumoniae é um organismo gram-positivo encapsulado, 

anaeróbico facultativo que pode apresentar-se como cocos isolados, aos pares 

(diplococos) ou em cadeias curtas (11). S. pneumoniae é catalase e oxidase-

negativo que produz ácido láctico a partir da fermentação da glicose. A propriedade 

α-hemolítica de S. pneumoniae permite diferenciá-lo de muitas espécies, mas não 

do comensal α-hemolítico Streptococcus do grupo viridans, que coloniza a cavidade 

oral humana. Todavia, colônias de S. pneumoniae se tornam achatadas com uma 

área de depressão central após 24-48h de crescimento em ágar-sangue, decorrente 

do processo de autólise, fato que não é visualizado em Streptococcus do grupo 

viridans. Além disso, S. pneumoniae é sensível ao desoxicolato de sódio (bile) e a 

optoquina (cloridrato de etilhidrocupreína), o que permite distinguir esta espécie de 

outros Streptococcus α-hemolíticos que são resistentes a esses detergentes (11).  

O principal fator de virulência de S. pneumoniae é a sua cápsula 

polissacarídica que permite a diferenciação de pelo menos 91 sorotipos 

reconhecidos até o presente (11).  

 

1.1.1.2 Neisseria meningitidis 

 

Neisseria meningitidis é um organismo encapsulado, aeróbico e gram-

negativo que normalmente ocorre em pares (diplococos) com os lados adjacentes 

achatados (reniformes), podendo, em esfregaços de sangue ou líquor, ser 
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observado no interior de leucócitos polimorfonucleares (11). As neisserias são 

organismos móveis e oxidase-positivos que produzem ácidos a partir da oxidação, e 

não da fermentação. N. meningitidis oxida glicose e maltose, mas não lactose e 

sacarose o que permite sua diferenciação das demais espécies do gênero (11).  

 Variações na cápsula polissacarídica permitem a classificação desta bactéria 

em 13 sorogrupos (12, 13), sendo que os seis potencialmente infecciosos são A, B, 

C, W135, X e Y (14). Polimorfismos na proteína da membrana externa porina B são 

usados para definir diferentes sorotipos e na porina A para diferentes sorosubtipos 

(11). O contato próximo e prolongado de pessoas confinadas, como estudantes e 

militares, além do compartilhamento de utensílios e contato íntimo favorece a 

propagação da doença que frequentemente ocorre na forma de surtos, epidemias e, 

até mesmo, pandemias (11).  

 

1.1.1.3 Haemophilus influenzae 

 

Haemophilus influenzae é um organismo anaeróbico facultativo, polimórfico e 

gram-negativo em forma de bacilo que pode ser encapsulado ou não, sendo que 

estas duas formas podem causar infecção (15). Este organismo fastidioso requer a 

suplementação dos meios de cultura com hemina (fator X) e nicotinamida adenina 

dinucleotídeo (NAD ou fator V). H. influenzae é oxidase-positivo e pode ser 

diferenciado da maioria das demais espécies do gênero Haemophilus por requerer 

ambos os fatores X e V para seu crescimento (6, 11). Apenas H. haemolyticus 

compartilha dessa exigência nutricional, mas este, ao contrário de H. influenzae (não 

hemolítico), produz β-hemólise (hemólise total) em células do meio ágar sangue.  

A parede celular de H. influenzae contém o lipopolissacarídeo (LPS) com 

atividade de endotoxina e proteínas cepa-específicas e espécie-específicas estão 

presentes na membrana externa (6). Existem seis sorotipos (A, B, C, D, E, e F) 

caracterizados de acordo com configurações da cápsula polissacarídica, sendo o H. 

influenzae tipo b (Hib) o principal sorotipo patogênico (6). O organismo H. influenzae 

não capsulado coloniza o trato respiratório superior de praticamente todos os 

indivíduos nos primeiros meses de vida, enquanto a bactéria capsulada é incomum 
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no trato respiratório superior, mas é causa frequente de doenças em crianças não 

vacinadas contra este patógeno (11). 

 

1.1.2 Patofisiologia das meningites bacterianas 

 

Os principais patógenos causadores de meningite bacteriana podem ser 

transmitidos por aerossóis ou por contato direto com secreções de pacientes ou 

portadores saudáveis (11). Para causar meningite, o microrganismo deve colonizar a 

mucosa da nasofaringe, atravessá-la para atingir a corrente sanguínea, sobreviver 

aos mecanismos de defesa do hospedeiro no espaço intravascular, invadir a barreira 

hematoencefálica (BHE) e replicar-se no espaço subaracnoide desencadeando a 

doença (16). Esses mecanismos patofisiológicos são apresentados a seguir. 

 

1.1.2.1 Colonização 

 

Os patógenos encapsulados S. pneumoniae, N. meningitidis e H. influenzae 

residem na mucosa da nasofaringe humana sem causar prejuízos ao hospedeiro 

(17). Por motivos ainda não esclarecidos, o microrganismo abandona seu estado 

comensal e dá início à invasão. A cápsula polissacarídica é o principal fator de 

virulência dessas bactérias, sendo que a sua presença reduz o aprisionamento dos 

patógenos pelo muco, permitindo seu acesso à superfície epitelial da nasofaringe 

(18). O S. pneumoniae produz a exotoxina pneumolisina que diminui o batimento 

ciliar das células epiteliais favorecendo a aderência 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 colonização (20, 21). O 

transporte de S. pneumoniae para a membrana basal das células epiteliais da 

mucosa nasofaríngea do hospedeiro é favorecido pela ligação da fosforilcolina 

(ChoP) bacteriana com o receptor do fator ativador de plaquetas (rPAF) (22). Esta 

migração do patógeno pode levar à doença invasiva. 
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1.1.2.2 Sobrevivência na corrente sanguínea 

 

Na corrente sanguínea, os mecanismos de defesa adicionais do hospedeiro 

tentam combater a invasão bacteriana (17). O sistema do complemento representa o 

primeiro passo da imunidade inata contra a bacteremia (17). A cápsula 

polissacarídica age como uma barreira inespecífica, diminuindo a deposição do 

complemento na superfície bacteriana e, assim, limitando a interação desta com os 

fagócitos (22, 23). Proteínas da superfície do patógeno se ligam especificamente 

aos componentes do complemento, dificultando a remoção bacteriana por esse 

sistema (17). Por exemplo, a ligação de proteínas bacterianas ao fator H inibe a 

atividade de C3 convertase, levando à diminuição da produção de C3b e, 

consequentemente, limitando a fagocitose (24).  

O dano tecidual endotelial observado durante a invasão bacteriana deve-se 

primariamente aos mecanismos de defesa imune do hospedeiro. Por exemplo, o 

meningococo libera vesículas da membrana externa ricas em endotoxina na corrente 

sanguínea que se liga às proteínas plasmáticas ligadoras de endotoxina (25). 

Receptores de endotoxina como o CD14 e os do tipo toll ativam células inflamatórias 

da resposta imune como os macrófagos que, por sua vez, estimulam a produção de 

citocinas pró-inflamatórias, como o fator de necrose tumoral α (TNF-α), as 

interleucinas 1β (IL-1β) e 6 (IL-6) e o interferon γ (IFN-γ) (26-29). Geralmente, os 

níveis aumentados destas citocinas correlacionam-se positivamente com a 

severidade da doença e a mortalidade do hospedeiro.  

 

1.1.2.3 Invasão bacteriana e resposta imune no sistema nervoso central 

 

O SNC é protegido pelo crânio, pelas leptomeninges e pela BHE. A BHE é 

composta de células endoteliais microvasculares cerebrais, astrócitos e perícitos 

(30). Esta barreira modula o microambiente neural regulando a entrada e saída de 

moléculas para o SNC, além de preservá-lo de microrganismos eventualmente 
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presentes no sangue (31). O mecanismo que permite a invasão de patógenos 

através da BHE ainda não está bem esclarecido, mas parece ocorrer nas veias e 

vênulas pós-capilares cerebrais (32). As junções apertadas interendoteliais destas 

estruturas são fracas e permitem o extravasamento de leucócitos e moléculas 

plasmáticas no espaço perivascular (33, 34). Pela proximidade das veias pós-

capilares com o espaço subaracnoide, sugere-se que estas estruturas possam ser o 

sítio de passagem dos microrganismos para o líquor. A adesão do patógeno às 

células endoteliais pode induzir uma sinalização intracelular que favorece o 

rompimento das junções apertadas intercelulares ou a sua própria transcitose 

através da monocamada celular (35).  

As metaloproteinases de matriz (MMPs) compõem a família de 

endopeptidases dependentes de Zn+2 e Ca+2 e atuam como facilitadores da 

migração celular, por meio do remodelamento tecidual e da degradação dos 

constituintes da BHE, e também interagem com citocinas (36). A expressão das 

MMPs pelas células da glia e astrócitos é aumentada na neuroinflamação. As MMPs 

provocam o 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 níveis de MMP-8, MMP-9 e TIMP-1 estão elevados de 10 a 1.000 vezes mais do 

que na meningite viral (36). Na meningite meningocócica, o aumento das MMPs, 

primariamente a MMP-8, contribui para a clivagem da proteína ocludina que compõe 

as junções apertadas da BHE provocando o rompimento destas conexões celulares 

(39).    

Após a entrada no espaço subaracnoide, as bactérias liberam produtos 

altamente imunogênicos, como peptidioglicanos e fragmentos da parede celular que 

levam ao aumento da resposta inflamatória do hospedeiro (30). As células da glia 

são importantes para iniciar os primeiros eventos da resposta imune, uma vez que 

expressam a maioria dos receptores toll que são capazes de reconhecer produtos 

imunogênicos liberados pelos patógenos no SNC (40). As células da glia produzem 

TNF-α e IL-1β que são as principais citocinas pró-inflamatórias do sistema imune 

(41). IL-1β favorece a adesão de neutrófilos e monócitos nas células endoteliais. 

Além disso, IL-1β favorece a produção de IL-6 que é um potente indutor da 

expressão de proteínas de fase aguda e da migração de leucócitos do sangue para 

o SNC, além de induzir febre (42-46). Por outro lado, as células da glia, neurônios, 
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macrófagos e demais células do sistema imune produzem citocinas anti-

inflamatórias tais como IL-10, cuja concentração também está elevada no líquor e no 

plasma durante a meningite bacteriana. No entanto, o que se observa durante o 

curso das meningites bacterianas é uma resposta inflamatória exacerbada que, 

juntamente com fatores liberados pelos patógenos em decorrência da autólise 

acarretam as lesões cerebrais associadas à doença. 

 

1.1.2.4 Dano neuronal 

 

O recrutamento de leucócitos para o líquor (pleocitose) é característico da 

meningite bacteriana. Essas células são estimuladas a produzir espécies reativas de 

nitrogênio (RNS), tais como o óxido nítrico (NO), que é sintetizado pelas enzimas 

óxido nítrico-sintase endotelial (eNOS) e óxido nítrico-sintase induzida (iNOS) (47, 

48). A liberação de NO pelas diferentes isoformas de NOS possui funções distintas e 

efeitos potencialmente opostos em condições patológicas. O NO transitório derivado 

de eNOS possui um considerável papel na manutenção da integridade da BHE em 

condições patológicas. Entretanto, em condições normais, o NO não age como 

modulador da permeabilidade vascular dentro do SNC (49). Por outro lado, a 

produção de NO derivado do iNOS é prolongada e parece contribuir para o 

rompimento da BHE e para a produção exacerbada de mediadores pró-inflamatórios 

como TNF-α e IL-1β. Este fato relaciona-se ao desenvolvimento de complicações 

intracranianas e de dano cerebral observados na meningite bacteriana (48).  

As espécies reativas de oxigênio (ROS), tais como o ânion superóxido (O2
-), o 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila são produzidos pelas células 

residentes do sistema imune cerebral como parte da resposta do hospedeiro à 

infecção bacteriana (50). O patógeno também produz H2O2 que, apesar de não 

causar por si só dano citotóxico direto, interage com o NO do hospedeiro formando o 

peroxinitrito (ONOO-) (51, 52), uma espécie altamente reativa com efeitos 

neurotóxicos. O ONOO- pode iniciar a peroxidação lipídica e potencializar a lesão 

inflamatória em neurônios e células da glia (53). Ademais, este ânion pode causar 

fragmentação do ácido desoxirribonucleico (DNA) e subsequente ativação 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 transferência de subunidades de adenosina difosfato (ADP) ligada 

à ribose (ADP-ribose) a partir de seu substrato β-nicotinamida adenina dinucleotídeo 

(NAD+) para uma variedade de proteínas, inclusive a própria 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 ativação 

exacerbada da PARP que consome os estoques de NAD+. Consequentemente, a 

produção 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 

supressão do seu gene (54-58). 

O dano celular também pode ser originado pelos níveis aumentados dos 

aminoácidos excitatórios (EAA) aspartato e glutamato. A excitotoxicidade é um tipo 

de morte neuronal induzida pela estimulação exacerbada dos receptores de 

glutamato, particularmente o N-metil-D-aspartato (NMDA). Este receptor, que age 

como um canal iônico é altamente permeável ao Ca+2, o que sob excessiva 

estimulação, resulta em um massivo influxo desse íon para o interior da célula. Por 

sua vez, os níveis elevados de Ca+2 intracelular ativam diversas rotas enzimáticas 

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 à 

meningite bacteriana. O ouvido interno é composto por um conjunto de canais e 

cavidades revestido por tecido ósseo que, por sua vez, é ocupado parcialmente por 

estruturas membranosas denominadas labirinto membranoso. O espaço entre o 

labirinto ósseo e o membranoso é uma continuação do espaço subaracnoide das 

meninges, preenchido com a perilinfa que apresenta composição similar a do líquor. 

A cóclea é uma extensão do labirinto ósseo do ouvido e seu envolvimento na 

meningite pode resultar da propagação direta da infecção bacteriana das meninges, 

líquor e sistema perilinfático coclear (61, 62). Uma severa inflamação granulocítica 

do espaço perilinfático é resultante da infiltração coclear pelo microrganismo e por 

neutrófilos. O influxo destes últimos para a região coclear é favorecido pela liberação 

de citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α (63). Em modelo experimental de 

meningite pneumocócica com ratos infantes, a severidade da surdez permanente 

correlacionou-se com a perda de neurônios do gânglio nervoso da cóclea 

denominado de gânglio espiral (63).  
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1.1.3 Meningites virais 

  

1.1.3.1 Família Picornaviridae 

 

1.1.3.1.1 Enterovirus 

 

O gênero Enterovirus, da família Picornaviridae apresenta 69 sorotipos que 

infectam humanos como: a) poliovírus 1-3; b) coxsackievírus A1-A24 e B1-B6; c) 

echovírus 1-33 e, d) enterovírus EV68 a EV73. Os enterovírus (EVs) são um dos 

menores vírus conhecidos, sendo compostos por uma fita simples de ácido 

ribonucleico (RNA) contida em um capsídeo icosaédrico não envelopado de 20 a 

30nm. A transmissão dos enterovírus ocorre, principalmente, por contaminação com 

perdigotos, ou ainda por transmissão oral-fecal devida às condições precárias de 

higiene. (64). Os enterovírus são os principais agentes etiológicos de meningite viral, 

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

 

1.1.3.2 Família Herpesviridae 

 

Esta família compreende vírus de DNA dupla fita compostos por um 

nucleocapsídeo icosaédrico com diâmetro externo de 125-130nm revestido por um 

envelope lipídico (67). Importantes agentes etiológicos de meningite viral incluem: 

herpes simplex vírus, varicela-zoster, citomegalovírus, Epstein-Barr, dentre outros.  
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1.1.3.2.1 Herpes simplex 

 

O vírus Herpes simplex é o principal causador de infecções no SNC dentre os 

demais vírus do grupo Herpesvirus (68). Herpes simplex pertence ao gênero 

Simplexvirus da subfamília Alphaherpesvirinae, sendo que há dois tipos deste vírus: 

a) Herpes simplex vírus tipo 1 (HSV-1) e b) Herpes simplex vírus tipo 2 (HSV-2), que 

podem ser diferenciados por variações antigênicas presentes em proteínas do 

envelope (69). A transmissão de HSV é feita por contato pessoal à superfície da 

mucosa orofaríngea (principalmente, HSV-1) ou mucosa genital (HSV-2, 

primariamente) (70). A infecção por HSV causa lesões recorrentes em mucosas, 

podendo resultar em complicações neurológicas como encefalite, mielite, meningite 

e, ocasionalmente, radiculite (5, 68).  

 

1.1.3.2.2 Varicella zoster 

 

O vírus Varicella zoster pertence ao gênero Varicellovirus da subfamília 

Alphaherpesvirinae. A infecção primária pelo vírus Varicela zoster (VZV) causa 

varicela ou catapora e estabelece latência nos gânglios sensoriais, sendo que a 

reativação do vírus resulta em Herpes zoster (67). A transmissão é feita por via 

aérea, a partir de aerossóis oriundos de lesões de pele vesiculares de indivíduos 

acometidos por varicela ou herpes zoster (71). Complicações neurológicas 

associadas à VZV são raras, mas incluem meningite viral, meningoencefalite e 

cerebelite (72). 

 

1.1.3.3 Família Flaviviridae 

 

Esta família compreende vírus esféricos de RNA de cadeia positiva com 

diâmetro de 40-50nm que contém um envelope lipídico com uma superfície 

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

encefalite japonesa. 

 

1.1.3.3.1 Vírus do oeste do Nilo 

 

O vírus do oeste do Nilo (West Nile virus) pertence ao gênero Flavivirus. 

Flaviviridae é uma das principais famílias do grupo dos arbovírus (do inglês, 

arthropod-borne virus), que constituem um grupo de vírus transmitido biologicamente 

por meio da picada de um artrópode hematófago infectado para um vertebrado 

susceptível. O vírus do oeste do Nilo é mantido naturalmente por pássaros e 

transmitido, principalmente, pelo mosquito do gênero Culex que é amplamente 

distribuído em áreas urbanas (73). Recentemente, epidemias na Europa e América 

do Norte têm sido associadas com altas taxas de doença severa pelo vírus do oeste 

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

 

1.1.4 Patofisiologia das meningites virais 

 

Os mecanismos patofisiológicos da meningite viral não são bem esclarecidos. 

Acredita-se que a propagação dos vírus causadores de meningite no SNC envolva a 

invasão hematogênica (75). Os enterovírus (EV) infectam enterócitos no trato 

intestinal (76). Posteriormente, atravessam a parede intestinal até o tecido linfóide 

associado ao intestino onde ocorre a replicação primária. A consequente viremia 

pode atingir múltiplos tecidos como o fígado, os pulmões, o coração e o SNC (76). 

Para atingir o espaço subaracnoide, as partículas virais passam diretamente através 

da BHE por difusão capilar, ou se ligam a leucócitos infectados para posteriormente 

infectar células endoteliais. Outra via importante de entrada, principalmente para 

herpes simplex vírus, é a propagação neuronal retrógrada. O HSV pode penetrar no 

cérebro através do nervo olfatório, podendo causar encefalite nos lobos temporais. A 

primeira linha de defesa do SNC contra a invasão viral é mediada por linfócitos e 

citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, TNF-α e IL-6. Entretanto, a atuação das 

citocinas na resposta do hospedeiro contra a meningite viral é limitada em 



38 
 

comparação à meningite bacteriana, o que resulta em manifestações clínicas mais 

brandas com ausência de sequelas neurológicas graves. A severidade das 

complicações depende da extensão da replicação viral no SNC e se a infecção é 

propagada para regiões cerebrais além das meninges, causando outras doenças, 

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 

saúde pública em diversas regiões do mundo, principalmente em países em 

desenvolvimento, o perfil epidemiológico dessa doença tem se alterado nos últimos 

anos (6, 78, 79). Recentemente, grandes avanços têm sido feitos para aprimorar o 

acesso da população mundial às vacinas polissacarídicas conjugadas que previnem 

as principais formas de meningite bacteriana. Contudo, a proteção das vacinas 

atuais é limitada e associada aos sorogrupos ou sorotipos presentes nas 

preparações vacinais (6). Na próxima seção, são discutidos os principais aspectos 

epidemiológicos das meningites em suas principais formas – bacteriana e viral.  

 

1.2.1 Situação epidemiológica atual das meningites bacterianas 

 

A meningite bacteriana é considerada um grave problema de saúde pública 

com altas taxas de mortalidade e morbidade em todo o mundo, sendo que cerca de 

1,2 milhões de casos anuais desta doença ocasionam 135.000 mortes (6). A maior 

parte dos casos de meningite ocorre durante a estação seca. Desde a introdução da 

vacina contra H. influenzae (anti-Hib), no final da década de 80, os patógenos 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 

regiões que ainda não adotaram a vacina contra este patógeno (15).  

A meningite pneumocócica tem incidência de 17 casos por 100.000 

habitantes em crianças menores de cinco anos, com taxas de mortalidade de até 

75% em algumas regiões do mundo (80). A menor incidência é registrada na 

Europa, enquanto na África as taxas são as mais elevadas do mundo (38 casos por 

100.000 habitantes). A mortalidade média mundial é de 59%, sendo 29% no Pacífico 

Ocidental e 73% na África (80). No Brasil, a estimativa total de hospitalizações 

devidas à meningite pneumocócica 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 à meningite pneumocócica, aproximadamente 30% desenvolvem 

sequelas neurológicas permanentes, como déficit de atenção, surdez e desordens 

mentais (82). A introdução das vacinas polissacarídicas conjugadas contra meningite 

pneumocócica (PCVs) em programas nacionais de imunização em mais de 90 

países tem reduzido consideravelmente os casos da doença em todo o mundo. Ao 

mesmo tempo, sorotipos não cobertos pelas PCVs passaram a causar a maioria dos 

casos remanescentes de meningite pneumocócica nestes países, fenômeno 

denominado substituição de sorotipos (83). No Brasil, os sorotipos de S. 

pneumoniae 14, 23F, 6B e 19F são os principais causadores de doença 

pneumocócica. Estes sorotipos estão incluídos na PCV 10-valente que foi 

introduzida no calendário nacional de imunização pelo Ministério da Saúde, em 

2010, abrangendo crianças menores de dois anos de idade. A disponibilização da 

vacina PCV-10 se deve ao acordo de transferência tecnológica entre o laboratório 

GlaxoSmithKline – GSK e o Instituto de Tecnologia em Imunobiológicos Bio-

Manguinhos/FIOCRUZ que passou a produzir esta vacina para todo o país (84). Em 

2011, observou-se uma redução de 30% no número de casos de meningite 

pneumocócica para a faixa etária coberta pela PCV-10 (85).  

A Europa registra 0,92 casos de doença meningocócica por 100.000 

habitantes (86) enquanto na África, as taxas de incidência são de 100 a 1.000 casos 

por 100.000 habitantes (87). A África Subsaariana possui características climáticas e 

hábitos sociais particulares que podem explicar a presença de epidemias de 

meningite meningocócica nessa região. Durante a estação seca (dezembro a junho), 

a ocorrência de fortes ventos de poeira juntamente com as noites frias propicia o 

aumento de infecções no trato respiratório superior que reduzem a imunidade local 

da faringe. Ao mesmo tempo, os ambientes familiares superlotados e o 

deslocamento da população devido a peregrinações ou ao estabelecimento de 

mercados tradicionais regionais contribuem para a propagação da doença. Além 

disso, a imunização de rebanho, onde a transmissão da doença é bloqueada devida 

à imunização natural de uma porcentagem crítica da população que teve contato 

com uma dada linhagem epidêmica de meningococo que, então, estende a proteção 

a pessoas não vacinadas, favorece a ocorrência de episódios epidêmicos cíclicos 

(88).  
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Após a introdução da vacina meningocócica contra o sorogrupo C, a partir de 

1999, o número de casos de meningite por esse sorogrupo reduziu em todo o 

mundo, embora em países em desenvolvimento ainda sejam observados muitos 

casos. Atualmente, o sorogrupo B tem liderado o número de casos de doença 

meningocócica na Europa, respondendo por 71% do total de casos, seguido dos 

sorogrupos C (13%) e Y (4%). Com o aumento do número de casos de doença 

meningocócica atribuídos ao sorogrupo B, diversos laboratórios têm investigado 

vacinas contra esse sorogrupo utilizando diferentes abordagens (89-91). O 

laboratório Novartis anunciou que a primeira vacina produzida contra o sorogrupo B 

a partir de proteínas antigênicas de neisseria pode ser disponibilizada 

comercialmente ainda no ano de 2013 (92).   

A incidência da doença meningocócica no Brasil é de aproximadamente 1,8 

casos por 100.000 habitantes. Em 2010, o sorogrupo C foi responsável por 75% dos 

casos, seguido do sorogrupo B (17%), sorogrupos W135 (6%) e Y (2%) (93). No 

Brasil, foi estabelecido um acordo de transferência tecnológica da vacina contra o 

sorogrupo C de N. meningitidis (MenC) entre a Novartis, a Fundação Ezequiel Dias 

(Funed) e o governo de Minas Gerais que permitiu a vacinação de todas as crianças 

menores de dois anos deste estado (540 mil crianças) 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 fabricação local (94, 95). Posteriormente, o 

Ministério da Saúde incluiu a vacina MenC no programa nacional de imunização que 

beneficiará todas as crianças menores de dois anos do país, a partir do segundo 

semestre de 2010 (aproximadamente três milhões de crianças). O Brasil foi o 

primeiro país da América Latina a incorporar a vacina MenC em seu programa 

nacional de imunização. A Funed também participou deste acordo e disponibilizou a 

maior parte destas vacinas, além de contribuir para a imunização de alguns países 

do Mercosul (95, 96). Em 2011, o Sistema de Informação de Agravos de Notificação 

(SINAN) confirmou mais de 20 mil casos de meningite no Brasil (n = 20.756), com 

36,8% (n = 7.610) desse montante atribuído às meningites bacterianas. 

Considerando qualquer grupo etário, o SINAN registrou mais de 2.800 casos de 

meningite meningocócica somente em 2011, sendo a principal causa de meningite 

no país. Apesar disso, após a introdução da vacina MenC observou-se uma redução 
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de 29% no número de casos de doença meningocócica em crianças menores de 

dois anos de idade (97). 

 

1.2.2 Situação epidemiológica atual das meningites virais 

 

Aproximadamente 80% dos casos de meningite viral são causados pelo grupo 

dos enterovírus, dentre os quais se destacam os poliovírus, os echovírus e os 

coxsackievírus dos grupos A e B. Outros grupos de vírus capazes de causar 

meningite, mas com menor frequência são os arbovírus, o herpes simples vírus, 

além dos vírus da caxumba, varicela e sarampo (68). A incidência é maior no verão 

em países com clima temperado e praticamente o ano todo em países tropicais (4), 

com aumento do número de casos na primavera e no verão. Indivíduos de todas as 

faixas etárias são susceptíveis à doença, embora predominem os casos em crianças 

menores de cinco anos (68). Dentre os enterovírus, o echovírus (E) é o principal 

causador de meningite viral, sendo que os genótipos E6, E9, E11, E13, E19 e E30 

são detectados com maior frequência em pacientes com a doença (68, 98-101). 

Embora a meningite por enterovírus tenha, na maior parte dos casos, curso clínico 

benigno, a infecção por echovírus pode causar incapacidade e desordem leves em 

crianças menores de cinco anos (102).  

A meningite viral causada pelo vírus herpes simplex é principalmente 

atribuída ao HSV-2, com prevalência variando de 0,5 a 3% do total dos casos de 

meningite viral (68, 103). A meningite por HSV-2 pode ser causada pela reativação 

viral oriunda de uma infecção prévia de herpes genital, apesar de haver relatos de 

meningite herpética sem ocorrência recente de lesões genitais (104, 105). A 

meningite por HSV é considerada uma causa importante de morbidade e 

mortalidade em indivíduos imunodeficientes (103).  

O vírus do oeste do Nilo foi introduzido nos Estados Unidos em 1999 e, desde 

então, surtos anuais tem registrado mais de 15.000 casos de doença severa com 

complicações neurológicas e mais de 1.500 mortes. Assim, o vírus do oeste do Nilo 

é considerado a principal causa de doença neuroinvasiva transmitida por mosquitos 

nos Estados Unidos (74). 
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Em 2011 no Brasil, o SINAN registrou mais de três mil casos de meningite 

viral (n = 3.759), o que corresponde a 18,2% do total de casos de meningite no país. 

Para a maioria dos casos, não há identificação do agente etiológico, exceto em 

surtos epidêmicos. Dentre os enterovírus, o echovírus 30 é o principal causador de 

surtos e de casos esporádicos de meningite viral no país, sendo responsável por 

mais de 80% dos casos da doença no período 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 atribuída a crianças entre dois e seis anos de idade (98).  
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1.3 Métodos atuais para o diagnóstico diferencial das meningites 

 

1.3.1 Sinais clínicos da meningite bacteriana 

 

Os sinais e sintomas clínicos da meningite dependem da idade do paciente, 

do estágio da doença e da resposta do hospedeiro à infecção. A clássica tríade é 

estabelecida por febre, rigidez da nuca e estado mental alterado (1), e 

complementada pela observação dos sinais de Kernig e Brudzinski. Outros sintomas 

incluem sinal focal neurológico e aumento da pressão intracraniana (106). Os sinais 

de Kernig e Brudzinski juntamente com a rigidez da nuca são denominados sinais 

meníngeos que são altamente específicos para meningite bacteriana independente 

da faixa etária (1). O sinal de Kernig consiste em se posicionar o paciente em 

supino, decúbito dorsal, mantendo as pernas em ângulo reto (90°) e, posteriormente, 

estender as pernas observando se há sinal positivo de dor ou resistência (107). Há 

dois sinais de Brudzinski em pacientes com meningite. O primeiro deles consiste em 

flexionar o pescoço do paciente posicionado em supino e observar se os joelhos ou 

quadris acompanham a flexão. O segundo, também chamado de contralateral, 

envolve flexão passiva de uma perna para um lado que pode causar flexão 

contralateral da perna oposta (1). A maioria dos pacientes com meningite bacteriana, 

independente do agente etiológico, apresenta febre, estado mental alterado e perda 

da consciência. Vômito, rigidez da nuca e rash presente no interior de pontos 

hemorrágicos da pele (púrpura e petéquia) são mais característicos em casos de 

meningite meningocócica (79, 108, 109), embora o rash também seja relatado em 

alguns pacientes com meningite pneumocócica (110). Geralmente, pacientes com 

meningite pneumocócica apresentam convulsões, déficit focal neurológico e baixo 

nível de consciência, o que reflete a maior severidade desta forma da doença 

comparada à meningite meningocócica (79, 82). 

 

 

1.3.2 Sinais clínicos da meningite viral 
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Pacientes com meningite viral apresentam febre, rigidez da nuca, fotofobia e 

vômitos sem evidência frequente de sinais meníngeos (4). Outros sintomas incluem 

mialgia, diarreia, tosse e rash. A meningite por enterovírus, comumente associada à 

febre, vômitos e dor de cabeça, ocorre em mais de 80% das crianças e adultos e 

pode levar a manifestações mucocutâneas que incluem vesículas localizadas na 

boca, mãos e pés (76). Em pacientes imunocomprometidos com meningite por HSVs 

podem ser observados febre, dor de cabeça, cansaço e rigidez da nuca (103).  

 

1.3.3 Diagnóstico laboratorial 

 

1.3.3.1 Parâmetros citoquímicos do líquor 

 

O exame do líquor é essencial para confirmar o diagnóstico de meningite 

baseado nos sinais clínicos. A inflamação das meninges é responsável, pelo menos 

parcialmente, por alterações nos valores dos parâmetros citoquímicos analisados no 

líquor de pacientes com meningite bacteriana. 

 O próprio processo de colheita do líquor pode indicar alterações clínicas do 

paciente. Normalmente, o líquor é retirado por gotejamento, mas quando o fluxo do 

líquor acontece sob pressão é indicativo de aumento da pressão intracraniana (111).  

O líquor normal tem aparência límpida e incolor, comparável à água destilada 

(3). O líquor turvo, ou leitoso está relacionado ao aumento de células leucocitárias, 

enquanto a aparência xantocrômica pode ser causada pela quebra de hemoglobina 

de eritrócitos infiltrados em oxihemoglobina ou bilirrubina. A contagem normal de 

leucócitos no líquor é normalmente de até cinco células/mm3 em adultos e até 20 

células/mm3 em neonatos (112). A concentração de proteína no líquor de neonatos é 

de até 150mg/dL em condições normais, enquanto em crianças e em adultos os 

valores variam de 18 a 58mg/dL (113). A concentração de glicose no líquor varia 

entre os indivíduos, mas alguns autores consideram normais os valores acima de 
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40mg/dL (1, 2), ou 2/3 da concentração de glicose presente no soro colhido 

imediatamente antes da punção lombar (114).   

A aparência do líquor é turva em pacientes com meningite bacteriana. Em 

casos não tratados, a contagem total de leucócitos é elevada, variando de 1.000 a 

5.000 células/mm3, embora esta variação possa ser mais ampla indo de < 100 até > 

10.000 células/mm3 (115). Esses pacientes geralmente têm predomínio de leucócitos 

polimorfonucleares (PMN) entre 80 e 95%. No entanto, cerca de 10% dos pacientes 

com meningite bacteriana aguda têm linfocitose (> 50% de linfócitos ou monócitos), 

o que é mais comum naqueles indivíduos com contagem de leucócitos inferior a 

1.000 células/mm3 (116). A concentração de proteínas varia de 100 a 500mg/dL, 

podendo chegar a 1.000mg/dL (115). A concentração absoluta de glicose no líquor 

em pacientes com meningite bacteriana é < 40mg/dL, e a razão glicose líquor/soro é 

menor ou igual a 0,4 (117).  

O líquor de pacientes com meningites virais é geralmente cristalino com 

contagem total de leucócitos menor que 500 células/mm3, embora este valor possa 

variar de 100 a 1.000 células/mm3 (4). A linfocitose é predominante no líquor desses 

pacientes, embora o predomínio de PMN possa ser observado nos estágios iniciais 

da doença (116). Os níveis de proteínas totais podem ser normais ou levemente 

aumentados, enquanto a concentração de glicose no líquor geralmente é normal ou 

levemente diminuída (4). 

 A administração de antibióticos previamente à punção lombar pode alterar 

consideravelmente os parâmetros citoquímicos do líquor (117). Por exemplo, os 

níveis de glicose geralmente são normalizados 24 horas após o início do tratamento.  

Outro fator que prejudica a interpretação do exame do líquor é o acidente de punção 

lombar, que introduz sangue no fluido espinhal. A ocorrência de acidente durante a 

punção lombar altera a contagem de leucócitos, a proteinorráquia e a glicorráquia 

(117). 

Atualmente, têm sido propostos modelos multiparamétricos baseados em 

combinações de parâmetros clínicos e laboratoriais para definição de diagnóstico 

clínico da meningite (118-124). Nenhum critério clínico ou laboratorial considerado 

independentemente é capaz de diferenciar a meningite bacteriana da meningite viral 

com alta sensibilidade e boa especificidade. Assim, várias equipes propuseram 

sistemas de pontuação que consideram combinações de parâmetros clínicos e 

laboratoriais para definirem-se regras de decisão clínica. Porém, estes sistemas de 
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pontuação são dificilmente transponíveis entre diferentes hospitais e a distribuição 

da pontuação obtida aparece dispersa devido à variabilidade da apresentação 

clínica das meningites. 

 

1.3.3.2  Identificação do agente etiológico causador de meningite 

 

A identificação do agente etiológico da meningite é fundamental para auxiliar 

na escolha da terapia apropriada e para o rastreamento epidemiológico regional da 

doença. A cultura do líquor é considerada padrão-ouro para o diagnóstico diferencial 

das meningites (78, 125). Os meios de cultura rotineiramente usados para cultura do 

líquor são ágar sangue de carneiro a 5% e ágar chocolate. A incubação das placas 

deve ser feita por pelo menos 72h a 37°C em atmosfera contendo de 5 a 10% de 

CO2 (11). Em pacientes com meningite bacteriana não tratada previamente com 

antibióticos, a cultura do líquor é positiva em 70-85% dos casos (126). No entanto, o 

resultado da cultura do líquor é demorado, o que obriga o uso de terapia empírica 

com antibióticos de largo espectro e, em alguns casos, a administração de 

antibióticos aos pacientes cuja etiologia se revela viral ao diagnóstico confirmatório. 

Em pacientes previamente tratados com antibióticos, a sensibilidade da cultura é 

significativamente diminuída (79). 

Esfregaços de líquor corados com a coloração de Gram também são usados 

para a identificação preliminar do agente etiológico 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 diagnóstico 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 aglutinação em látex tem sido usado para auxiliar no diagnóstico 

diferencial das meningites (3, 114). É um método rápido e de fácil execução que 

permite resultados em menos de 15 minutos (117). Os testes utilizam partículas de 

látex de poliestireno revestidas com anticorpos contra os antígenos bacterianos em 

solução de azida sódica a 0,1% como conservante. Estas partículas de látex 
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aglutinam macroscopicamente na presença de antígeno homólogo suficiente, sendo 

visualizadas a olho nu. O teste de aglutinação em látex é recomendado para casos 

suspeitos de meningite bacteriana com resultados negativos à cultura e 

bacterioscopia por Gram (117).  

Atualmente, a reação em cadeia da polimerase (PCR) convencional e em 

tempo real (RT-PCR) tem sido avaliada para a identificação do agente etiológico das 

meningites em diversos fluidos biológicos (128, 129). Para detecção de S. 

pneumoniae, o alvo mais comum é o gene da pneumolisina (ply) por codificar uma 

proteína intracelular específica produzida por todos os sorotipos clinicamente 

relevantes (130-132). A PCR para o diagnóstico de N. meningitidis tem como alvo o 

gene ctrA que é único neste microrganismo, com porções gênicas altamente 

conservadas e comuns a todos os sorogrupos do meningococo. A limitação deste 

teste deve-se ao primer próximo à sequência terminal 5’, região variável entre os 

diferentes sorogrupos do meningococo, o que compromete a sensibilidade do teste 

(133). O gene bexA codifica a proteína capsular presente em todas as cepas de H. 

influenzae, o que favorece sua identificação com alta sensibilidade (134). O uso da 

PCR é recomendado para casos suspeitos de meningite que apresentaram 

resultados negativos à cultura ou bacterioscopia por Gram (79, 117). A 

complexidade dos métodos baseado em PCR, ou RT-PCR dificulta a sua 

implementação pelos laboratórios hospitalares, mesmo em centros de referência em 

infectologia. O tempo necessário para a realização destes testes ainda não atendem 

a necessidade do diagnóstico rápido e “point-of-care”. Além disso, a eliminação 

rápida dos patógenos pelo sistema imune do hospedeiro limita a janela temporal 

para detecção dos ácidos nucleicos desses microrganismos. 
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1.4 Estado da arte da pesquisa de novos biomarcadores para as 

meningites 

 

A participação de mediadores inflamatórios na patofisiologia das meningites é 

notável; por exemplo, as citocinas são capazes de iniciar e intensificar a resposta 

inflamatória do hospedeiro, precedendo o infiltrado de células polimorfonucleares no 

espaço subaracnoide. Por isso, diversos trabalhos têm proposto a utilização de 

citocinas e quimiocinas como marcadores para o diagnóstico diferencial entre as 

meningites bacterianas e virais e de prognóstico da doença. 

Citocinas inflamatórias, tais como IL-1β, IL-6 e IL-8 e TNF-α têm sido 

amplamente avaliadas para o diagnóstico diferencial entre as meningites bacteriana 

e viral, com resultados contraditórios (135-139). Na maioria dos estudos até hoje 

realizados, a concentração destas citocinas está consideravelmente aumentada no 

líquor ou soro de pacientes com meningite bacteriana em comparação com a 

meningite viral. Entretanto, a avaliação como marcador diagnóstico de cada citocina 

difere entre os trabalhos, possivelmente devido às variações do delineamento 

experimental relacionadas ao grupo etário estudado, processamento das amostras e 

número de pacientes de cada etiologia de meningite. Por exemplo, Vázquez e 

colaboradores (137) demonstraram que a IL-6 é um bom marcador para diagnóstico 

e prognóstico da meningite bacteriana, sendo que concentrações desta interleucina 

acima de 35-40pg/mL seriam capazes de diferenciar esta doença da meningite viral 

ou de indivíduos saudáveis com sensibilidade de 100% e especificidade de 95%. 

Todavia, outros trabalhos consideraram que a IL-6 não deve ser utilizada como 

marcador diferencial das meningites, devido a sobreposições das faixas de 

concentrações desta interleucina nos grupos de pacientes com meningite 

bacteriana, viral ou sem meningite (135, 136). Por exemplo, pacientes com 

meningite meningocócica apresentaram concentrações de IL-6 menores que 

20pg/mL, enquanto pacientes com meningite viral apresentaram concentrações de 

IL-6 superiores a 50pg/mL (136). Estes resultados contrariam o ponto de corte 

proposto por Vázquez e colaboradores para distinção 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-1β, IL-8 e 

TNF-α para o diagnóstico diferencial das meningites (140, 141). O TNF-α apresenta 

concentrações marcadamente superiores em pacientes com meningite bacteriana 

em comparação com a meningite viral (136, 142, 143). A concentração mínima 

detectada de TNF-α em pacientes com meningite bacteriana é pelo menos duas 

vezes superior à encontrada em pacientes com meningite viral ou indivíduos 

saudáveis (meningite bacteriana: 21,13pg/mL; meningite viral: 8,78pg/mL; controles: 

1,37pg/mL) (136). Entretanto, concentrações divergentes desta citocina entre os 

pacientes com meningite bacteriana ou viral são relatadas em outros trabalhos, o 

que compromete o valor diagnóstico deste marcador (141, 142). Além disso, outras 

doenças inflamatórias do SNC causam o aumento considerável de citocinas no 

cérebro, como a esquizofrenia, Alzheimer e hemorragia subaracnoide, reduzindo a 

especificidade deste método diagnóstico (144-146). Por fim, a dosagem de citocinas 

é principalmente realizada por ensaios imunoenzimáticos, o que permite a detecção 

de quantidades mínimas de citocinas no líquor. Em contraste, a maior parte dos 

ambientes hospitalares não dispõe de recursos suficientes para a dosagem 

imunoenzimática de citocinas, o que limita a aplicação desta análise. Assim, a 

identificação de biomarcadores estáveis da resposta inflamatória do hospedeiro, a 

partir da proteômica, pode ser considerada uma alternativa promissora para o 

diagnóstico diferencial das meningites. 

A concentração de lactato no líquor também tem sido proposta para 

diagnóstico diferencial das meningites. O lactato é um ácido hidroxicarboxílico que 

existe nos fluidos corporais como dois isômeros: D-lactato e L-lactato. Embora 

alguns trabalhos tenham avaliado a concentração dos isômeros para o diagnóstico 

diferencial da meningite (147, 148), a maioria dos estudos não distingue entre as 

duas formas (149-151). A concentração do lactato no líquor, assim como outros 

parâmetros citoquímicos, por exemplo, contagem total de leucócitos, varia de acordo 

com o agente etiológico causador da doença, com o tratamento prévio do paciente 

com antibióticos e com a faixa etária. Alguns estudos de meta-análise consideraram 

a dosagem do lactato um excelente marcador individual para o diagnóstico 

diferencial das meningites com sensibilidade e especificidade médias de 93 e 94%, 

respectivamente (149, 151). Entretanto, alguns trabalhos incluídos na avaliação por 

meta-análise não apresentam um diagnóstico definitivo de todos os pacientes com 

meningite e/ou definem pontos de corte com pouca aplicabilidade. A associação dos 
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dados clínicos e laboratoriais em modelos preditivos multiparamétricos resulta em 

aumento da sensibilidade e especificidade para o diagnóstico da meningite. Desse 

modo, é razoável considerar que a concentração do lactato no líquor pode ser 

utilizada para auxiliar o diagnóstico diferencial das meningites em conjunto com os 

parâmetros citoquímicos clássicos do líquor (150).  
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1.5 Esquemas terapêuticos para as meningites 

 

1.5.1 Meningites bacterianas 

 

A escolha do antibiótico mais adequado para a meningite bacteriana depende 

do patógeno. No entanto, o início do tratamento não pode ser adiado até que a 

bactéria seja identificada devido à evolução rápida e devastadora da doença. Por 

isso, o tratamento normalmente se dá de forma empírica, baseando-se no 

conhecimento epidemiológico acerca das formas bacterianas prevalentes para cada 

grupo etário. Para a escolha dos antibióticos específicos para cada etiologia da 

meningite bacteriana deve ser utilizado o conhecimento atual sobre os padrões de 

susceptibilidade antimicrobiana de cada patógeno, sempre considerando que a 

resistência antimicrobiana é provável (117).  

Na maioria dos casos de meningite bacteriana em crianças 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 adição de vancomicina tem 

sido avaliada para o tratamento de isolados de S. pneumoniae que se apresentam 

não susceptíveis às cefalosporinas (117, 150, 152). Em pacientes com 50 anos ou 

mais, a ampicilina deve ser administrada para cobertura adicional de Listeria 

monocytogenes que é prevalente nesse grupo etário (78).  

O uso dos antibióticos bactericidas como as cefalosporinas causam a 

liberação de produtos da parede celular bacteriana, tais como endotoxinas, ácidos 

teicóicos e peptidioglicanos. Estes produtos favorecem a produção de mediadores 

inflamatórios como o TNF-α e a IL-1 associados ao pior prognóstico e aumento da 

severidade da meningite bacteriana (153-155). A atenuação da resposta inflamatória 

é essencial para a redução das consequências desta doença, como o edema 

cerebral, o aumento da pressão intracraniana, a alteração do fluxo sanguíneo 

cerebral e o dano neuronal (16, 156, 157). Para isso, terapias com adjuvantes têm 

sido propostas para atenuar a pleocitose, inibir a produção de citocinas pró-

inflamatórias e reduzir a produção de iNOS (158-160).  
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Um dos principais adjuvantes utilizados para tratamento da meningite 

bacteriana é o corticosteroide dexametasona. A melhor indicação para o uso deste 

fármaco é no tratamento da meningite causada por H. influenzae (161). Diversos 

estudos clínicos consideram que o uso da dexametasona combinada aos 

antibióticos para o tratamento das meningites apresenta benefícios tanto em 

crianças quanto em adultos (161-165). Todavia, outros trabalhos questionam a 

capacidade desse adjuvante em reduzir as taxas de mortalidade e morbidade 

associadas às meningites (166-172). Em modelo experimental de meningite 

pneumocócica utilizando ratos infantes foi observado que o uso da dexametasona 

não previne o dano coclear devido à perda de neurônios do gânglio espiral (173, 

174). Assim, o benefício da dexametasona para o tratamento das meningites é 

incerto e requer mais estudos para avaliação de seus efeitos como terapia 

adjuvante.  

Compostos químicos com atividade inibitória 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-α (TACE) manteve a 

integridade da BHE, reduziu o dano neuronal no córtex e a mortalidade dos animais 

com meningite pneumocócica (38, 175, 176). A administração da doxiciclina em 

modelo experimental de ratos com meningite pneumocócica diminuiu a mortalidade 

e o dano no cérebro e na cóclea dos animais infectados (63). A doxiciclina é uma 

tetraciclina de segunda geração com boa penetração no SNC que possui atividade 

anti-inflamatória pela inibição da TACE. Esta enzima intensifica o processo 

inflamatório por meio da produção de TNF-α que, por sua vez, favorece a atividade 

das MMPs e a liberação de outras citocinas (177-179). A produção prejudicada de 

TNF-α devido à administração de doxiciclina atenua o quadro inflamatório 

exacerbado observado na meningite bacteriana (175). 

O uso de fármacos potenciais sequestradores de espécies reativas no 

tratamento das meningites pode ser uma alternativa capaz de reduzir os danos 

neurológicos relacionados a esta doença. O uso de sequestradores de RNS, como o 

urato ou o ascorbato, em adição ao antibiótico ceftriaxona atenuou a resposta 

inflamatória do hospedeiro durante a meningite bacteriana (180). Além disso, esta 

terapia adjuvante contribuiu para a redução da pressão intracraniana dos animais 

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

    

O tratamento das meningites virais inclui a manutenção de fluidos e 

eletrólitos, a atenuação da dor e a observação clínica para verificar a presença de 

sequelas neurológicas e neuroendócrinas como convulsões, edema cerebral e 

síndrome da secreção inadequada do hormônio antidiurético (SIADH) (4).  Etapas da 

replicação viral como a síntese proteica, o desencapsulamento do vírus e a ligação a 

receptores celulares do hospedeiro são potenciais alvos de drogas antivirais para o 

tratamento da meningite. Na meningite por enterovírus normalmente utilizam-se 

somente analgésicos e narcóticos para atenuação dos sintomas da doença. Apesar 

de não haver medicamentos específicos para o tratamento da meningite por 

enterovírus, o uso de imunoglobulina sérica e do antiviral pleconaril têm sido 

avaliados (66). No entanto, a adoção da imunoglobulina para o tratamento da 

meningite viral ainda não é bem esclarecida, e por isso, não recomendada.  

O antiviral aciclovir é utilizado para o tratamento das meningites por herpes 

simplex vírus e por varicela zoster. Este fármaco é seletivamente metabolizado por 

células do organismo infectadas pelo vírus e seu mecanismo de ação envolve o 

bloqueio da DNA polimerase impedindo a síntese do DNA viral. O aciclovir não é 

tóxico para os pacientes, embora ocorra um acúmulo limitado desse fármaco nos 

rins devido à sua baixa solubilidade na urina (182). A administração de aciclovir no 

tratamento da meningite por herpes está associada à redução da severidade da 

doença e mortalidade em adultos e crianças, inclusive neonatos (183-186). Por outro 

lado, apesar do tratamento com aciclovir ser eficaz em meningite por varicela zoster, 

o tempo de hospitalização desses pacientes pode ser superior a quatro vezes em 

comparação àqueles que não receberam este fármaco (de 5 para 21 dias) (187).  

 

 

1.6 A utilização da abordagem proteômica para a pesquisa de 

biomarcadores e de novos alvos terapêuticos  
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A proteômica pode ser definida como um estudo em larga-escala das 

características proteicas, tais como os níveis de expressão, as modificações pós-

traducionais e as interações com outras moléculas para obter uma visão geral dos 

processos celulares relacionados às proteínas (188). O surgimento de novas 

tecnologias proteômicas, particularmente a evolução da eletroforese bidimensional e 

a espectrometria de massas de alta resolução tem aprimorado consideravelmente a 

caracterização proteica dos fluidos biológicos. O uso das metodologias proteômicas 

atuais permite que a caracterização de proteomas inteiros seja um objetivo real. Por 

meio da análise de perfis proteicos de indivíduos saudáveis e doentes, a proteômica 

clínica tem sido capaz de revelar, identificar e quantificar novos biomarcadores 

capazes de auxiliarem no diagnóstico diferencial, além de novos alvos terapêuticos 

para diversas doenças, inclusive do SNC, como meningite, Alzheimer, Parkinson e 

esclerose múltipla (189-194).  

O metabolismo de uma célula, ou de um organismo é, geralmente, regulado 

por proteínas que agem em vias definidas como cascatas de interações entre 

proteínas, metabólitos, íons e genes. A proteômica funcional possibilita o 

entendimento de como essas interações contribuem para a regulação dos principais 

eventos biológicos (195, 196). Por sua vez, o conhecimento detalhado das 

interações proteína-proteína ativas no interior da célula, tanto em estado normal 

quanto patológico, é fundamental para a identificação de novos alvos terapêuticos 

para o controle de uma doença (195).  

Poucos estudos proteômicos têm investigado marcadores biológicos para o 

diagnóstico diferencial das meningites bacterianas e virais, embora os resultados 

encontrados sejam relevantes. Jesse e colaboradores (197) identificaram seis 

potenciais biomarcadores para a diferenciação entre meningite bacteriana, sem 

distinção do agente etiológico, e viral em amostras de líquor. Dentre estas, a 

proteína glial fibrilar ácida (GFAP) foi validada por ensaio imunoenzimático e 

observaram-se valores médios aumentados dessa proteína no líquor de pacientes 

com meningite bacteriana em comparação a pacientes com meningite viral, embora 

os valores de sensibilidade e especificidade não tenham sido divulgados. A 

relevância diagnóstica de GFAP associada às meningites necessita maior 

investigação antes de poder ser aplicada clinicamente. A proteína GFAP é um 
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marcador bem estabelecido de ativação de micróglia (198), sendo que durante o 

dano celular por trauma ou doença, como a meningite bacteriana, a micróglia produz 

maior quantidade de GFAP. Goonetilleke e colaboradores (199) analisaram perfis 

proteicos de líquor de pacientes adultos com meningite pneumocócica que 

sobreviveram ou não à doença. As proteínas mais expressas em pacientes que 

evoluíram para óbito devido à meningite, tais como β-2-glicoproteína I, proteína 

carreadora de soluto 25 membro 16 e fator de estimulação (tau variante) foram 

sugeridas como marcadores de severidade da doença. No entanto, nenhum trabalho 

até hoje comparou os perfis proteicos do líquor de pacientes com as três formas 

epidemiologicamente mais relevantes de meningite (pneumocócica, meningocócica 

e viral) e de indivíduos normais. A investigação de biomarcadores da resposta 

inflamatória de pacientes com meningite pode revelar marcadores proteicos estáveis 

cuja liberação no líquor prossegue após a eliminação do patógeno pela 

antibioticoterapia, permitindo sua identificação em distintos estágios da doença. 

O uso da proteômica pode contribuir tanto para a identificação de alvos 

proteicos úteis para o diagnóstico clínico precoce da doença, bem como para a 

determinação de vias metabólicas ou de sinalização diferencialmente reguladas em 

resposta às meningites e que contenham proteínas candidatas a novos alvos 

terapêuticos.  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A meningite bacteriana é uma doença com progressão rápida e alta taxa de 

mortalidade que, todavia, pode ser curada com a administração imediata de 

antibióticos adequados em algumas situações, associados a anti-inflamatórios. A 

antibioticoterapia correta e rapidamente administrada é primordial para que o 

paciente com meningite bacteriana não sofra complicações neurológicas graves que 

muitas vezes evoluem para sequelas permanentes, como surdez e retardo mental 

ou para óbito. Entretanto, as taxas de mortalidade e morbidade associadas às 

meningites bacterianas permanecem elevadas. A escolha do esquema terapêutico 

requer que o diagnóstico diferencial seja feito rapidamente e com alta especificidade 

e sensibilidade. Entretanto, os métodos diagnósticos disponíveis são limitados de 

modo que, em grande parte dos casos, não há definição do agente etiológico, o que 

obriga ao tratamento empírico. Isto se deve principalmente ao tratamento prévio e 

inadequado dos pacientes com antibióticos antes da hospitalização, o que acontece 

em 30 a 50 % dos casos. Uma importante consequência do tratamento empírico 

ocorre quando pacientes com meningite viral são tratados com antibióticos e anti-

inflamatórios. A atenuação da resposta inflamatória desses pacientes pode agravar 

a doença. Além disso, aumentam-se os riscos associados ao uso indevido de 

antibióticos e os custos com hospitalizações. 

Os métodos de detecção dos patógenos baseados na PCR seriam uma 

alternativa interessante, principalmente para o diagnóstico de meningite viral, mas a 

complexidade da técnica tem inviabilizado a sua utilização na maioria dos hospitais. 

Além disso, a eliminação rápida dos patógenos pelo sistema imune do hospedeiro 

reduz a janela temporal para detecção dos ácidos nucleicos desses vírus ou 

bactérias. No entanto, mesmo após a eliminação dos patógenos do SNC, a 

inflamação persiste. Por isso, formulamos a hipótese de que o proteoma 

comparativo do líquor de pacientes afetados por diferentes formas de meningite 

pode revelar biomarcadores e novos alvos terapêuticos para as formas de meningite 

mais epidemiologicamente relevantes. 

Neste contexto, o presente trabalho propõe a identificação de marcadores 

proteicos da resposta inflamatória do hospedeiro para o diagnóstico diferencial das 

formas mais frequentes de meningite bacteriana e viral. Como a maioria do conteúdo 
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proteico presente no líquor durante a meningite é constituído de proteínas da 

resposta imune do hospedeiro, esta estratégia é mais viável do que a investigação 

de proteínas do patógeno. Além disso, ainda que haja erradicação do patógeno, a 

reação inflamatória do hospedeiro se mantém no curso da doença, aumentando a 

janela temporal para o diagnóstico diferencial da meningite através da detecção de 

biomarcadores da resposta imune.  

 Por fim, a análise dos perfis proteicos do líquor de pacientes com meningite, 

à luz das redes de interações proteicas já descritas na literatura biomédica, pode 

contribuir para o melhor entendimento dos mecanismos patofisiológicos associados 

com cada etiologia de meningite estudada, possibilitando a formulação de hipóteses 

sobre novos alvos terapêuticos. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Identificar biomarcadores presentes no líquor humano capazes de diferenciar 

os pacientes com meningite bacteriana ou viral de indivíduos sem infecção no 

sistema nervoso central e formular hipóteses sobre novos alvos terapêuticos para as 

formas malignas de meningite. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

Analisar as diferenças qualitativas entre os perfis proteicos do líquor de 

pacientes com meningite a fim de identificar proteínas específicas da resposta 

inflamatória do hospedeiro para cada agente etiológico que possam compor um 

modelo preditivo para o diagnóstico diferencial das meningites pneumocócica, 

meningocócica e viral; 

 

Analisar a distribuição, no interatoma humano, das proteínas associadas às 

meningites pneumocócica, meningocócica e viral a fim de formular hipóteses sobre 

os mecanismos patofisiológicos das formas malignas de meningite e sugerir novos 

alvos terapêuticos para a prevenção da mortalidade e morbidade associadas a 

essas formas da doença. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Caracterização da população selecionada para o estudo proteômico 

comparativo 

 

Este projeto foi aprovado pelo Conselho Nacional de Ética em Pesquisa 

(CONEP) (Processos nos. 25000.140699/2005-93 e 25000.199054/2008-18). Os 

pacientes, ou seus responsáveis legais, foram convidados a participar do estudo e 

assinaram um termo de consentimento esclarecido. 

Para a análise comparativa do proteoma de líquor utilizando géis 

bidimensionais foram selecionados 18 pacientes com meningite pneumocócica, 

meningite meningocócica ou meningite viral e seis indivíduos controles (Tabela 1). 

Os pacientes foram atendidos no hospital Giselda Trigueiro (Natal/ RN) ou no 

Hospital Infantil João Paulo II – FHEMIG (Belo Horizonte/ MG) e submetidos à 

punção liquórica lombar. Imediatamente após a colheita do líquor, as amostras 

foram centrifugadas a 2.000g por cinco minutos para separação de células e os 

sobrenadantes foram congelados a -20°C nos laboratórios dos hospitais até serem 

transferidos para a Plataforma de Proteômica 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 eritrócitos/µL e tempo de 

processamento superior a 6 horas foram excluídas deste estudo. 

Foram analisados adicionalmente os resultados de exames dos parâmetros 

citoquímicos do líquor, a saber: contagem total e diferencial de leucócitos, proteínas 

totais e glicose, do grupo de pacientes que compõem este estudo para comparação 

com dados pré-estabelecidos na literatura científica. Estes exames foram feitos nos 

laboratórios dos hospitais parceiros que disponibilizaram as amostras de líquor para 

o projeto e os resultados foram coletados a partir da revisão dos prontuários dos 

pacientes. 

O diagnóstico confirmatório das meningites bacterianas se deu pela detecção 

dos patógenos no líquor, ou no sangue, por um ou mais dos seguintes testes: 

cultura, bacterioscopia por Gram, ou aglutinação em látex. O diagnóstico de 
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meningite viral foi feito por exclusão das formas bacterianas de meningite quando 

havia quadro clínico de meningite com resultados de cultura, bacterioscopia por 

Gram e aglutinação de látex negativos, mas com contagem de leucócitos levemente 

aumentada (> 50 células), níveis de proteínas podendo estar levemente 

aumentados, ou normais (normal: 15 a 45mg/dL) e glicose normal ou levemente 

diminuída (normal: 60mg/dL). O grupo controle foi formado por indivíduos sem 

infecção no SNC, infecções sistêmicas, doenças psiquiátricas ou 

neurodegenerativas atendidos por suspeita de meningite, mas cuja doença foi 

descartada pelo diagnóstico confirmatório e pelos valores de parâmetros 

citoquímicos normais. 
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Tabela 1: Caracterização da população selecionada para o estudo proteômico comparativo 

 
DADOS SÓCIO-

DEMOGRÁFICOS 
DADOS CLÍNICO-LABORATORIAIS 

 
Idade Sexo H. IJPII H. GT 

Sinal 
clínico 

Febre 
Sinais 

meníngeos 
Leucócitos 

% 
PMN 

Proteínas Glicose Cultura  Gram Látex 

Pacientes 
              

MP 
              

1 9a M x 
 

vômito (+) (+) 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 
 

vômito; 
cefaleia 

(+) (+) 240 92 110 1 (+) (+) (+) 

MM 
              

1 13a F x 
 

vômito (+) (+) 72 5 66 41 N/A (+) N/A 

2 5m F x 
 

vômito (+) (+) 2.560 44 187 3 (+) (+) (+) 

3 12a F x 
 

vômito (+) (+) 19.500 96 461 0 (+) N/A N/A 

4 5a M x 
 

vômito (+) (+) 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 11a F x 
 

vômito (+) (+) 120 94 281 48 (+) (+) N/A 

MV 
              

1 4a F x 
 

vômito (+) (+) 500 30 31 49 N/A (-) (-) 

2 4a M x 
 

(-) (+) (-) 2 8 18 51 N/A (-) (-) 

3 6a F x 
 

vômito; 
cefaleia 

(+) (+) 44 56 36 43 (-) (-) (-) 
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 Idade Sexo H. IJPII H. GT 
Sinal 

clínico 
Febre 

Sinais 
meníngeos 

Leucócitos 
% 

PMN 
Proteínas Glicose Cultura  Gram Látex 

4 8a M x 
 

vômito; 
cefaleia 

(+) (+) 33 73 38 50 N/A (-) (-) 

5 3a M x 
 

mal-
estar 

(-) (+) 53 10 29 47 N/A N/A (-) 

6 11m F x 
 

vômito (+) N/A 21 60 32 57 (-) (-) N/A 

CTRL               

1 7a M x 
 

vômito (+) (+) 6 54 35 72 N/A N/A N/A 

2 3a M x 
 

mal-
estar 

(+) (-) 9 94 20 50 N/A N/A N/A 

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 
 

vômito (+) (-) 1 7 26 58 (-) (-) N/A 

6 5m F x 
 

(-) (+) N/A 2 0 24 51 (-) (-) N/A 

MP: Meningite pneumocócica; MM: Meningite meningocócica; MV: Meningite viral; CTRL: Controle; H. IJPII: Hospital Infantil João Paulo II; 
H.GT: Hospital Giselda Trigueiro; a: anos; m: meses; M: masculino; F: feminino; (+): positivo; (-): negativo; N/A: ignorado; Gram: bacterioscopia 
por Gram; Leucócitos (células/mm3); Proteínas e Glicose: mg/dL; dados de cultura, Gram e látex: no líquor. 
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4.2 Processamento das amostras de líquor  

 

4.2.1 Concentração das amostras por precipitação de proteínas  

 

As proteínas das amostras de líquor selecionadas para este estudo foram 

precipitadas com acetona (Merck, Dramstadt, Alemanha). As soluções foram 

preparadas adicionando-se 1,2mL de acetona gelada a 300μL de líquor, seguido de 

incubação a -20°C por 16h. Amostras de líquor de pacientes com meningite 

bacteriana têm maior concentração proteica em comparação com amostras virais e 

controles. Por isso, para estes dois últimos grupos de pacientes foram utilizados 

600μL de líquor. A proporção de 4:1 volumes de acetona e líquor 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 à temperatura ambiente para evaporação 

completa da acetona. Em seguida, os precipitados foram ressuspendidos em 15µL 

de água Milli-Q (UltraPure Millipore, MA, EUA).  

 

4.2.2 Depleção de albumina e IgG do líquor de pacientes com meningite 

e controles  

 

A albumina e a imunoglobulina G (IgG) estão proporcionalmente em maior 

concentração em diversos fluidos biológicos em comparação às demais proteínas, 

inclusive no líquor, e, por isso, são consideradas grandes interferentes em análises 

proteômicas destes fluidos. Portanto, foi realizada a depleção destas proteínas nas 

amostras previamente concentradas utilizando o kit Albumin & IgG Depletion 

SpinTrap™ – GE (Healthcare, Uppsala, Suécia). O kit emprega anticorpo monoclonal 

anti-albumina, e proteína G de streptococcus imobilizados covalentemente à 
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sepharose o que permite que estas proteínas sejam removidas da amostra de forma 

rápida e seletiva. Para cada amostra de líquor previamente concentrada com 

acetona e ressuspendida em 15μL de água Milli-Q foram adicionados 85μL de 

tampão contendo fosfato de sódio a 20mM e cloreto de sódio a 0,15M, pH 7,4. O 

volume final de 100μL por amostra foi aplicado à coluna de sepharose seguindo as 

instruções do fabricante. Os 300μL de eluato foram concentrados 20X por nova 

precipitação com acetona, como descrito no item 2.1, seguida de ressuspensão do 

precipitado em 15μL de tampão de reidratação IEF (Ureia a 8M, Tioureia a 2M, 

CHAPS a 4%). 

 

4.2.3 Quantificação de proteínas 

 

A quantificação de proteínas nas amostras de líquor em estado bruto e após 

depleção das proteínas hiperabundantes e segunda concentração 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 é composto pelo corante Coomassie Blue G-250, que em 

sua forma aniônica se liga especificamente aos resíduos de aminoácidos arginina, 

lisina e histidina das proteínas. A absorbância máxima do complexo corante-proteína 

ocorre a 595nm. O procedimento foi realizado em placa de 96 poços utilizando-se 

uma curva padrão feita com albumina de soro bovino (BSA, Bio-Rad, CA, EUA) 

diluída em tampão de reidratação IEF, contendo 10 pontos, em duplicata, 

distribuídos entre 0,012μg/μL a 0,7μg/μL. A diluição das amostras de líquor para 

quantificação depende da condição da mesma (em estado bruto, ou após depleção) 

e da etiologia de meningite (Tabela 2). Foram aplicados em cada poço 10μL de 

amostra, ou do ponto da curva padrão, e 200μL do reagente de Bradford diluído 1:4. 

Após homogeneização, os valores de absorbância a 595nm foram obtidos em um 

leitor de microplacas (SpectraMax 190 Absorbance Microplate Reader, Molecular 

Devices Inc., EUA).  As concentrações proteicas foram calculadas lançando-se os 

valores de absorbância na equação da reta derivada da curva padrão.   
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Tabela 2: Diluição de amostras de líquor para quantificação de proteínas 

 MP MM MV CTRL 

Amostras 

1:35 - 1:50 1:20 - 1:50 1:10 1:2 - 1:5 Estado bruto 

Após depleção 1:35 - 1:50 1:10 - 1:35 1:5 1:5 - 1:10 

As diluições das amostras de líquor dos pacientes, excetuando aqueles com meningite viral, 
foram empiricamente estimadas a partir da turbidez das amostras observadas a olho nu. 
MP: Meningite pneumocócica; MM: Meningite meningocócica; MV: Meningite viral; CTRL: 
controle. 

 

 

4.2.4 Eletroforese de proteínas  

 

4.2.4.1 Eletroforese Unidimensional – SDS-PAGE 

 

As proteínas do líquor foram separadas por eletroforese unidimensional em 

géis desnaturantes SDS-PAGE de acordo com o método de Laemmli (1970) (201), 

utilizando o sistema Mini-Protean II (Bio-Rad, CA, EUA). Foi utilizado 0,04μg de 

padrão 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 0,5μg de 

proteína, independente da etiologia e da condição de processamento (em estado 

bruto ou após depleção). Às amostras foi acrescentado o mesmo volume de tampão 

de amostra 2X [Tris-HCl a 0,06M, pH 6,8, SDS a 2% (m/v), β-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. Após 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 concentração a 4% de acrilamida e entrassem no gel de 

separação 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 

tampão de corrida utilizado é 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 Focalização isoelétrica (primeira dimensão) 

 

A separação de proteínas na primeira dimensão por focalização isoelétrica foi 

realizada de acordo com seu ponto isoelétrico em fitas de gradiente imobilizado de 

pH (IPG) de 7cm, pH 3-10NL (ReadyStripTM IPG Protean IEF (Bio-Rad, CA, EUA). 

As proteínas do líquor foram separadas. Para cada amostra do presente trabalho (e 

suas réplicas técnicas) foi aplicado 0,5µg de proteína em uma fita de IPG. Os 

experimentos de 2-DE destinados a identificação de proteínas por espectrometria de 

massas foram feitos com pools de amostras contendo 10, 40 e 100µg de proteína.  

Amostras de proteínas do líquor foram solubilizadas em tampão IEF [Ureia a 

8M, Tioureia a 2M, CHAPS a 4% (m/v), azul de bromofenol a 0,0025% (m/v), anfólito 

Bio-Lyte® 3-10 (Bio-Rad, CA, EUA) a 0,2% (v/v) e DTT a 65mM]  para um volume 

final de 125μL. A solução foi mantida sob agitação por uma hora à temperatura 

ambiente e, posteriormente, centrifugada por 30 minutos a 20.000g, à temperatura 

ambiente, para separação do material não solubilizado. Após a centrifugação, o 

sobrenadante foi aplicado ao longo de uma canaleta da bandeja de focalização 

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 à temperatura ambiente para a absorção da amostra. Após a incubação, 

adicionou-se óleo mineral. As fitas de IPG foram submetidas à reidratação e à 

focalização isoelétrica no equipamento PROTEAN IEF Cell (BioRad, CA, EUA) a 

20°C, com uma corrente máxima de 50μA por fita de IPG nas condições descritas a 

seguir: 1) reidratação passiva por 4 horas; 2) reidratação 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 
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hora e; 6) passo 4: 4.000V até 16.000V / h.  As fitas de IPG focalizadas foram 

utilizadas imediatamente para separação das proteínas pela segunda dimensão por 

SDS-PAGE. 

 

4.2.4.2.2 Equilíbrio das fitas de IPG 

 

O equilíbrio das fitas de IPG após a focalização isoelétrica confere às 

proteínas uma carga residual negativa e mantém as pontes dissulfeto reduzidas, 

para separação das proteínas por peso molecular (segunda dimensão) em SDS-

PAGE. Para isso, as proteínas foram reduzidas e alquiladas durante o equilíbrio. 

Para redução das pontes dissulfeto, o tampão usado era composto de Ureia a 6M, 

glicerol a 30% (v/v), SDS a 2% (m/v), Tris-HCl a 50mM pH 8,8, azul de bromofenol a 

0,001% (m/v) e DTT a 130mM, e, para alquilar as proteínas e prevenir sua 

reoxidação durante a eletroforese, utilizou-se o mesmo tampão descrito acima mas, 

ao invés de DTT, adicionou-se iodoacetamida a 135mM. Durante as duas etapas, a 

bandeja de equilíbrio contendo as fitas de IPG foi mantida sob lenta agitação à 

temperatura ambiente, por 10 minutos.  

 

4.2.4.2.3 SDS-PAGE (segunda dimensão) 

 

A separação das proteínas pela segunda dimensão 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 separação de proteínas, em sistema Mini-

Protean II (Bio-Rad, CA, EUA) e seladas com agarose a 0,5% (m/v) contendo 

0,0005% de azul de bromofenol. Foi utilizado 0,04μg de padrão 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 proteínas 
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penetrassem no gel de separação. 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 0,5µg de proteína foram corados com nitrato 

de prata, enquanto géis cujos spots seriam submetidos à análise por espectrometria 

de massas foram corados com Azul de Coomassie Coloidal G-250, como descrito a 

seguir.  

 

4.2.5 Coloração dos géis de poliacrilamida 

 

4.2.5.1 Impregnação por nitrato de prata 

 

Os géis foram fixados primeiramente com solução composta por etanol a 40% 

(v/v) e ácido acético a 10% (v/v) por 1,5h e, em seguida, com solução aquosa de 

etanol a 20% (v/v) por 10 minutos. Em seguida, os géis foram lavados com água 

Milli-Q por 10 minutos. A sensibilização foi feita com solução de ditionito de sódio 

0,3g/L, por um minuto, seguida de duas lavagens com água Milli-Q pelo mesmo 

tempo. Os géis foram, então, corados com solução de nitrato de prata a 2g/L, por 40 

minutos, e lavados por aproximadamente 30 segundos com água Milli-Q. Os géis 

foram revelados com solução de carbonato de potássio a 30mg/mL, tiossulfato de 

sódio a 10mg/mL e formaldeído a 37% (v/v) por aproximadamente cinco minutos. O 

bloqueio da revelação foi feito com solução de Tris-base a 40mg/ml e ácido acético a 

2% (v/v) por 30 minutos. Os géis foram armazenados em solução de etanol a 20% 

(v/v) a 4°C. Todas as etapas foram realizadas sob agitação constante, a temperatura 

ambiente. 

 

4.2.5.2 Coloração por Azul de Coomassie Coloidal G-250 

 

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

ortofosfórico a 2% (v/v) por 1,5h, sendo a solução trocada a cada 30 minutos. Em 
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seguida, foram feitas três lavagens de 10 minutos com solução de ácido 

ortofosfórico a 2% (v/v). A coloração foi feita em solução contendo ácido 

ortofosfórico a 2% (v/v), etanol a 18% (v/v) e sulfato de amônio a 15% (m/v) por 30 

minutos e, posteriormente, adicionou-se a esta solução 1% de seu volume de uma 

solução 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 géis foram armazenados em solução de sulfato de amônio a 12% 

(m/v). Todas as etapas foram realizadas sob agitação constante, a temperatura 

ambiente. 

 

4.2.6 Análise das imagens dos géis bidimensionais  

 

As imagens de géis uni e bidimensionais foram capturadas utilizando o 

densitômetro GS-800 (Bio-Rad, CA, EUA). O software PDQuest 8.0.1 (Bio-Rad, CA, 

EUA) foi usado para comparações entre as imagens dos géis bidimensionais. O 

tamanho e a orientação da imagem de cada gel foram ajustados com as ferramentas 

de recorte e rotação disponíveis no menu de imagem. Os spots proteicos foram 

detectados seguindo-se as instruções do manual do software PDQuest. A 

ferramenta spot-detection wizard automatiza o processo de seleção de parâmetros 

mais adequados para detecção dos spots proteicos. Estes parâmetros foram 

ajustados até que a maioria (95%) dos spots fosse detectada no gel. Os dados do 

objeto (spots) são 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, então o objeto é detectado como um 

spot. Após a etapa de detecção, a imagem original foi filtrada e suavizada criando-se 

imagens gaussianas para melhor definição do mapa proteico. Toda a análise 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 criação do matchset, os spots de diferentes géis da 

mesma etiologia foram alinhados e incluídos em uma imagem sintética (gel master) 

que agrupa as informações disponíveis acerca dos spots presentes no conjunto de 

géis de uma mesma análise.  
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Ao todo, doze géis de cada etiologia de meningite (representando seis 

indivíduos 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 interseção 

e os conjuntos união de cada grupo. O subconjunto interseção (∩) é formado 

pelos spots presentes em todos os 12 géis contendo as amostras de seis indivíduos 

de um dado grupo e o conjunto união (U) é formado pelos spots observados em 

pelo menos um dos 12 géis com as amostras de seis indivíduos de um dado grupo. 

Posteriormente, esses dados foram utilizados para a composição de uma matriz de 

presença, ou ausência, de todas as proteínas identificadas por espectrometria de 

massas em cada grupo de meningite ou controle. Esta matriz foi utilizada para a 

seleção das proteínas candidatas a biomarcadores para o diagnóstico diferencial 

das meningites.  

 

4.3 Identificação por espectrometria de massas 

 

4.3.1 Excisão dos spots  

 

Os spots selecionados para identificação por espectrometria de massas foram 

excisados manualmente dos géis com o auxílio de ponteiras universais. Depois de 

excisados, os spots foram transferidos para microtubos siliconizados de 0,5mL 

(Axygen, Inc., CA, EUA) pré-lavados com metanol, água e novamente metanol. 

Estas lavagens permitiram a eliminação de resíduos de plásticos presentes nos 

microtubos que frequentemente são verificados como interferentes em espectros de 

massas. Os microtubos contendo spots excisados foram armazenados a 4°C até a 

etapa de digestão tríptica, descrita a seguir. 
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4.3.2 Digestão tríptica em gel de poliacrilamida 

 

Antes da digestão com tripsina, os spots proteicos foram descorados em 

solução de acetonitrila a 50% (v/v) e bicarbonato de amônio a 25mM, pH 8,0 em 

duas lavagens de 15 minutos, sob agitação constante em vortex, intercaladas por 

uma lavagem por 16h sem agitação. Em seguida, os pedaços de gel foram 

desidratados em acetonitrila 100%. Após a remoção da acetonitrila, os pedaços de 

gel foram secados em Speed Vac (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) por 15 

minutos.  

As proteínas em gel foram digeridas com tripsina de acordo com protocolo de 

Shevchenko e colaboradores (202), com modificações. A tripsina (Trypsin Gold Mass 

Spectrometry, Promega, WI, EUA) foi ressuspendida em ácido acético a 50mM para 

a concentração de 1μg/μL e diluída em solução de bicarbonato de amônio a 40mM e 

acetonitrila a 10% (v/v) para concentração final de 20μg/mL. Os pedaços de gel 

foram incubados com 20μL dessa solução por uma hora à temperatura ambiente. 

Em seguida, foram acrescentados 50μL de bicarbonato de amônio a 40mM e 

acetonitrila a 10% (v/v) e a digestão das proteínas foi feita por 16h a 37°C. A solução 

resultante da digestão foi transferida para um novo tubo de 0,5mL e os peptídeos 

foram extraídos com 30μL de solução de ácido fórmico a 5% (v/v) e acetonitrila a 

50% (v/v) por 30 minutos, com agitação constante. A solução com os peptídeos 

extraídos foi removida e transferida para o tubo contendo a solução resultante da 

digestão. A extração foi repetida e, posteriormente, as soluções contendo os 

peptídeos extraídos de um mesmo spot foram reunidas em um mesmo tubo. As 

amostras foram concentradas para 10μL em Speed Vac (Eppendorf, Hamburgo, 

Alemanha). 

Os peptídeos resultantes da tripsinização foram dessalinizados através da 

micropurificação em ZipTip Pipette Tips ®C18 (Millipore, MA, EUA), seguindo-se as 

recomendações do fabricante. 
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4.3.3 Análise das proteínas por espectrometria de massas 

 

Os peptídeos gerados a partir da digestão tríptica foram analisados pela 

técnica de espectrometria de massas de desorpção a laser acoplado a medida de 

tempo de vôo (MALDI-ToF-ToF) utilizando-se o analisador de massas Proteomics 

5800 (AB Sciex) que pertence à Plataforma de Proteômica, subunidade 

Espectrometria de Massa – RJ (RPT02A) do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ – RJ. 

Os peptídeos foram co-cristalizados com 0,3μL de matriz composta por ácido α-

ciano-4-hidroxicinâmico a 10mg/mL (Sigma, MO, EUA) em  ácido trifluoro acético a 

0,1% (m/v),  acetonitrila a 50% (v/v) diretamente sobre uma placa de MALDI. A 

matriz é um composto que auxilia na ionização suave da amostra quando excitada 

pelo agente ionizador (laser). Os dados das análises de MS (peptídeos trípticos) e 

MS/MS (fragmentos de colisão) foram adquiridos com um laser com taxa de 

repetição de 1kHz. O número de tiros utilizado foi 2.000 para os modos MS e 

MS/MS. Os doze picos mais intensos, cuja relação sinal-ruído era superior a dois, 

foram selecionados como precursores para aquisição MS/MS, excetuando os picos 

oriundos de autólise da tripsina, ou provenientes da matriz. Também foram excluídos 

dessa análise fragmentos trípticos conhecidos da queratina. A calibração externa no 

modo MS foi realizada utilizando-se uma mistura de padrões de massa molecular de 

peptídeos contendo des-Arg1-Bradicinina (m/z = 904,47), angiotensina I (m/z = 

1296,69), Glu1-fibrinopeptídeo B (m/z = 1570,68) e de hormônio adrenocorticotrófico 

(ACTH) (7-38) (m/z = 3657,93). Espectros MS/MS foram externamente calibrados 

utilizando-se massas conhecidas dos fragmentos iônicos observados no espectro 

MS/MS de Glu1-fibrinopeptídeo B.  

 

4.3.4 Identificação de proteínas a partir dos espectros de massas  

 

Os espectros de massas dos peptídeos gerados pela digestão com tripsina 

(MS) e os dados de fragmentação dos peptídeos (MS/MS) foram utilizados para a 
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identificação de proteínas por busca em banco de dados através do software 

MASCOT, disponível em versão web (Matrix Science Ltd., Londres, Reino Unido; 

www.matrixscience.com). As análises foram feitas utilizando o banco de dados de 

proteínas não redundante do National Center for Biotechnology Information (NCBInr) 

restrito para Homo sapiens em 20 de julho de 2012. Foram toleradas no máximo 

duas falhas de clivagens para peptídeos semi-trípticos e uma variação de massa dos 

peptídeos de 100ppm e 0,3Da para MS/MS. A carga do peptídeo foi de +1. Como 

modificações pós-traducionais variáveis, que podem estar presentes ou não na 

sequência peptídica, foram permitidas carbamidometilação de cisteína (C), oxidação 

de metionina (M), deamidações de asparagina (N) e glutamina (Q) e formação de 

piroglutamato na porção N-terminal de glutamina (Gln-> pyro Glu).  

 

4.4 Previsão da localização celular das proteínas identificadas 

 

Utilizando-se a versão web do software SherLoc 2 (http://abi.inf.uni-

tuebingen.de/Services/SherLoc2) foi feita a previsão da localização celular das 

proteínas identificadas por espectrometria de massas. SherLoc 2 integra previsões 

de localização celular proteica a partir de quatro classificadores baseados na 

sequência de aminoácidos e um classificador baseado em mineração de textos da 

literatura científica da proteína de entrada. Os classificadores baseados em 

sequência utilizam quatro propriedades determinantes da separação intracelular de 

proteínas: 1) peptídeo terminal alvo; 2) sequência com sinal âncora; 3) composição 

de aminoácidos e, 4) presença ou ausência de 43 motivos obtidos previamente dos 

bancos de dados PROSITE (203) e NLSdb (204, 205). O classificador baseado em 

mineração de textos utiliza o conjunto de títulos e resumos de artigos científicos 

disponíveis no Pubmed associados com o nome e Swiss Prot ID de cada proteína. 

Cada classificador do tipo Máquinas de Vetores de Suporte (support vector machine 

– SVM) faz uma previsão da localização celular pela composição de um vetor que 

indica a probabilidade da proteína estar associada à localização prevista. Uma 

exceção é o classificador de 43 motivos cuja saída é um vetor binário indicando a 
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presença/ausência dos motivos na proteína. Os vetores de saída dos cinco 

classificadores são combinados para formar um vetor de entrada para o classificador 

SVM final. Este último classificador descreve um hiperplano que divide o espaço 

amostral em duas áreas. Os dados mais próximos do hiperplano e que definem a 

margem de separação são denominados vetores de suporte. A localização celular 

com a maior probabilidade é atribuída à proteína como previsão final. Como as 

proteínas podem pertencer a mais de uma localização celular, o SherLoc 2 fornece 

as várias localizações celulares possíveis juntamente com suas probabilidades em 

um sistema de ranqueamento, ao invés de uma única localização celular prevista 

(206).   

 

4.5 Previsão e análise de vias metabólicas e de sinalização canônicas e 

processos celulares associados com as meningites 

 

Buscando-se aprofundar o significado biológico dos resultados obtidos pela 

análise proteômica das amostras de líquor, as proteínas identificadas por 

espectrometria de massas foram analisadas utilizando-se o software MetaCore  

Analytical suite (GeneGo Inc.), que contém um banco de dados próprio curado 

manualmente, além de dados públicos e de bancos comerciais de acesso restrito 

(MetaCore™, GeneGo, St Joseph, MI, EUA). O banco de dados deste software 

contém informações de interações de proteína-proteína humana, proteína-DNA e 

proteína-RNA, além de pequenas moléculas, compostos químicos e drogas. Dentre 

as diversas opções de análises de dados disponíveis no MetaCore, a análise de 

enriquecimento (EA) é capaz de determinar vias metabólicas e de sinalização, 

funções biológicas e doenças associadas a uma dada lista de proteínas, além de 

permitir a visualização de mapas canônicos organizados hierarquicamente de 

acordo com a relevância de sua associação com os dados experimentais enviados 

ao software. Para esta análise, os Swiss Prot IDs das proteínas identificadas 

experimentalmente foram utilizados para obtenção de mapas de vias canônicas 

(GeneGo maps), processos celulares GeneGo, processos celulares Gene Ontology 

(GO) e classificação de doenças associadas à biomarcadores previamente 
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estabelecidos na literatura científica. Proteínas da lista de entrada podem ter 

interações físicas, e/ou funcionais (como ligação, fosforilação ou regulação 

transcricional) que são 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 distribuição 

hipergeométrica (207). A significância do teste é avaliada de acordo com o tamanho 

da interseção entre o conjunto de dados de entrada, fornecido pelo usuário, e o 

conjunto de proteínas correspondentes a uma via metabólica ou de sinalização 

canônica, disponível no banco de dados do MetaCore™. Ou seja, a probabilidade de 

se obter, aleatoriamente, uma interseção de determinado tamanho entre os dados 

de entrada e do software segue uma distribuição hipergeométrica, em que a 

hipótese é nula, isto é, os dados são independentes. O valor de p é calculado como 

a probabilidade de que a interseção aleatória entre os dados do usuário e do 

software apresente um tamanho determinado ou maior do que este. Cada 

histograma da EA estima a significância de uma sobreposição dos dados de entrada 

com cada sub-rede gerada pelo software, baseada na interseção da lista de entrada 

com a união de todas as sub-redes geradas pelo MetaCore™, em cada 

experimento. Duas considerações: 1) geralmente, nem todas as proteínas do dado 

de entrada podem estar associadas com nós das redes de interações do 

MetaCore™ e, 2) algumas proteínas podem corresponder a múltiplos nós e, ainda, 

alguns nós podem corresponder a múltiplas proteínas. Neste último caso, os nós 

representam complexos de proteínas.  

As vias metabólicas ou de sinalização canônicas são construídas 

previamente, pelo software, baseadas em propriedades comuns, tais como categoria 

Gene Ontology ou um conjunto de nós relacionado a uma determinada doença. 

  

4.6 Análises estatísticas 

 

As análises estatísticas dos dados de parâmetros citoquímicos do líquor 

obtidos dos prontuários de pacientes incluídos neste trabalho foram feitas com o 

pacote GraphPad Prism 5.0 (GraphPad software, CA, EUA). Assumindo-se que as 

variáveis não possuem uma distribuição normal, a análise foi feita usando-se o teste 
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de Kruskal-Wallis para comparação entre as medianas de todos os grupos. Quando 

esta diferença foi estatisticamente significativa, estes foram comparados, par-a-par, 

com o teste de Mann-Whitney U. As diferenças foram consideradas significativas 

quando os valores de p foram menores que 0,05. O cálculo dos valores de 

sensibilidade e especificidade dos parâmetros citoquímicos para as meningites foi 

realizado a partir do teste de Fisher. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Análise do líquor de pacientes com meningite 

 

Os resultados de exames dos parâmetros citoquímicos do líquor, a saber: 

contagem total e diferencial de leucócitos, proteínas totais e glicose dos pacientes 

com meningite bacteriana (pneumocócica ou meningocócica), meningite viral e 

indivíduos controles que participaram deste trabalho foram coletados a partir da 

revisão dos prontuários para comparação com dados pré-estabelecidos na literatura 

científica. 

A avaliação do parâmetro contagem total de leucócitos demonstrou diferenças 

significativas entre os pacientes com meningites bacterianas em comparação 

àqueles com meningite viral ou controles e entre estes dois últimos (Figura 1). Os 

valores de mediana da contagem de leucócitos no líquor encontrados para pacientes 

com meningite pneumocócica (MP) e meningite meningocócica (MM) (MP: 1.199 

células/mm3 e MM: 4.680 células/mm3) foram significativamente superiores aos 

encontrados para pacientes com meningite viral (MV) e controles (CTRL) (MV: 44,5 

células/mm3 e CTRL: 2 células/mm3). Entretanto, foram observados sobreposições 

dos valores de leucócitos, por exemplo, entre os pacientes com meningite 

meningocócica e meningite viral (Figura 1), o que inviabiliza a discriminação entre 

estes pacientes. 
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Figura 1: Contagem 
global de leucócitos 
no líquor de pacientes 
com meningite e 
controles. O teste de Kruskal-Wallis foi realizado para comparação entre as medianas de 
todos os grupos (valor de p = 0.0003). A comparação par-a-par entre os grupos foi feita com 
o teste de Mann-Whitney U (GraphPad Prism 5.0). MP: meningite pneumocócica; MM: 

meningite meningocócica; MV: meningite viral; CTRL: controle. * = p < 0,01. 

 

A concentração de proteínas no líquor é considerada um dos indicadores 

mais sensíveis de patologias no SNC (114). Os resultados demonstraram diferenças 

significativas entre os pacientes com meningite bacteriana (MP: 260,5mg/dL e MM: 

194,5mg/dL) em relação àqueles com meningite viral (MV: 31,5mg/dL) ou controles 

(CTRL: 25mg/dL) (p < 0.01) (Figura 2), mas não entre esses dois últimos, tendo em 

vista que ambos apresentaram valores de concentração de proteína dentro dos 

valores normais (18 a 58mg/dL). Apesar dos níveis de proteínas totais no líquor de 

indivíduos normais serem levemente distintos dos observados em pacientes com 

meningite viral, o valor de mediana destes últimos está incluído no intervalo 

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

 
As análises realizadas para os parâmetros contagem diferencial de leucócitos 

polimorfonucleares (PMN) e glicose total no líquor não revelaram diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos investigados (Figuras 3-4).   

Os valores de mediana encontrados para contagem diferencial de leucócitos em 

pacientes com meningite bacteriana (MP: 91% e MM: 94%) foram superiores 

àqueles encontrados em pacientes com meningite viral (MV: 43%) e controles 

(CTRL: 54%), mas as diferenças não foram estatisticamente significativas (p > 0.05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Contagem 
diferencial de 

leucócitos polimorfonucleares no líquor de pacientes com meningite e controles. O 
teste de Kruskal-Wallis foi realizado para comparação entre as medianas de todos os grupos 
(valor de p = 0.066). (GraphPad Prism 5.0). MP: meningite pneumocócica; MM: meningite 
meningocócica; MV: meningite viral; CTRL: controle; %PMN: porcentagem de leucócitos 
polimorfonucleares. 



81 
 

Os valores de mediana para glicose no líquor encontrados para pacientes 

com meningite pneumocócica (22,5mg/dL) foram inferiores aos encontrados para 

pacientes com meningite meningocócica (41mg/dL). Todos os pacientes com 

meningite viral e controles apresentaram concentração de glicose dentro dos valores 

normais (> 40mg/dL).  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Glicose no líquor de pacientes com meningite e controles. O teste de Kruskal-
Wallis foi realizado para comparação entre as medianas de todos os grupos (valor de p = 
0.050). (GraphPad Prism 5.0). MP: meningite pneumocócica; MM: meningite meningocócica; 

MV: meningite viral; CTRL: controle. 

 

 Portanto, em nossa pequena casuística nenhum dos parâmetros citoquímicos 

clássicos, quando analisados isoladamente, mostrou-se suficientemente sensível e 

específico para o diagnóstico diferencial das meningites pneumocócica, 

meningocócica ou viral (Tabela 3). Esses resultados, interpretados conjuntamente 

com os sinais clínicos dos pacientes e os exames microbiológicos, permitiram-nos 

confirmar que os quatro grupos experimentais que foram investigados nas etapas 

seguintes deste trabalho eram compostos por amostras representativas de realidade 

clínica. Nem sempre os valores canônicos para glicorráquia, proteinorráquia, 

contagem global e diferencial de leucócitos foram observados nestes grupos.   
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Tabela 3: Valores de sensibilidade e especificidade dos parâmetros 
citoquímicos do líquor para as meningites 
 

  MP MM MV 

Parâmetro 
Citoquímico 

MV  ou  MB Sens/Espec Sens/Espec Sens/Espec 

Leucócitos 
(células/mm3) 

 

< 1000 ou > 1000 50% / 100% 66% / 100% 83% / 0 
 

PMN 
 
 

< 50 ou > 50 100% / 50% 83% / 50% 50% / 50% 
  

Proteína 
(mg/dL) 

 

< 100 ou > 100 100% /100% 66% / 100% 0 / 0 
 

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 parâmetro citoquímico, por etiologia de meningite. Os valores de 
referência dos parâmetros citoquímicos foram compilados dos artigos científicos: (117, 152, 
209-213). MB: meningite bacteriana; MP: meningite pneumocócica; MM: meningite 
meningocócica; MV: meningite viral; sens: sensibilidade; espec: especificidade; PMN: 
células polimorfonucleares.  
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5.2 Processamento das amostras de líquor 

 

O líquor contém pequenas moléculas, sais, peptídeos, proteínas e enzimas 

que desempenham papéis críticos em diversos processos fisiológicos. Para 

aperfeiçoar a resolução da eletroforese bidimensional é necessária a remoção da 

maior parte do conteúdo salino do líquor a fim de eliminar possíveis interferentes 

(214).  

A precipitação de proteínas utilizando-se acetona gelada (-20°C) é 

amplamente empregada em processamento de amostras para análises proteômicas 

devido à simplicidade da técnica e alto rendimento (recuperação de até 94% das 

proteínas) (214-216). No presente trabalho, a precipitação de proteínas com acetona 

foi realizada antes e após a depleção de albumina e IgG presentes no líquor, com o 

objetivo de obter quantidade proteica suficiente para os subsequentes experimentos 

de análises comparativas de géis bidimensionais individuais e posterior identificação 

proteica por espectrometria de massas. Em condições normais, cerca de 100-350μL 

de líquor são necessários para obtenção de aproximadamente 70μg de proteína 

(214). Amostras de líquor em estado bruto de pacientes com meningite viral e 

controles apresentaram concentração proteica muito inferior às concentrações 

proteicas das amostras de líquor de pacientes com meningite bacteriana (Tabela 4). 

É importante ressaltar que, do conteúdo proteico total do líquor, mais de 50% 

corresponde à albumina e 15% ou mais, às imunoglobulinas (214). Por conseguinte, 

a depleção das proteínas abundantes é essencial para a detecção de proteínas 

menos representativas no líquor. Para obtenção de quantidade de proteína 

suficiente para as etapas posteriores do presente trabalho, o dobro do volume de 

líquor foi utilizado para amostras de pacientes com meningite viral e controles em 

comparação com pacientes com meningites bacterianas (Tabela 4). 

O kit comercial utilizado neste trabalho para depleção de albumina e 

imunoglobulina G (IgG) foi desenvolvido originalmente para amostras de soro, que 

possuem concentrações de proteína muito superiores às do líquor. Por isso, optou-

se pela concentração de proteínas das amostras de líquor por precipitação com 

acetona previamente à depleção de albumina e IgG. Desta maneira, foi possível 

utilizar um volume maior de líquor em uma mesma coluna, sem que houvesse 

saturação da mesma, adequando o volume da amostra a ser aplicado às colunas do 
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kit para um volume final de 100μL. A coluna do kit de depleção foi projetada para até 

50μL de plasma não diluído que possui, aproximadamente, 40mg/mL de albumina e 

15mg/mL de IgG.  

Os eluatos da coluna de depleção foram novamente precipitados com 

acetona e a quantidade média de proteína obtida por amostra de líquor de pacientes 

com meningite bacteriana a partir de 300μL foi de 31 e 60μg para as formas 

meningocócicas e pneumocócicas, respectivamente. Obviamente, as amostras de 

líquor de indivíduos controles e pacientes com meningite viral apresentaram 

rendimento proteico muito inferior: média de 4,2 e 7,6μg, respectivamente a partir de 

600μL de líquor (Tabela 4). Os resultados de concentração proteica das amostras 

brutas de líquor dos pacientes demonstrados na Tabela 4 diferem dos encontrados 

na Figura 2 porque pode ter havido perda proteica durante o processamento das 

amostras de líquor ou nas precipitações das amostras feitas previamente ao método 

de quantificação por Bradford, cujo resultado é apresentado na Tabela 4.  

 

 

Tabela 4: Concentração proteica de amostras de líquor bacterianas, virais e 
controles 

 

Processamento MP MM MV CTRL 

[ ]  proteica inicial (µg/µL) 

mediana  
8,16 6,46 0,18 0,24 

Volume bruto (µL) 300 a 350 300 a 350 550 a 600 550 a 600 

1ª concentração com 

acetona  

(média do nº de vezes) 

35X 31X 45X 38X 

Volume de eluato após 

depleção (µL) 
300 300 300 300 

2ª concentração com 

acetona 
20X 20X 20X 20X 

[ ] proteica final (µg/µL) 

mediana  
2,12 2,40 0,51 0,32 

MP: meningite pneumocócica; MM: meningite meningocócica; MV: meningite viral; CTRL: 
controle; [ ]: concentração; nº: número. 
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  5.2.1 Eletroforese Unidimensional – SDS-PAGE 

 

Amostras de líquor dos seis pacientes com cada etiologia de meningite 

estudada e do grupo controle contendo 0,5μg de proteína foram analisadas por 

SDS-PAGE unidimensional em seu estado bruto e após a depleção de albumina e 

IgG e concentração com acetona, de acordo com Laemmli (201). A eletroforese de 

proteínas do líquor em estado bruto permitiu verificar que as proteínas presentes nas 

amostras de líquor estudadas não estavam degradadas. A presença de bandas bem 

definidas de alto e baixo peso molecular e a ausência de arraste permitiram esta 

constatação. Além disso, a visualização dos perfis proteicos de cada amostra de 

líquor nas duas condições – em estado bruto e após depleção – confirmou a eficácia 

do processo de depleção à medida que a redução da banda de massa molecular 

correspondente à albumina (66,2kDa) pode ser facilmente verificada em todas as 

amostras de meningite e controles, como exemplificado por meningite pneumocócica 

(Figura 5). A quantidade de albumina em amostras biológicas é superior a de IgG, 

por isso a visualização da depleção de albumina é mais evidente. Por outro lado, 

esse processo de depleção é incapaz de eliminar todo o conteúdo de albumina da 

amostra podendo haver resquícios dessa proteína nas amostras de líquor após a 

depleção. As bandas correspondentes às cadeias leve e pesada de IgG  (cadeia 

leve: 22kDa; cadeia pesada: 50kDa) (3) não foram observadas em todas as 

amostras em estado bruto.  
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Figura 5: Perfil eletroforético de amostras de líquor de pacientes com meningite. 1-4: 
amostras de líquor de pacientes com meningite pneumocócica em estado bruto (1 e 3) e 
após depleção de albumina e IgG (2 e 4). Foi aplicado 0,5μg de proteína por amostra e os 
géis unidimensionais foram corados por nitrato de prata. PM: padrão de massa molecular 
Broad-Range (Bio-Rad). A seta vermelha indica a banda de albumina depletada (66,2kDa). 

 

5.2.2 Eletroforese bidimensional e análise proteômica do líquor de 

pacientes com meningite 

 

Foram confeccionados doze géis bidimensionais contendo 0,5 μg de 

proteínas do líquor (representando amostras de seis indivíduos e suas duplicatas 

técnicas) para cada etiologia de meningite estudada e grupo controle, totalizando 48 

géis (Figuras 6-9). A quantidade de proteína utilizada para a confecção dos géis 

bidimensionais foi suficiente para a detecção de um número de spots informativos 

para a análise. As imagens digitalizadas dos géis bidimensionais foram utilizadas 

para a análise qualitativa do proteoma do líquor, isto é, a comparação dos perfis 

proteicos de líquor de pacientes com meningite pneumocócica, meningite 

meningocócica e meningite viral entre si, além da comparação entre estes últimos e 

os perfis proteicos obtidos de líquor de indivíduos controles. 
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Figura 6: Géis bidimensionais de proteínas do líquor de pacientes com meningite pneumocócica. Os painéis A-F correspondem aos 
géis bidimensionais representativos das duplicatas técnicas dos pacientes 1 a 6, respectivamente. A numeração dos pacientes corresponde 
àquela feita na Tabela 1. Padrão de peso molecular (Broad Range -Bio-Rad).  
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Figura 7: Géis bidimensionais de proteínas do líquor de pacientes com meningite meningocócica. Os painéis A-F correspondem aos 
géis bidimensionais representativos das duplicatas técnicas dos pacientes 1 a 6, respectivamente. A numeração dos pacientes corresponde 
àquela feita na Tabela 1. Padrão de peso molecular (Broad Range -Bio-Rad). 
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Figura 8: Géis bidimensionais de proteínas do líquor de pacientes com meningite viral. Os painéis A-F correspondem aos géis 
bidimensionais representativos das duplicatas técnicas dos pacientes 1 a 6, respectivamente.  A numeração dos pacientes corresponde àquela 
feita na Tabela 1. Padrão de peso molecular (Broad Range -Bio-Rad). 
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Figura 9: Géis bidimensionais de proteínas do líquor de indivíduos controles. Os painéis A-F correspondem aos géis bidimensionais 
representativos das duplicatas técnicas dos pacientes 1 a 6, respectivamente. A numeração dos pacientes corresponde àquela feita na Tabela 
1. Padrão de peso molecular (Broad Range -Bio-Rad). 
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A análise qualitativa dos géis bidimensionais foi feita utilizando-se o programa 

PDQuest 8.0 (Bio-Rad, CA, EUA), baseada na presença ou na ausência dos spots 

encontrados nos géis dos pacientes para cada etiologia de meningite estudada, ou 

dos indivíduos controles. Inicialmente, a detecção dos spots foi realizada 

automaticamente pelo software, seguida da adição de spots inicialmente não 

detectados ou remoção manual de artefatos detectados pelo software. 

Para cada etiologia de meningite e para o grupo de indivíduos controles foram 

formados os respectivos subconjuntos interseção compostos por spots presentes em 

todos os 12 géis bidimensionais contendo as amostras de seis indivíduos de um 

dado grupo e conjuntos união compostos pelos spots observados em pelo menos 

um dos 12 géis bidimensionais com as amostras dos seis indivíduos de um dado 

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

 

 

Tabela 5: Número de spots que compõem os subconjuntos interseção e 
conjuntos união do líquor de pacientes com meningite e controles  

 

 MP MM MV CTRL 

União (U) 170 105 75 121 

Interseção (∩) 23 33 27 17 

MP: meningite pneumocócica; MM: meningite meningocócica; MV: meningite viral; CTRL: 
controle. 
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 Figura 10: Imagem do conjunto união e do subconjunto interseção de pacientes com meningite pneumocócica. O painel A mostra os 
spots do conjunto união do grupo de pacientes com meningite pneumocócica destacado em uma imagem do gel master obtido a partir da 
análise com o software PDQuest dos doze géis bidimensionais deste grupo. O painel B mostra o subconjunto interseção de spots dos 
pacientes com meningite pneumocócica detectado na imagem de um dos géis bidimensionais da análise corado com nitrato de prata. A 
numeração dos spots (p.1 a p.23) é a mesma usada na identificação por MS/MS, como listado nas tabelas do Apêndice I.  
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Figura 11: Imagem do conjunto união e do subconjunto interseção de pacientes com meningite meningocócica. O painel A mostra os 
spots do conjunto união do grupo de pacientes com meningite meningocócica destacado em uma imagem do gel master obtido a partir da 
análise com o software PDQuest dos doze géis bidimensionais deste grupo. O painel B mostra o subconjunto interseção de spots dos 
pacientes com meningite meningocócica detectado na imagem de um dos géis bidimensionais da análise corado com nitrato de prata. A 
numeração dos spots (m.1 a m.33) é a mesma usada na identificação por MS/MS, como listado nas tabelas do Apêndice I. 
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Figura 12: Imagem do conjunto união e do subconjunto interseção de pacientes com meningite viral. O painel A mostra os spots do 
conjunto união do grupo de pacientes com meningite viral destacado em uma imagem do gel master obtido a partir da análise com o software 
PDQuest dos doze géis bidimensionais deste grupo. O painel B mostra o subconjunto interseção de spots dos pacientes com meningite viral 
detectado na imagem de um dos géis bidimensionais da análise corado com nitrato de prata. A numeração dos spots (v.1 a v.27) é a mesma 
usada na identificação por MS/MS, como listado nas tabelas do Apêndice I. 
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  Figura 13: Imagem do conjunto união e do subconjunto interseção do grupo de indivíduos controles. O painel A mostra os spots 
do conjunto união do grupo de indivíduos controles destacado em uma imagem do gel master obtido a partir da análise com o software 
PDQuest dos doze géis bidimensionais deste grupo. O painel B mostra o subconjunto interseção de spots dos indivíduos controles detectado 
na imagem de um dos géis bidimensionais da análise corado com nitrato de prata.  
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 A comparação dos subconjuntos interseção do grupo de pacientes com cada 

etiologia de meningite estudada com os conjuntos união do grupo de pacientes com 

as outras etiologias de meningite ou de indivíduos controles resultou em spots 

distintivos que foram encontrados apenas no subconjunto interseção de cada 

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

 

CONJUNTOS UNIÃO 

 CTRL 

(121 spots)  

MP  

(170 spots) 

MM  

(105 spots) 

MV  

(75 spots) 

SUBCONJUNTOS 

INTERSEÇÃO 
Comum Distintivo Comum Distintivo Comum Distintivo Comum Distintivo 

MP 

(23 spots) 
20 3 - - 19 4 15 8 

MM 

(33 spots) 
12 21 24 9 - - 19 14 

MV 

(27 spots) 
20 7 16 11 16 11 - - 

MP: meningite pneumocócica; MM: meningite meningocócica; MV: meningite viral; CTRL: controle. 
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Figura 14: Gel master do subconjunto interseção de pacientes com meningite pneumocócica em comparação aos conjuntos união de 
indivíduos controles e demais etiologias de meningite. Os spots marcados de vermelho ocorrem no subconjunto interseção do grupo de 
pacientes com meningite pneumocócica, mas não nos conjuntos união do grupo controle (painel A: 3 spots) ou das demais etiologias de 
meningite – meningocócica (painel B: 4 spots) e viral (painel C: 8 spots). Os spots marcados de azul são comuns ao subconjunto interseção do 
grupo de pacientes com meningite pneumocócica e aos conjuntos união do grupo controle ou demais etiologias de meningite. 
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Figura 15: Gel master do subconjunto interseção de pacientes com meningite meningocócica em comparação aos conjuntos união 
de indivíduos controles e demais etiologias de meningite. Os spots marcados de vermelho ocorrem no subconjunto interseção do grupo de 
pacientes com meningite meningocócica, mas não nos conjuntos união do grupo controle (painel A: 21 spots) ou das demais etiologias de 
meningite – pneumocócica (painel B: 9 spots) e viral (painel C: 14 spots). Os spots marcados de azul são comuns ao subconjunto interseção 
do grupo de pacientes com meningite meningocócica e aos conjuntos união do grupo controle ou demais etiologias de meningite. 
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Figura 16: Gel master do subconjunto interseção de pacientes com meningite viral em comparação aos conjuntos união de 
indivíduos controles e demais etiologias de meningite. Os spots marcados de vermelho ocorrem no subconjunto interseção do grupo de 
pacientes com meningite viral, mas não nos conjuntos união do grupo controle (painel A: 7 spots) ou das demais etiologias de meningite – 
pneumocócica (painel B: 11 spots) e meningocócica (painel C: 11 spots). Os spots marcados de azul são comuns ao subconjunto interseção 
do grupo de pacientes com meningite viral e aos conjuntos união do grupo controle ou demais etiologias de meningite. 
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Os resultados das análises comparativas entre os spots do subconjunto 

interseção de pacientes com meningite pneumocócica e os spots do conjunto união 

do grupo controle e das outras etiologias de meningite resultaram em spots únicos 

do subconjunto interseção dos pacientes com meningite pneumocócica, conforme 

apresentado na Figura 17. 

 

Figura 17: Diagrama de Venn para a distribuição de spots do subconjunto interseção 
de meningite pneumocócica. Foram encontrados somente dois spots únicos do 
subconjunto interseção do grupo de pacientes com meningite pneumocócica após as 
análises comparativas entre o subconjunto interseção de meningite pneumocócica e os 
conjuntos união com as outras etiologias de meningite e do grupo controle (n = 23 spots).  

 

 

Os resultados das análises comparativas entre os spots do subconjunto 

interseção de pacientes com meningite meningocócica e os spots do conjunto união 

do grupo controle e das outras etiologias de meningite resultaram em spots únicos 

do subconjunto interseção dos pacientes com meningite meningocócica, conforme 

apresentado na Figura 18. 
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Figura 18: Diagrama de Venn para a distribuição de spots do subconjunto interseção 
de meningite meningocócica. Foram encontrados cinco spots únicos do subconjunto 
interseção do grupo de pacientes com meningite meningocócica após as análises 
comparativas entre o subconjunto interseção de meningite meningocócica e os conjuntos 
união com as outras etiologias de meningite e do grupo controle (n = 33 spots). 
 
 
Os resultados das análises comparativas entre os spots do subconjunto interseção 

de pacientes com meningite viral e os spots do conjunto união do grupo controle e 

das outras etiologias de meningite resultaram em spots únicos do subconjunto 

interseção dos pacientes com meningite viral, conforme apresentado na Figura 19. 
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Figura 19: Diagrama de Venn para a distribuição de spots do subconjunto interseção 
de meningite viral. Foram encontrados quatro spots únicos do subconjunto interseção do 
grupo de pacientes com meningite viral após as análises comparativas entre o subconjunto 
interseção de meningite viral e os conjuntos união dos grupos com as outras etiologias de 
meningite e do grupo controle (n = 27 spots). 

 

 

 Sendo assim, os spots únicos encontrados nos subconjuntos interseção de 

cada etiologia de meningite foram selecionados para identificação por 

espectrometria de massas para posterior composição do modelo preditivo qualitativo 

das meningites (Figura 20).  
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 Figura 20: Imagem de spots únicos para as meningites. As imagens mostradas correspondem a um dos géis bidimensionais utilizados nas 
análises comparativas, corados com nitrato de prata, sendo que a imagem do painel A mostra os spots únicos do subconjunto interseção do 
grupo de pacientes com meningite pneumocócica (p.5 e p.23), no painel B, os spots únicos do subconjunto interseção do grupo de pacientes 
com meningite meningocócica (m.17, m.20, m.22, m.25 e m.30) e, no painel C, os spots únicos do subconjunto interseção do grupo de 
pacientes com meningite viral (v.1, v.3, v.25 e v.27). Alguns spots únicos foram marcados com círculos vermelhos para melhor visualização 
(MP: p.5; MM: m.17, m.25 e m.30).  

PM 
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5.3 Identificação de proteínas por espectrometria de massas 

 

5.3.1 Géis bidimensionais de proteínas de pool do líquor de pacientes 

com meningite 

 

A análise comparativa das imagens dos géis bidimensionais com proteínas do 

líquor de pacientes com meningite e controles possibilitou a seleção de spots 

proteicos que correspondem a potenciais biomarcadores para cada etiologia de 

meningite. 

Para obter spots com quantidade de proteína suficiente para a espectrometria 

de massas, géis bidimensionais foram confeccionados com pool de amostras de 

líquor de três pacientes com meningite pneumocócica, ou meningite meningocócica 

ou meningite viral, selecionadas aleatoriamente entre aquelas utilizadas na etapa 

anterior de análise comparativa dos proteomas. Para cada etiologia de meningite, 

três géis bidimensionais foram confeccionados contendo 10, 40 e 100μg de proteína 

a fim de aumentar a probabilidade de sucesso na identificação das proteínas por 

espectrometria de massas (Figuras 21-23). Os géis bidimensionais confeccionados 

com menor quantidade de proteína (10μg) apresentam um perfil de separação de 

spots mais semelhante aos géis utilizados na análise comparativa. Entretanto, a 

quantidade de proteína presente em cada spot pode não ser suficiente para sua 

identificação por espectrometria de massas. Por isso, foram utilizados os outros géis 

com quantidade maior de proteína.  
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Figura 21: Géis bidimensionais de pool de proteínas do líquor de pacientes com meningite pneumocócica. Os painéis A, B e C 
correspondem aos géis bidimensionais de pool contendo 10, 40 e 100μg de proteínas de líquor de pacientes com meningite pneumocócica, 
respectivamente. Para a focalização isoelétrica, proteínas do líquor de pacientes com meningite foram aplicados em fitas de IPG de sete 
centímetros com gradiente de separação não linear de pH 3-10. Posteriormente, as proteínas focalizadas foram separadas por eletroforese em 
géis de poliacrilamida a 12% e coradas com Azul de Coomassie Coloidal G-250. O padrão de massa molecular utilizado foi o Broad-Range 
(Bio-Rad). 

 

A B

 

C A C 
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Figura 22: Géis bidimensionais de pool de proteínas do líquor de pacientes com meningite meningocócica. Os painéis A, B e C 
correspondem aos géis bidimensionais de pool contendo 10, 40 e 100μg de proteínas de líquor de pacientes com meningite meningocócica, 
respectivamente. Para a focalização isoelétrica, proteínas do líquor de pacientes com meningite foram aplicados em fitas de IPG de sete 
centímetros com gradiente de separação não linear de pH 3-10. Posteriormente, as proteínas focalizadas foram separadas por eletroforese em 
géis de poliacrilamida a 12% e coradas com Azul de Coomassie Coloidal G-250. O padrão de massa molecular utilizado foi o Broad-Range 
(Bio-Rad). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B C 
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Figura 23: Géis bidimensionais de pool de proteínas do líquor de pacientes com meningite viral. Os painéis A, B e C correspondem aos 
géis bidimensionais de pool contendo 10, 40 e 100μg de proteínas de líquor de pacientes com meningite viral, respectivamente. Para a 
focalização isoelétrica, proteínas do líquor de pacientes com meningite foram aplicados em fitas de IPG de sete centímetros com gradiente de 
separação não linear de pH 3-10. Posteriormente, as proteínas focalizadas foram separadas por eletroforese em géis de poliacrilamida a 12% 
e coradas com Azul de Coomassie Coloidal G-250. O padrão de massa molecular utilizado foi o Broad-Range (Bio-Rad). 

 

A B C 
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Dos 695 spots proteicos submetidos à espectrometria de massas, 553 (80%) 

foram identificados e correspondem a 131 proteínas diferentes. Destas, 37 proteínas 

correspondem a spots que pertencem aos subconjuntos interseção das meningites 

pneumocócica, meningocócica ou viral. Estes spots proteicos que foram 

identificados estão listados no Apêndice I. O segundo objetivo deste trabalho é 

analisar a distribuição, no interatoma humano, das proteínas associadas às 

meningites para o melhor entendimento dos mecanismos patofisiológicos 

relacionados à doença e sugestão de novos alvos terapêuticos. Por isso, além dos 

spots pertencentes aos subconjuntos interseção do grupo de pacientes com 

meningite e ausentes nos conjuntos união das outras etiologias da doença ou de 

indivíduos controles, buscou-se a identificação de todos os spots dos conjuntos 

união de cada etiologia de meningite. 

A maioria dos spots únicos dos subconjuntos interseção de cada etiologia de 

meningite foi descartada como potencial biomarcador, após a identificação por 

espectrometria de massas, por se tratar de spots cuja proteína identificada foi 

também encontrada em outros spots dos géis bidimensionais. A mesma proteína 

pode estar presente em mais de um spot possivelmente devido à ocorrência de 

modificações pós-traducionais, tais como carbonilação, fosforilação e metilação e a 

proteólise in vivo (217), via proteassoma e lisossoma, como revisado por (218). Por 

exemplo, os dois spots únicos do subconjunto interseção de meningite 

pneumocócica (Figura 17) correspondem às proteínas transtiretina e α-1-

antitripsina, que também foram identificadas para todas as etiologias de meningite 

em outros spots. Desse modo, somente dois spots considerados únicos do 

subconjunto interseção do grupo de pacientes com meningite meningocócica foram 

utilizados para compor o modelo preditivo para as meningites (m.17 e m.25). Além 

destes, cinco spots pertencentes aos subconjuntos interseção de meningite 

pneumocócica (p.16, p.20 e p.21) e de meningite meningocócica (m.29 e m.31) 

foram selecionados utilizando-se uma matriz de presença (1) ou ausência (0) 

composta pela lista de todas as proteínas correspondentes aos spots pertencentes 

aos subconjuntos interseção identificadas por espectrometria de massas (Tabelas 7-

9). Nesta matriz, as proteínas foram classificadas como presentes ou ausentes para 

cada subconjunto interseção e conjunto união das etiologias de meningite ou 

controles. Portanto, esta matriz permitiu a seleção dos cinco spots que, juntamente 
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com os dois spots únicos pertencentes ao subconjunto interseção de meningite 

meningocócica, correspondem às quatro proteínas utilizadas para construção do 

modelo preditivo diagnóstico das meningites, apresentado na seção seguinte do 

presente trabalho. 

Trabalhos anteriores investigaram a presença de citocinas e quimiocinas 

inflamatórias no líquor de pacientes com meningite, identificando, por exemplo, IL-6, 

IL-1β, TNF-α, IL-10, quimiocinas da família CXC (IL-8) e fatores de crescimento 

(135-139). Nenhuma destas proteínas foi identificada no presente estudo. Isto pode 

ser devido à ligação destas proteínas a outras proteínas mais abundantes (e.g. 

albumina) que foram depletadas na etapa de processamento do líquor (219, 220).  

Jesse e colaboradores (197) realizaram análise proteômica comparativa do 

líquor de pacientes com meningite bacteriana e viral. Nesse estudo, Jesse e 

colaboradores incluíram pacientes com meningite causada por quatro agentes 

etiológicos 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 único de pacientes com meningite bacteriana. Dentre 

as seis proteínas selecionadas como candidatas a marcadores para o diagnóstico 

diferencial das meningites, três também foram identificadas no presente estudo 

(haptoglobina, fibrinogênio de cadeia β e prostaglandina-D-sintase). Entretanto, no 

presente estudo, estas proteínas pertenciam aos conjuntos união de grupos de 

pacientes com meningites e, portanto, excluídas da seleção de candidatos a 

biomarcadores das meningites. Haptoglobina foi identificada nos conjuntos união do 

grupo de pacientes com MP, MM e MV. Fibrinogênio de cadeia β foi identificado nos 

conjuntos união do grupo de pacientes somente com meningite bacteriana e 

prostaglandina-D-sintase foi identificada apenas no conjunto união do grupo de 

pacientes com meningite viral. A proteína GFAP que foi selecionada e validada por 

ensaio imunoenzimático por Jesse e colaboradores não foi encontrada no presente 

estudo, possivelmente devido à baixa quantidade (0,5μg) de proteína utilizada para a 

confecção dos géis bidimensionais na etapa de definição dos conjuntos união de 

spots de cada grupo investigado.  

Goonetilleke e colaboradores (199) investigaram proteínas do líquor de 

pacientes sobreviventes ou que evoluíram para óbito devido à meningite 

pneumocócica. Neste trabalho, perfis proteicos de pool de amostras de líquor de 

pacientes com meningite pneumocócica, sobreviventes ou óbitos, foram comparados 
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entre si e com perfil proteicos das amostras de líquor do grupo de indivíduos 

normais. Esses autores relataram que mais de 2.400 proteínas identificadas são 

diferencialmente expressas como resultado da meningite. Dentre as proteínas 

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 proteína teve seu nível de 

expressão diminuído em pacientes que evoluíram para óbito devido à meningite 

pneumocócica, o que será discutido na próxima seção do presente trabalho. As 

demais proteínas comumente identificadas por Goonetilleke e pelo presente estudo 

pertenciam aos conjuntos união do grupo de pacientes com meningite 

pneumocócica, meningocócica ou viral.     
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Tabela 7: Matriz dos spots do subconjunto interseção do grupo de pacientes com meningite pneumocócica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A numeração dos spots (p.1 a p.23) é a mesma usada na identificação por MS/MS como listado nas tabelas do Apêndice I.  
∩: subconjunto interseção; U: conjunto união; MM: meningite meningocócica; MV: meningite viral; Ctrl: controle. 

 

     

                                                                      Spots  Revisado após identificação proteica 

Spot Proteína ∩ MM ∩ MV U MM U MV U Ctrl gi ∩ MM ∩ MV U MM U MV U Ctrl 

p.1 α-2-HS-glicoproteína  0 0 0 0 1 112910 0 0 1 1 1 
p.2 α-1-antitripsina 

α-1-antitripsina 
α-1-antitripsina 
α-1-antitripsina 

0 0 0 0 1 6137432 1 1 1 
1 
1 
1 

1 1 
p.3 0 0 1 1 1 6137432 1 1 1 1 
p.4 0 0 1 1 1 6137432 1 1 1 1 
p.5 0 0 0 0 0 6137432 1 1 1 1 
p.6 α-1 H Tro 1 0 1 1 1 223069 1 0 1 0 1 
p.7 α-1-antitripsina 0 0 1 1 1 6137432 1 1 1 1 1 
p.8 Hemopexina 

Hemopexina 
Hemopexina 

0 0 1 1 1 386789 1 1 1 1 1 
p.9 0 0 1 1 1 386789 1 1 1 1 1 

p.10 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 não identificado 0 0 1 1 1 - 0 0 1 1 1 
p.13 Transferrina 

Transferrina 
Transferrina 

0 0 1 1 1 115394517 1 1 1 1 1 
p.14 0 0 1 1 1 115394517 1 1 1 1 1 
p.15 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 

Haptoglobina 
Haptoglobina 

0 0 1 1 1 306882 1 0 1 1 1 
p.18 0 0 1 1 1 306882 1 0 1 1 1 
p.19 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 Apolipoproteína AI 1 0 1 1 0 90108664 1 0 1 1 0 
p.22 Transtiretina 

Transtiretina 
1 0 1 0 1 17942890 1 1 1 1 1 

p.23 0 0 0 0 0 17942890 1 1 1 1 1 
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Tabela 8: Matriz dos spots do subconjunto interseção do grupo de pacientes com meningite meningocócica. 

     

                                                                      Spots  Revisado após identificação proteica 

Spot Proteína ∩ MP ∩ MV U MP U MV U Ctrl gi ∩ MP ∩ MV U MP U MV U Ctrl 

m.1 Ceruloplasmina 0 0 1 0 1 1620909 0 0 0 1 1 
m.2 α-1-B-Glicoproteína 

α-1-B-Glicoproteína 
Receptor de célula T cadeia β 

Hemopexina 

0 0 1 0 0 69990 0 0 1 
1 
1 
1 

1 1 
m.3 0 0 1 1 1 69990 0 0 1 1 
m.4 0 0 1 0 0 78101492 0 0 1 0 
m.5 0 0 1 0 1 386789 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 

Receptor de célula T cadeia β 
Transferrina 

0 0 1 1 1 386789 1 1 1 1 1 
m.9 1 1 1 1 0 78101492 1 1 1 1 0 

m.10 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 

Transferrina 
α-1 antiquimiotripsina 

1 1 1 1 1 115394517 1 1 1 1 1 
m.14 1 0 1 0 0 115394517 1 1 1 1 1 
m.15 1 0 1 0 1 177933 1 0 1 0 1 
m.16 α-1-antitripsina 1 1 1 1 0 6137432 1 1 1 1 1 
m.17 Cininogênio 

Proteína ligadora de vitamina D 
Proteína ligadora de vitamina D 

0 0 0 0 0 4504893 0 0 0 0 0 
m.18 1 1 1 1 0 181482 1 1 1 1 1 
m.19 1 0 1 0 0 181482 1 1 1 1 1 
m.20 α-1-antitripsina 0 0 0 0 0 6137432 1 1 1 1 1 
m.21 α-1-antitripsina 1 1 1 1 0 6137432 1 1 1 1 1 
m.22 α-1-Glicoproteína ácida  

α-1-Glicoproteína ácida  
0 0 0 0 0 112877 1 1 1 1 1 

m.23 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-α-2-glicoproteína 0 0 1 1 1 38026 0 0 1 1 1 



114 
 

 A numeração dos spots (m.1 a m.33) é a mesma usada na identificação por MS/MS como listado nas tabelas do Apêndice I.  
 ∩: subconjunto interseção; U: conjunto união; MP: meningite pneumocócica; MV: meningite viral; Ctrl: controle. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Spot Proteína ∩ MP ∩ MM U MP U MM U Ctrl gi ∩ MP ∩ MM U MP U MM U Ctrl 
m.27 Haptoglobina 1 0 1 1 0 306882 1 0 1 1 1 
m.28 Haptoglobina 1 0 1 1 1 306882 1 0 1 1 1 
m.29 C-reativa 0 0 1 0 0 1942435 0 0 1 0 1 
m.30 Apolipoproteína A-I 0 0 0 0 0 90108664 1 0 1 1 0 
m.31 Apolipoproteína A-I 1 0 1 1 0 90108664 1 0 1 1 0 
m.32 Transtiretina 0 1 0 1 0 17942890 1 1 1 1 1 
m.33 Transtiretina 0 1 0 1 0 17942890 1 1 1 1 1 
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Tabela 9: Matriz dos spots do subconjunto interseção do grupo de pacientes com meningite viral.  

     

                                                                      Spots  Revisado após identificação proteica 

Spot Proteína ∩ MP ∩ MM U MP U MM U Ctrl gi ∩ MP ∩ MM U MP U MM U Ctrl 

v.1 não identificado 0 0 0 0 0 - 0 0 0 0 0 
v.2 não identificado 

não identificado 
não identificado 

produto não nomeado 

0 0 0 1 0 - 0 0 0 
0 
1 
1 

1 0 
v.3 0 0 0 0 0 - 0 0 0 0 
v.4 0 0 1 1 1 - 0 0 1 1 
v.5 0 0 1 1 1 22761380 0 0 1 1 
v.6 Hemopexina 0 0 1 1 1 386789 1 1 1 1 1 
v.7 não identificado 0 0 1 1 1 - 0 0 1 1 1 
v.8 Hemopexina 

produto não nomeado 
Transferrina 

0 0 1 1 0 386789 1 1 1 1 1 
v.9 0 0 1 1 1 22761380 0 0 1 1 1 

v.10 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 

não identificado 
Transferrina 

0 0 1 1 1 110590597 1 1 1 1 1 
v.14 0 0 1 1 1 - 0 0 1 1 1 
v.15 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 α-1-antitripsina 

não identificado 
Proteína ligadora de vitamina D 

0 0 0 1 1 177831 1 1 1 1 1 
v.18 0 0 1 0 1 - 0 0 0 0 1 
v.19 0 0 1 0 1 181482 1 1 1 1 1 
v.20 Proteína ligadora de vitamina D 0 0 1 0 1 181482 1 1 1 1 1 
v.21 α-1-Glicoproteína ácida  0 0 0 0 1 112877 1 1 1 1 1 
v.22 Transtiretina 

Transtiretina 
0 0 1 0 1 17942890 1 1 1 1 1 

v.23 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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A numeração dos spots (v.1 a v.27) é a mesma usada na identificação por MS/MS como listado nas tabelas do Apêndice I.  
∩: subconjunto interseção; U: conjunto união; MP: meningite pneumocócica; MM: meningite meningocócica; Ctrl: controle. 

Spot Proteína ∩ MP ∩ MM U MP U MM U Ctrl gi ∩ MP ∩ MM U MP U MM U Ctrl 
v.26 não 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 
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5.3.2 Seleção de candidatos a biomarcadores para o diagnóstico 

diferencial das meningites 

 

As cinco proteínas selecionadas foram combinadas para compor um modelo 

preditivo qualitativo capaz de diferenciar as meningites pneumocócica e 

meningocócica entre si e da meningite viral ou controles (Tabela 10 e Figura 24). Os 

dados de identificação destas proteínas por MS/MS estão descritos na Tabela 11. A 

ausência da proteína apolipoproteína A-I (spots p.21, m.30 e m.31) está associada 

às condições de ausência de infecção no SNC (grupo controle) ou meningite viral. 

Os spots correspondentes a apolipoproteína A-I ocorrem no conjunto união do grupo 

de meningite viral, mas não no conjunto união do grupo controle, de modo que a 

ausência desta proteína pode indicar qualquer uma destas duas condições, e sua 

presença implica nas condições de meningite bacteriana ou viral. O spot 

correspondente à proteína c-reativa foi identificado no conjunto união do grupo 

controle, mas não no conjunto união do grupo de meningite viral. Ainda que, 

isoladamente, a presença da proteína c-reativa possa indicar à condição controle, 

esta pode ser excluída pela presença da proteína apolipoproteína A-I. 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 ausência de qualquer uma destas 

proteínas define a condição de meningite viral. O componente C3 do sistema do 

complemento caracteriza a condição de meningite bacteriana sem definição do 

agente etiológico, sendo que seu spot correspondente foi identificado nos dois 

subconjuntos interseção dos grupos das meningites bacterianas e não no conjunto 

união do grupo com meningite viral. Para a definição do agente etiológico da 

meningite bacteriana propõe-se a proteína cininogênio. A presença da proteína 

cininogênio (spot m.17) está associada à meningite meningocócica, enquanto sua 

ausência indica meningite pneumocócica (Figura 24). A proteína cininogênio foi 

encontrada somente no subconjunto interseção de meningite meningocócica e seu 

spot correspondente não pertence aos conjuntos união 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 presença ou ausência das proteínas 

descritas acima deve ser analisada sequencialmente. 
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Tabela 10: Matriz de presença/ ausência das proteínas selecionadas para composição do modelo preditivo qualitativo. 
 

Spot  Uniprot  gi  DESCRIÇÃO  ∩ MP  ∩ MM  ∩ MV  U MP  U MM  U MV  U Ctrl  

m.30 / m.31 / p.21  P02647  90108664  Apolipoproteína A-I  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  Cininogênio  0  1  0  0  1  0  0  

∩: subconjunto interseção; U: conjunto união; MP: meningite pneumocócica; MM: meningite meningocócica; MV: meningite viral; CTRL: 
controle.  
 

 
 
 
Figura 24: Modelo preditivo qualitativo de biomarcadores proteicos da meningite. MP: meningite pneumocócica; MM: meningite 
meningocócica; MV: meningite viral; CTRL: controle; (+): presença; (-): ausência.  
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A proteína apolipoproteína A-I, maior componente da lipoproteína de alta 

densidade (HDL) no plasma, promove o efluxo de colesterol dos tecidos para o 

fígado e tem importante papel na formação de ésteres de colesterol no plasma e na 

regulação da inflamação (221). A apolipoproteína A-I pode ser sintetizada 

localmente dentro do SNC (222). Não se sabe quais estruturas cerebrais produzem 

esta proteína, embora alguns trabalhos tenham demonstrado a síntese de 

apolipoproteína 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 inibição 

de apolipoproteína A-I pelo quimioterápico doxorrubicina utilizado no tratamento do 

câncer, o que resultou na elevação dos níveis periféricos de TNF-α (225). De 

maneira análoga, a apolipoproteína A-I, no SNC poderia ter um efeito protetor 

durante a meningite pela atenuação da atividade de citocinas pró-inflamatórias 

indutoras de dano neuronal. Por outro lado, o aumento da sua concentração no 

líquor de macacos infectados com poliovírus relaciona-se diretamente à severidade 

do dano neurológico nestes animais (222). Portanto, o papel da proteína 

apolipoproteína A-I no SNC ainda não está claro.  

A proteína c-reativa foi assim nomeada por sua capacidade de se ligar e 

reagir com a proteína C presente no polissacarídeo capsular do patógeno S. 

pneumoniae (226). C-reativa é uma proteína sérica produzida pelo fígado e 

secretada durante reações inflamatórias agudas (227). Diversos estudos 

demonstram níveis aumentados da proteína c-reativa no líquor e soro de pacientes 

com meningite bacteriana em comparação com pacientes com meningite viral ou 

indivíduos controles (226, 228-230).  Singh e colaboradores (231) demonstraram, 

através do teste de aglutinação em látex, que 84% das amostras de líquor de 

pacientes com meningite bacteriana apresentavam níveis aumentados da proteína c-

reativa, enquanto todos os pacientes com meningite asséptica tinham níveis 

liquóricos considerados normais dessa proteína. No presente trabalho, a proteína c-

reativa foi detectada somente no líquor de pacientes com meningite bacteriana, 

sendo prevista como proteína marcadora negativa para pacientes com meningite 

viral. É provável que a concentração desta proteína no líquor dos pacientes com 
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meningite viral seja inferior ao limite de detecção da metodologia proteômica 

empregada no presente estudo.  

No presente trabalho, o componente C3 do sistema do complemento foi 

encontrado somente em líquor de pacientes com meningite bacteriana, sendo 

considerado um marcador positivo desta doença. De fato, já foram relatadas altas 

concentrações de C3 no líquor de pacientes com meningite bacteriana em 

comparação a pacientes com meningite viral e controles sem infecção no SNC 

(232). Diante dos resultados, os autores concluem que a concentração do C3 no 

líquor pode ter relevância clínica no diagnóstico diferencial das meningites 

bacteriana e asséptica com alta sensibilidade (100%) e especificidade (95,2%). 

O componente C3 foi sugerido como um marcador de bom prognóstico para 

meningite pneumocócica uma vez que esta proteína ocorre em menores 

concentrações no líquor de pacientes com meningite pneumocócica que evoluem 

para óbito do que nos que sobrevivem à doença (233). Os níveis reduzidos de C3 

em casos fatais de meningite pneumocócica podem ser explicados pelo maior 

consumo dessa proteína em decorrência da severidade da doença que é 

acompanhada pela carga bacteriana mais alta (233). A redução da atividade de C3 

na resposta ao patógeno prejudica os processos de fagocitose e a liberação de 

mediadores pró-inflamatórios da resposta imune inata que podem intensificar a 

septicemia e levar à morte do paciente (234). O C3 é um regulador chave da 

resposta imune na infecção por S. pneumoniae induzindo o influxo de leucócitos 

para dentro do SNC. Esse processo é mediado pelo aumento de citocinas 

inflamatórias. Esta ideia é corroborada por um estudo feito com camundongos 

deficientes em C3 infectados com injeção intracisternal de S. pneumoniae que 

apresentaram uma resposta imune atenuada no espaço intratecal com menor influxo 

de leucócitos, além de uma expressão consideravelmente reduzida de citocinas 

inflamatórias importantes para a modulação desse processo como IL-6, IL-1β e L-

seletina (235). Da mesma forma, os resultados do presente trabalho demonstram a 

ausência de C3 no líquor de pacientes com meningite viral cuja patofisiologia 

também está associada a menor pleocitose, geralmente, linfocítica (68), além de 

serem observados níveis reduzidos de citocinas no líquor em comparação com a 

meningite bacteriana (136, 137). 

O cininogênio é uma glicoproteína 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 inflamatórios e vasculares (238). Os 

peptídeos ativos de cinina se ligam a dois tipos de receptores: B1, que é escasso em 

condições normais, embora seus níveis sejam rapidamente aumentados durante 

processos patofisiológicos; e B2 que é expresso em diversas condições fisiológicas 

(239-243). Estímulos inflamatórios, como LPS de bactérias gram-negativas ativam o 

sistema gerador de cinina no plexo coróide via mediadores pró-inflamatórios como 

IL-1β e TNF-α, além de COX-2 provocando aumento considerável de cininogênio 

nas células epiteliais do plexo (244). O reconhecimento do LPS por essas células 

epiteliais sugere que o plexo coroide é capaz de reconhecer infecções bacterianas 

sistêmicas e modular a produção de mediadores pró-inflamatórios que aumentam a 

secreção de cininogênio (245). A ativação de cininogênio por LPS corrobora os 

resultados do presente trabalho, que demonstraram a presença dessa proteína 

somente no líquor de todos os pacientes com meningite meningocócica, doença 

causada pela bactéria gram-negativa N. meningitidis.  

A produção de bradicinina (ou cinina) pelo precursor cininogênio no cérebro 

parece influenciar processos cerebrovasculares de grande importância na meningite 

bacteriana. A bradicinina aumenta a permeabilidade da BHE via produção de NO 

após ativação do receptor B2 endotelial (238). De fato, o controle da permeabilidade 

vascular é essencial para a manutenção da integridade do SNC. Por sua vez, o 

receptor B1 parece estar associado ao processo de lesão cerebral mediado por NO 

(246), mas o mecanismo respectivo ainda não foi totalmente esclarecido.  

O presente trabalho é o primeiro a relatar a presença da proteína cininogênio 

no líquor de pacientes com meningite meningocócica, embora diversos processos 

biológicos já associados a esta proteína estejam diretamente relacionados à 

patofisiologia das meningites bacterianas (238, 246-248). 

O presente trabalho é o primeiro a comparar os perfis proteicos individuais de 

pacientes com meningite pneumocócica, meningocócica ou viral com indivíduos sem 

infecção no SNC. As réplicas técnicas dos perfis proteicos de cada paciente também 

foram analisadas individualmente. Somente foram considerados os spots dos 

subconjuntos interseção de cada etiologia de meningite para seleção dos 

biomarcadores. Estes spots correspondem a proteínas identificadas e que tiveram 

suas localizações subcelulares definidas (resultado apresentado na seção VI.4), 

sendo em sua maioria extracelulares (71%). As cinco proteínas selecionadas para 

compor o modelo preditivo qualitativo são todas extracelulares, sugerindo a sua 
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participação direta nos processos patofisiológicos associados às meningites. Além 

disso, os pacientes incluídos neste estudo são de diferentes grupos etários (infantes, 

crianças e adultos) e suas amostras de líquor foram colhidas em diferentes 

momentos ao longo do curso da doença. Outro fator relevante do presente trabalho 

é que as amostras destes pacientes são provenientes de dois hospitais de regiões 

distintas do país (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: Identificação dos spots correspondentes às proteínas selecionadas como biomarcadores pelo modelo 
preditivo qualitativo 

                                                                                                                                                                                  (continua) 

Spot Proteína Número de 
acesso 
(NCBI) 

Score do íon 
individual 

Peptídeos m/z 
value 

p.16 Componente C3 gi│179665 47 (43) K. TIYTPGSTVLYR. I 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 

(C) 
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 Apolipoproteína - 
AI 

gi│90108664 63 (43) K. AKPALEDLR. Q 1012.6161 

   55 (43) K. LSPLGEEMR. D 1031.5541 
   69 (43) R. QGLLPVLESFK. V + Gln ->pyro-Glu (N-

term Q) 
1213.7053 

   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 Apolipoproteína - 
AI 

gi│90108664 38 (43) R. THLAPYSDELR. Q 1301.6545 

   89 (43) 
 

R. DYVSQFEGSALGK. Q 1400.6689 

m.17 Cininogênio gi│4504893 38 (43) R. QVVAGLNFR. I + Gln->pyro-Glu 986.5857 
   56 (43) K. YFIDFVAR. E 1030.5787 
   74 (43) K. YNSQNQSNNQFVLYR. I 1874.9221 

 

m/z: razão massa carga; o número entre parênteses indica o score da análise MS/MS.
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5.4 Previsão da localização celular das proteínas identificadas 

 

A localização celular das proteínas identificadas por espectrometria de 

massas foi prevista utilizando-se suas respectivas sequências de aminoácidos 

obtidas no banco de dados do NCBI, em formato fasta. Essas sequências foram 

submetidas à versão web do software SherLoc 2 (http://abi.inf.uni-

tuebingen.de/Services/SherLoc2). 

Os resultados mostraram que a maioria das proteínas identificadas nos 

conjuntos união das meningites foi prevista como citoplasmáticas (46%), ou 

extracelulares (45%), podendo ser ainda nucleares (3%), de membranas 

plasmáticas (4%) ou mitocondriais (2%). Ademais, as proteínas identificadas que 

pertencem ao subconjunto interseção para as meningites foram previstas somente 

como extracelulares (71%), ou citoplasmáticas (29%) (Figura 25).  

Uma das mais distintas características das células eucarióticas é a 

compartimentalização de proteínas. A localização de uma proteína muitas vezes é 

um passo essencial para determinar a sua função.  

 O fato dos subconjuntos interseção conterem predominantemente 

proteínas extracelulares (e algumas citoplasmáticas) reforça a ideia de que as 

proteínas avaliadas para seleção dos biomarcadores para as meningites participam 

dos processos fisiológicos da resposta do hospedeiro à infecção bacteriana.  

Por outro lado, a ocorrência de proteínas nucleares e mitocondriais apenas 

nos conjuntos união das meningites sugere tratar-se de proteínas ocasionalmente 

liberadas para o meio extracelular em decorrência da morte de neurônios, glia, ou 

células do infiltrado inflamatório durante o curso das meningites. 
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Figura 25: Previsão da localização celular das proteínas identificadas que compõem os conjuntos união e subconjuntos interseção 
da meningite. A) previsão de localização celular das proteínas que compõem os conjuntos união das meningites (n = 131); B) previsão de 
localização celular das proteínas que compõem os subconjuntos interseção das meningites (n = 37). 
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5.5 Previsão e análise de vias metabólicas e de sinalização canônicas e 

processos biológicos associados com as meningites 

 

 

O software MetaCore™ (GeneGo Inc., St. Joseph, MI, EUA) foi utilizado para 

se identificarem vias canônicas de metabolismo ou de sinalização, processos 

biológicos GeneGo e Gene Ontology (GO: www.geneontology.org) e doenças 

associadas aos conjuntos de proteínas identificadas por espectrometria de massas. 

Além das vias metabólicas e de sinalização consideradas canônicas, o banco de 

dados do MetaCore™ contém um acervo próprio de informações manualmente 

curadas sobre interações biológicas citadas na literatura científica. Esse banco 

contém informações sobre interações envolvendo mais de 90% das proteínas 

humanas com função conhecida. As análises de enriquecimento (EA) realizadas 

seguindo as instruções do fabricante do software tomaram como dados de entrada 

os identificadores únicos Swiss Prot das proteínas identificadas a partir dos spots 

dos conjuntos união, ou dos subconjuntos interseção dos grupos com MP, MM, e 

MV, respectivamente. Experimentos independentes foram realizados para os 

conjuntos união e os subconjuntos interseção. Como esperado, os resultados 

relacionados à lista de proteínas identificadas dos spots dos subconjuntos interseção 

estavam contidos nos achados utilizando-se a lista de proteínas identificadas a partir 

dos spots que formam os conjuntos união, sendo estes últimos mais complexos 

devido ao maior número de proteínas investigadas e, por isso, apresentados nesta 

seção.  

 

5.5.1 Vias metabólicas e de sinalização associadas às meningites 

 

As vias canônicas mais fortemente representadas pelas proteínas dos 

conjuntos união de MP, MM e MV foram àquelas relacionadas à coagulação 

sanguínea e ao papel da transcrição do gene Akt na ativação do fator induzido por 

hipóxia-1 (HIF1) (Figuras 26, 28). O processo de coagulação sanguínea foi 

associado, com alta probabilidade, às meningites bacterianas, sobretudo à forma 
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meningocócica (valor de p: 6,38 x 10-6). Esta última também foi fortemente 

associada ao papel da transcrição do gene Akt na ativação do HIF-1 (valor de p: 

3,29 x 10-3).  

Os processos de ativação e degranulação de plaquetas e a resposta 

inflamatória aguda parecem estar relacionados à patofisiologia das meningites 

bacterianas e virais, como sugerido na distribuição de processos celulares Gene 

Ontology representada pelo MetaCore™ (Figura 27).  

O inicio da via extrínseca da coagulação é mediado pelo fator tecidual (TF) 

(Figura 28). O TF forma um complexo com o fator VII e catalisa a conversão do fator 

X em fator Xa. Este ao se ligar à protrombina, ao fator Va e ao cálcio produz o 

complexo protrombinase que, por sua vez ativa a produção de trombina (fator IIa) 

(17, 249). Na conversão de protrombina a trombina o complexo protrombinase atua 

juntamente com o complexo tenase formado pelo fator X, fator IXa, fator VIIIa e 

cálcio (249). Assim, a trombina ativa a conversão do fibrinogênio a fibrina, que é 

uma proteína formadora de coágulo (250) (Figura 28). Diversos fatores pertencentes 

à via da coagulação apresentam concentrações aumentadas em pacientes com 

meningite bacteriana em comparação àqueles com meningite viral e indivíduos 

controles. Por exemplo, a concentração de TF está elevada no líquor durante a 

meningite bacteriana, sugerindo uma maior ativação da via extrínseca da 

coagulação nesses pacientes (251). Weisfelt e colaboradores (251) demonstraram 

que o fragmento protrombina (F1+2) e o D-dímero também apresentaram 

concentrações aumentadas nesta doença, o que indica a produção elevada de 

trombina e a degradação mais proeminente de coágulos de fibrina, respectivamente 

(251).  

A atividade dos complexos protrombinase e tenase é facilitada pela presença 

de plaquetas ativadas (252) via fator ativador de plaquetas (PAF) ou trombina (250, 

253). A expressão de TF pelos monócitos favorece a formação de coágulos de 

fibrina (249). A P-seletina auxilia no processo de rolamento dos leucócitos na parede 

vascular permitindo a adesão dessas células (254). Esta adesão leucocitária ao 

endotélio é facilitada pelo aumento do fluxo sanguíneo cerebral que ocorre durante a 

inflamação do SNC (255). O mecanismo molecular desse efeito depende da 

ativação do fator nuclear kappa-B (NF-κB) que é induzido pela ligação de plaquetas 

ativadas em neutrófilos e células mononucleares (256). Esta interação celular 

estimula a produção de IL-1β, IL-8, proteína quimioatrativa do monócito-1 e TNF-α. 
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(257). Estas citocinas, somadas a IL-6, representam os principais reguladores da 

resposta inflamatória local e sistêmica (257). Um potencial alvo terapêutico para 

inibição visando o controle da coagulação intravascular disseminada associada 

principalmente às meningites bacterianas é o NF-κB, que comprometeria a 

expressão de TF pelas células de defesa imune, diminuindo a ativação da cascata 

extrínseca de coagulação. Dois fármacos podem ser sugeridos para inibição de NF-

κB, o Menatetrenone (258) e o Tiomolibdic acid (259). O Menatetrenone é um 

composto que forma a vitamina K com potencial atividade antineoplástica. Este 

composto age modulando a sinalização de algumas tirosinas quinases e inibindo o 

NF-κB. Atualmente, este composto encontra-se na fase pré-clínica para terapia de 

carcinomas hepatocelulares (260). Por sua vez, o Tiomolibdic acid é um novo agente 

anti-tumoral e anti-angiogênese que age através da quelação do cobre e da inibição 

do NF-κB. Este fármaco tem sido avaliado para terapia de diversas doenças, como 

na cirrose (fase clínica III) (261), no neoplasma prostático (fase clínica II) (262) e na 

doença de Huntington (fase pré-clínica) (263). Ambos os fármacos supracitados tem 

a capacidade de transpor a BHE e, inclusive, têm sido avaliados quanto sua 

utilização em doenças e processos neurológicos (264-266). Portanto, propomos a 

hipótese de que a inibição de NF-κB com uma dessas duas drogas atenuaria os 

processos coagulatórios que aumentam a severidade desta doença. Apesar disso, 

outras proteínas regulatórias podem ter sua expressão prejudicada devido à inibição 

de NF-κB. 

A atividade procoagulante é regulada por três vias anticoagulantes: 

antitrombina (AT), sistema da proteína C e inibidor da via do fator tecidual (TFPI) 

(Figura 28), sendo que esses três processos se relacionam diretamente a 

mecanismos inibitórios da coagulação e modulação da inflamação (250). Contudo, 

durante a infecção sistêmica ou inflamação severa, a função destas vias é 

intensamente comprometida. 

A antitrombina é o principal inibidor de trombina e do fator Xa e, durante a 

infecção severa, seus níveis estão consideravelmente reduzidos (249). Isto se deve 

à síntese prejudicada de antitrombina como resultado da resposta de fase aguda 

negativa, da degradação pela elastase neutrofílica e do consumo para formação de 

trombina (249). Outro papel da antitrombina comprometido em estados patológicos é 

a atenuação da inflamação por sua ligação direta a neutrófilos e outros leucócitos 

(267). No presente trabalho, a antitrombina III foi identificada no conjunto união do 
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grupo de pacientes com meningite meningocócica. Apenas o perfil proteico de um 

dentre os seis pacientes com meningite meningocócica não apresenta o spot 

correspondente a antitrombina. A punção lombar previamente à instalação do 

processo inflamatório exacerbado poderia explicar a não detecção da antitrombina. 

Ainda assim, sugere-se a hipótese de que a antitrombina pode exercer um efeito 

protetor na meningite compensando o aumento dos níveis de trombina para 

atenuação do processo inflamatório exacerbado no curso da doença (Figura 28). 

 A proteína C, também denominada autoprotrombina IIA, ou fator de 

coagulação XIV é uma proteína plasmática dependente de vitamina K que, ao se 

ligar a proteína S receptora, forma a segunda linha de defesa anticoagulante. A 

proteína C circulante é ativada pelo complexo trombina-trombomodulina e inativa os 

cofatores Va e VIIIa da coagulação (268) inibindo a produção de trombina (Figura 

28). Este fato pode, indiretamente, contribuir para a atividade anti-inflamatória da 

proteína C que, ao inibir a produção de trombina, reduz a ativação de plaquetas e o 

recrutamento de neutrófilos (249). Em contraste, o sistema da proteína C, assim 

como a via da antitrombina é prejudicado durante a sepse devido a pelo menos três 

fatores (269, 270). Primeiramente, a síntese da proteína C é reduzida e as citocinas 

pró-inflamatórias como TNF-α e IL-1 agem reduzindo a expressão de 

trombomodulina que compromete a ativação da proteína C. Outro fator é o 

decréscimo da concentração do cofator proteína S livre que também diminui a 

ativação da proteína C  (271).  

O inibidor da via do fator tecidual (TFPI) é um importante inibidor do complexo 

TF-fator VIIa (249) (Figura 28). Este mecanismo não é bem esclarecido, mas sabe-

se que doses terapêuticas de TFPI previnem a mortalidade durante a infecção 

sistêmica por Escherichia coli e a inflamação, sugerindo que altas concentrações de 

TFPI atenuam a coagulação mediada pelo TF (272). 

A degradação de coágulos de fibrina, ou fibrinólise, é mediada pela plasmina, 

forma ativa do plasminogênio, que, por sua vez, é estimulada pelo ativador de 

plasminogênio do tipo tecidual (tPA) e pelo ativador de plasminogênio do tipo 

uroquinase (uPA). tPa e uPA são estimulados por TNF-α e IL-1β (273). Durante a 

infecção severa, estas citocinas estimulam o inibidor da ativação de plasminogênio 

do tipo 1 (PAI-1) que inibe as proteases tPA e uPA resultando na atenuação da 

fibrinólise  (Figuras 26 e 28). Consequentemente, a remoção dos coágulos 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 ativação da coagulação é 

mais proeminente no líquor de pacientes com meningite bacteriana em comparação 

à meningite viral, o que corrobora com os resultados do presente trabalho (Figuras 

26 e 28). Na meningite bacteriana, o equilíbrio entre a fibrinólise e a coagulação é 

desregulado em favor desta última, favorecendo o desenvolvimento de complicações 

cerebrovasculares nesses pacientes. Na meningite, os níveis liquóricos de PAI-1 e 

do complexo trombina-antitrombina (TaT) estão aumentados em comparação a 

indivíduos saudáveis, embora sejam similares em pacientes com meningite 

bacteriana e viral (251). A concentração aumentada da antitrombina no líquor dos 

pacientes com meningite pode explicar a concentração similar de TaT nas duas 

formas da doença. Entretanto, o presente trabalho identificou a antitrombina III 

somente no conjunto união do grupo de pacientes com meningite meningocócica, o 

que corrobora em parte essa hipótese. O aumento de PAI-1 relatado por Weisfelt e 

colaboradores em pacientes com meningite sugere a inibição da fibrinólise, mesmo 

que parcial, uma vez que os níveis de tPA e uPA  no líquor desses pacientes são 

consideravelmente superiores aos da PAI-1. Os níveis elevados dos ativadores de 

plasmina tPA e uPA indicam a ativação da fibrinólise durante a meningite, 

provavelmente como uma forma de controle dos processos coagulatórios 

exacerbados observados na doença. Por outro lado, o aumento de PAI-1 no líquor 

parece correlacionar-se com os níveis elevados de tPA e uPA a fim de modular os 

eventos fibrinolíticos. Diante disso, propomos a hipótese de que alguns fármacos 

ativadores da conversão de plasminogênio para plasmina poderiam ser utilizados 

em pacientes com meningite bacteriana com o objetivo de estimular os eventos 

fibrinolíticos. Esta ativação poderia equilibrar a ação dos processos coagulatórios e 

fibrinolíticos relacionados às meningites bacterianas que resultam em complicações 

cerebrovasculares mais frequentes na meningite pneumocócica (79). Para isso, dois 

fármacos são sugeridos para ativação do receptor do fator de ativação do tipo 

uroquinase (uPAR) que contribui para a formação de plasmina via uPA. O fármaco 

Alteplase é um ativador do plasminogênio tecidual produzido a partir da tecnologia 

do DNA recombinante. Esta droga foi aprovada pela FDA (fase clínica IV) e é 

utilizada para o tratamento de infarto do miocárdio, embolismo pulmonar e acidente 

vascular isquêmico. Da mesma forma, o fármaco Reteplase também aprovado pela 

FDA (fase clínica IV) ativa o plasminogênio tecidual, sendo utilizado para o 

tratamento de infarto do miocárdio, além de ser testado (fase clínica II) para a 
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hemorragia subaracnoide. Propomos, portanto, a hipótese de que o 

reposicionamento destas duas drogas para o tratamento das meningites poderia 

aumentar os processos fibrinolíticos que atenuariam os eventos coagulatórios 

severos associados às meningites bacterianas.    
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Figura 26: Distribuição das vias canônicas representada pelo GeneGo MetaCore™. 
Listas das proteínas identificadas a partir do conjunto de spots que compõem a união foram 
usadas como arquivos de entrada. Barra laranja: proteínas do líquor de pacientes com 
meningite viral; barra azul: proteínas do líquor de pacientes com meningite pneumocócica; 
Barra vermelha: proteínas do líquor de pacientes com meningite meningocócica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27: Distribuição de processos celulares Gene Ontology (GO) representado pelo 
MetaCore™. Listas das proteínas identificadas a partir do conjunto de spots que compõem 
a união foram usadas como arquivos de entrada. Barra laranja: proteínas do líquor de 
pacientes com meningite viral; barra azul: proteínas do líquor de pacientes com meningite 
pneumocócica; Barra vermelha: proteínas do líquor de pacientes com meningite 
meningocócica. 
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Figura 28: Mapa canônico do mecanismo de coagulação sanguínea representado pelo GeneGo MetaCore™. Os objetos que contém 
uma barra vertical vermelha adjacente (preenchida: presente) representam proteínas identificadas neste trabalho correspondentes a spots 
pertencentes aos conjuntos união de meningite viral (1), meningite pneumocócica (2) e meningite meningocócica (3). As setas vermelhas 
indicam inibição, as setas verdes indicam ativação e as setas cinza indicam ação não especificada. A espessura das setas é diretamente 
proporcional à intensidade da ação ativadora, inibitória ou inespecífica. A legenda detalhada da figura está disponível no apêndice II. 
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Os resultados da EA associaram o papel do Akt na ativação da transcrição do 

fator induzido por hipóxia (HIF-1) às meningites, principalmente a meningite 

meningocócica (valor de p: 3,29 x 10-3) (Figuras 26 e 29).  

A hipóxia, ou deficiência do suprimento de oxigênio no sangue, células ou 

tecidos, é um importante evento indutor da morte celular. A redução da oferta de 

oxigênio prejudica o processo de respiração celular diminuindo os níveis de ATP. 

Este fato afeta processos chaves da homeostase, como o funcionamento das 

bombas iônicas tais como a de sódio e de potássio (Na+K+ATPase). A manutenção 

de níveis intracelulares elevados de K+ e baixos de Na+ é essencial para a 

integridade dos canais iônicos sensíveis a voltagem. Quando a homeostase é 

perdida ocorre despolarização da membrana, abertura dos canais iônicos e uma 

cascata de eventos subsequentes que se não regulados levam à morte celular. Por 

exemplo, a despolarização da membrana induz a entrada de Ca+2 estimulando a 

liberação de neurotransmissores vesiculares, incluindo o neurotransmissor 

glutamato. O aumento dos níveis extracelulares de glutamato causa excitação 

excessiva dos receptores NMDA que, por sua vez, contribui para o dano neuronal 

mediado pela hipóxia (274).  

O HIF é o regulador universal da homeostase do oxigênio. É um fator de 

transcrição composto pelas subunidades proteicas HIF-1α e HIF-1β. Enquanto HIF-

1β é constitutivamente expresso, HIF-1α é expresso em células hipóxicas. HIF-1 se 

liga a elementos promotores de mais de 20 genes induzidos por hipóxia resultando 

na transcrição desses genes que possuem papéis fundamentais na adaptação 

fisiológica do sistema biológico à hipóxia, por exemplo, pela glicólise, angiogênese e 

remodelamento vascular. Entre os genes, desta forma, a ativação de HIF-1 aumenta 

a taxa de transcrição do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) durante a 

hipóxia. A expressão de VEGF é ativada principalmente em astrócitos e neurônios 

após a hipóxia ou dano celular no cérebro ou medula espinhal (275, 276). Alguns 

receptores de VEGF são tirosina quinases, como VEGFR-1. A ligação de VEGF aos 

seus receptores desencadeia eventos de sinalização como a ativação da proteína 

quinase serina/treonina Akt dependente de quinase fosfatidilinositol (PI3K) (277). A 

Akt, também chamada proteína quinase B (PKB) favorece a sobrevivência de 

neurônios 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 ativação da 

Akt pela PI3K é regulado pela proteína quinase dependente de fosfoinositida (PDK-
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1). As subunidades catalíticas de PI3K produzem segundos mensageiros lipídicos 

fosfatos fosfoinositida (PIP2 e PIP3) que agem simultaneamente com PDK-1 que, por 

sua vez, fosforila e ativa Akt (279).  

A Akt desempenha um papel importante na inibição da apoptose neuronal 

mediada pelo supressor de tumor p53 (Figura 29). Este mecanismo de ação não 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 ativação de Akt desencadeia outras vias de sinalização como a fosforilação 

da quinase glicogênio sintase 3β (GSK-3β) (Figura 29). A atividade de GSK-3β pode 

contribuir para a indução da apoptose e para a modulação da inflamação induzida 

por patógenos bacterianos.  

Durante a hipóxia ocorre tanto a fosforilação de Akt quanto de GSK-3β. A 

ativação de GSK-3β parece contribuir para a ativação da caspase-3 que apresenta 

um papel central na execução da apoptose. Por sua vez, a fosforilação de GSK-3β 

por Akt é controlada por esta última, que causa a inativação de GSK-3β favorecendo 

a sobrevivência celular (281). Foi demonstrado que o sistema calicreína-cinina 

(descrito adiante neste trabalho) contribui para a inibição da apoptose em células do 

miocárdio e da glia através da ativação de Akt (282, 283), resultante da inativação 

da via de sinalização GSK-3β-caspase-3 (282). Os achados do presente trabalho 

demonstram uma forte associação deste sistema com a meningite meningocócica 

(Figura 26). Logo, propõe-se uma hipótese de que o sistema calicreína-cinina 

poderia apresentar um papel protetor contra a apoptose celular nestes pacientes 

através da ativação de Akt e consequente inativação de GSK-3β-caspase-3. Este 

fato explicaria, pelo menos em parte, a menor ocorrência de sequelas permanentes 

graves, como a deficiência neurológica devida à meningite meningocócica em 

comparação com a meningite pneumocócica (82).  

Alguns trabalhos demonstraram a associação da via de sinalização Akt-PI3K 

com processos inflamatórios, por exemplo regulados pelos receptores toll. Martin e 

colaboradores (284) demonstraram que a inibição de GSK-3β, após o desafio com 

LPS resultou em um pronunciado aumento mediado por TLR2 da produção da 

citocina anti-inflamatória IL-10 e redução da produção de citocinas pró-inflamatórias 

pelos monócitos, tais como IL-1β, TNF-α, IL-6 e IFN-γ. Portanto, a inibição de GSK-
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3β contribui para a produção de citocinas anti-inflamatórias e permite a regulação da 

natureza e da severidade da inflamação (284).  

Desse modo, propõe-se a hipótese de que a inibição de GSK-3β pode 

contribuir para a atenuação dos processos apoptóticos em neurônios e células da 

glia associados às meningites bacterianas. Além disso, a inativação de GSK-3β, 

mediada pela via de sinalização Akt-PI3K, também reduziria o processo inflamatório 

exacerbado observado na meningite bacteriana através da produção de citocinas 

anti-inflamatórias por células da defesa imune do hospedeiro. Diversos inibidores de 

GSK-3β têm sido avaliados, tais como Bisindole (285), Anilino maleimides (286), 

Kenpaullone (287) e Indirubin (288). Estes fármacos apresentam ação competitiva 

reversível pelo ATP, o que demonstra um perfil amplo de inibição da GSK-3β. Além 

disso, o fármaco Thiadiazolidinone (TDZD) também tem sido investigado para a 

inibição de GSK-3β no tratamento de pacientes com Alzheimer (289). Esta droga 

não compete pelo ATP e, sim pelo glicogênio sintase (GS-1).   
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Figura 29: Mapa canônico do papel da transcrição de Akt na ativação de HIF1 induzida por hipóxia representado pelo GeneGo 
MetaCore™. Os objetos que contém uma barra vertical vermelha adjacente (preenchida: presente) representam proteínas identificadas neste 
trabalho correspondentes a spots pertencentes aos conjuntos união de meningite viral (1), meningite pneumocócica (2) e meningite 
meningocócica (3). As setas vermelhas indicam inibição; as setas verdes indicam ativação e as setas cinza indicam ação não especificada. A 
espessura das setas é diretamente proporcional à intensidade da ação ativadora, inibitória ou inespecífica. A legenda detalhada da figura está 

disponível no apêndice II. 
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5.5.2 Processos biológicos associados às meningites 

 

Os processos GeneGo são baseadas em informações sobre interações 

moleculares e processos biológicos anotados e definidos pela equipe de 

especialistas anotadores e curadores do GeneGo MetaCore™. Nessa etapa da EA, 

foram encontradas como principais processos GeneGo associados às meningites a 

inflamação mediada por sinalização de IL-6, principalmente relacionada à meningite 

pneumocócica (valor de p: 1,07 x 10-13), a inflamação mediada pelo sistema 

calicreína-cinina, e a coagulação sanguínea, ambos mais fortemente associados às 

meningites meningocócicas (valores de p: 1,7 x 10-7 e 1,07 x 10-3, respectivamente). 

Estes dois últimos processos mostram-se fracamente associados às meningites 

virais (valores de p: 4,53 x 10-1 e 2,63 x 10-1, respectivamente) (Figura 30).  

As análises de enriquecimento MetaCore™ revelaram as principais vias de 

sinalização afetadas por processos patofisiológicos sabidamente associados às 

meningites que incluem apoptose, resposta ao estresse oxidativo, mecanismos da 

resposta imune, adesão celular e coagulação sanguínea (16, 17, 290, 291).  

A invasão bacteriana no SNC durante a meningite causa ativação dos 

mecanismos de defesa imune do hospedeiro, como a migração de leucócitos para o 

local da infecção e a produção de citocinas pró-inflamatórias, principalmente IL-1β e 

TNF-α. Sabe-se que a atividade exacerbada dos mediadores inflamatórios contribui 

para alterações dos sistemas de coagulação e fibrinólise que resultam em uma 

variedade de complicações ao hospedeiro tais como edema cerebral, hidrocefalia e, 

particularmente as desordens cerebrovasculares (251, 292-295). Estas 

complicações aumentam a severidade da doença e, pelo menos em parte, 

contribuem para a alta mortalidade associada à meningite bacteriana (250, 296).  

A sepse é caracterizada pela invasão bacteriana na corrente sanguínea 

evoluindo rapidamente para choque séptico e coagulação intravascular disseminada. 

Os principais patógenos bacterianos associados às meningites também são 

importantes causadores de sepse, independente do grupo etário (35, 297-299). 

Durante a sepse, as células mononucleares estimuladas por citocinas pró-

inflamatórias expressam o fator tecidual (TF) que ativa a coagulação induzida pela 
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inflamação (249, 300). Em modelos experimentais de endotoxemia, foi demonstrado 

que a expressão in vivo de TF é primariamente dependente de IL-6, tendo em vista 

que a inibição desta interleucina reduziu completamente a produção de TF, 

enquanto o bloqueio de outras citocinas praticamente não alterou sua expressão 

(301).  

Na meningite, a IL-6 contribui diretamente para o aumento da permeabilidade 

da BHE causando elevação da pressão intracraniana e edema cerebral (302, 303). 

O mecanismo provável para este efeito pode estar relacionado à diminuição da 

resistência elétrica transendotelial e à indução de modificações morfológicas nas 

células endoteliais resultando no aumento da permeabilidade da BHE (304, 305). 

Em modelo experimental de meningite pneumocócica, foi relatado que a infusão 

sistêmica de IL-6 induziu o rompimento da BHE causando edema cerebral (302). O 

nível de IL-6 está alterado precocemente na meningite, tendo sido observada 

elevação desta interleucina após seis horas de infecção em modelo experimental de 

meningite pneumocócica (306). Da mesma forma, as concentrações de IL-6 no 

líquor de pacientes com meningite bacteriana (49,017pg/mL) são 40 vezes 

superiores às encontradas na meningite viral (1,076pg/mL) (307). A concentração 

aumentada de IL-6 na meningite bacteriana contribui para as complicações 

cerebrovasculares que resultam em sequelas permanentes, mais frequentes nos 

pacientes com meningite pneumocócica (Figura 30). Neste contexto, propomos a 

hipótese de que a inibição da IL-6 poderia atenuar os processos coagulatórios 

decorrentes da meningite bacteriana, reduzindo a severidade da doença. Para isso, 

sugere-se o reposicionamento farmacológico do Siltuximab, que se apresenta na 

fase clínica II para a terapia de mielomas múltiplos, carcinomas dentre outros tipos 

de câncer (308-310). O Siltuximab é um anticorpo monoclonal anti-IL-6 que inibe 

pela ligação específica e neutralização da IL-6 humana com alta afinidade. Até o 

presente, não existem trabalhos que avaliem o papel do Siltuximab para o 

tratamento de doenças no SNC, portanto, ainda não há dados sobre a transposição 

desta droga na BHE.  

Os resultados do presente trabalho indicam a associação entre a proteína 

cininogênio e a meningite causada por N. meningitidis. Esta proteína é um 

constituinte do sistema calicreína-cinina [kallikrein-kinin system (KKS)]. Este sistema 

também foi associado com a meningite meningocócica na análise de enriquecimento 

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

sistema KKS, ou a proteína cininogênio às meningites, apesar de ambos já terem 

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

(248, 311), a esquizofrenia (312) e o lúpus neuropsiquiátrico (313). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: Distribuição de processos celulares GeneGo, representado pelo 
MetaCore™. Listas das proteínas identificadas a partir do conjunto de spots que compõem 
a união foram usadas como arquivos de entrada. Barra laranja: proteínas do líquor de 
pacientes com meningite viral; barra azul: proteínas do líquor de pacientes com meningite 
pneumocócica; Barra vermelha: proteínas do líquor de pacientes com meningite 
meningocócica. 
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Figura 31: Distribuição de doenças associadas à biomarcadores, representado pelo 
MetaCore™. Listas das proteínas identificadas a partir do conjunto de spots que compõem 
a união foram usadas como arquivos de entrada. Barra laranja: proteínas do líquor de 
pacientes com meningite viral; barra azul: proteínas do líquor de pacientes com meningite 
pneumocócica; Barra vermelha: proteínas do líquor de pacientes com meningite 
meningocócica. 
 

 
O sistema calicreína-cinina (KKS), também chamado de sistema de contato, 

ou via intrínseca da coagulação compreende quatro proteínas, sendo três 

proteinases, fator XII, fator XI e a calicreína, além de um cofator não enzimático de 

alto peso molecular (110kDa), o cininogênio (314) (Figura 30). O cininogênio de alto 

peso molecular está presente na circulação sanguínea complexado ao fator XI ou à 

calicreína plasmática (315). O sistema KKS é ativado quando estes complexos e o 

fator XII estimulam a clivagem do cininogênio pela enzima calicreína para a 

liberação do peptídeo pró-inflamatório bradicinina (315). Concomitantemente, o fator 

XI é ativado e a cascata intrínseca de coagulação é iniciada levando, eventualmente, 

à formação da rede de fibrina (315, 316). Nas doenças infecciosas severas ou 

invasivas, o desequilíbrio entre o estado anticoagulante e o pró-coagulante ativa as 

cascatas proteolíticas do hospedeiro, por exemplo, as cascatas do complemento e 

da coagulação, bem como do sistema de contato (315-317). 

Há duas formas de cininogênio, o de alto peso molecular (HK) e o de baixo 

peso molecular (LK). As duas formas derivam de um pré-cininogênio codificado por 

um único gene, dependendo da clivagem do precursor (318). Enquanto HK tem um 

papel central no sistema KKS, o LK não é clivado quando este sistema é ativado, por 

isso não participa deste processo (315).  
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Como anteriormente mencionado, o cininogênio é uma proteína 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, 

o receptor B1 é escasso até que haja estimulação por agentes pró-inflamatórios, 

como Il-1β, em condições patofisiológicas (314, 319, 320). Contudo, alguns tecidos e 

células expressam constitutivamente o receptor B1, como a medula espinhal, o 

córtex e o hipocampo (321-324). Ambos receptores são membros da subfamília de 

receptores acoplados à proteína G (GPCRs) (325) que, ao se ligarem às famílias 

Gαq e Gαi, causam o aumento de cálcio intracelular (Ca+2) que, por sua vez, regula 

diversos processos vasculares, incluindo a produção de NO (319, 320). Esta espécie 

reativa participa de inúmeros processos regulatórios em diferentes órgãos e tecidos, 

por exemplo, na proteção contra patógenos bacterianos pelo sistema imune (325). 

As células endoteliais são fontes primárias de NO que, em condições normais, é 

produzido pela enzima eNOS. A atividade de eNOS é mediada pela ativação do 

receptor B2 do cininogênio pelo aumento do Ca+2 intracelular, entre outros 

mecanismos. A produção de NO via eNOS-mediada por B2 permite a regulação da 

pressão sanguínea e mantém o funcionamento normal da barreira endotelial (326, 

327). Por outro lado, em condições inflamatórias, as células endoteliais podem 

expressar a enzima iNOS para a produção de NO sob estimulação de mediadores 

inflamatórios como LPS, ou citocinas como IL-6, IL-1β e IFN-γ. Embora pouco 

estudada, sabe-se que a produção de NO por iNOS é mediada pelo receptor B1 em 

um processo independente de Ca+2 intracelular. A ativação de iNOS pelo receptor B1 

está associada à via de sinalização extracelular regulada por quinase (ERK) (328). A 

fosforilação dependente da ERK de iNOS na Ser 745 é responsável pela liberação de 

altas concentrações de NO pela iNOS (329). A produção de NO via eNOS-mediada 

por B2 e por iNOS-mediada por B1 são notavelmente distintas. Enquanto a ativação 

do receptor B2 resulta na liberação de baixos níveis de NO (~165nM) durante 

aproximadamente 5 minutos, o mecanismo associado ao receptor B1 estabelece 

uma resposta mais intensa e prolongada liberando altas concentrações de NO 

(~800nM) por pelo menos 90 minutos (325). A produção de NO por iNOS parece 

estar associada primariamente a funções citotóxicas (330) (Figura 32). Alguns 

trabalhos utilizando modelos animais knockout para o receptor B1 têm revelado o 

papel deste receptor no agravamento de condições inflamatórias, como a sepse 

(320, 331, 332). Por exemplo, Pesquero e colaboradores (321) demonstraram que 
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camundongos knockout para B1 (B1R-/-) são saudáveis, normotensos e estão 

protegidos do choque séptico devido à infusão intravenosa de LPS de gram-

negativos (ex: meningococos) (321, 332). Ao mesmo tempo, a expressão do 

receptor B1 em ratos transgênicos aumentou a letalidade em resposta ao desafio 

por LPS (333).  

Figura 32: Receptores de cinina B1 e B2 e a produção de NO mediada por nNOS. A 
bradicinina é gerada da quebra do cininogênio (CIN) pela enzima calicreína. A ligação da 
bradicinina ao receptor B2R, acoplado às famílias Gαq e Gαi, ativa a quinase 
fosfatidilinositol (PI3K) e provoca a liberação de Ca+2 intracelular. Ambos os processos 
ativam a óxido nítrico sintase endotelial para a produção de NO transitório que previne o 
dano tecidual e atenua a inflamação exacerbada e o déficit neurológico. A carboxipeptidase 
M remove uma arginina (Arg) C-terminal da bradicinina que, então interage com o receptor 
B1R. Em condições inflamatórias, a estimulação de B1R resulta em uma alta e prolongada 
produção de óxido nítrico (NO) pela óxido nítrico sintase induzida (iNOS) dependente da 
ativação das vias quinases de sinalização extracelular (ERK) e ativadora de mitógeno 
(MAP). Esta produção exacerbada de NO resulta em efeitos citotóxicos, formação de edema 
cerebral e déficit neurológico . (Cordeiro AP).   
 
 
 

Em estados patológicos, a ativação do sistema de contato por patógenos 

bacterianos permite o influxo do plasma para o sítio de infecção que, 

subsequentemente, auxilia na disseminação da infecção, via microcirculação (334-

336). Quando a ativação do sistema de contato na circulação é exacerbada, o 

aumento de cinina e o consumo de outros fatores desse sistema podem contribuir 

para a evolução da coagulopatia e da hipotensão hipovolêmica, como em casos de 

sepse e choque séptico (315). Estas infecções generalizadas estão mais 

frequentemente associadas à meningite meningocócica (297, 337, 338), o que está 

de acordo com o presente estudo que relaciona a proteína cininogênio à meningite 

por N. meningitidis, mas não à meningite pneumocócica. A bactéria N. meningitidis 
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pode causar tanto septicemia quanto meningite. Hemorragias na pele (purpura 

fulminans) e a multiplicação bacteriana nos órgãos do hospedeiro são as 

características básicas da septicemia. Ainda que o meningococo atravesse a BHE 

durante a sepse, não haverá tempo hábil para que a inflamação aconteça antes que 

o paciente evolua para óbito. Por outro lado, na meningite o patógeno atravessa a 

BHE e desencadeia o processo infamatório no espaço subaracnoide (35).   

Todos os componentes do sistema de contato têm sido descritos nos 

cérebros de humanos e ratos (247, 320, 339, 340). Da mesma forma, os receptores 

de cinina são expressos em diversos tecidos cerebrais, como hipocampo, córtex, 

medula espinhal e astrócitos tanto em condições normais, quanto patológicas (341-

346). O papel dos receptores de cinina tem sido investigado em diversas doenças do 

SNC, como Alzheimer e esclerose múltipla (248, 347). Martins e colaboradores (348) 

demonstraram que o receptor de cinina B2 apresenta efeitos protetores no SNC, 

enquanto o receptor B1 possui efeitos tóxicos nesse sistema. A estimulação do 

receptor B2 preservou a integridade dos neurônios piramidais do hipocampo contra 

a excitotoxicidade mediada por receptores NMDA provocada pelo aumento 

excessivo das concentrações extracelulares de glutamato. A proteção pelo receptor 

B2 contra a morte celular mediada por NMDA parece ocorrer pela ativação da 

quinase fosfatidilinositol (PI3K). A inibição de PI3K reverte o estado protetor 

alcançado através da estimulação do receptor B2 e permite a morte neuronal 

mediada por excitação excessiva dos receptores NMDA (348). Além disso, foi 

demonstrado que a ativação do receptor B2 protege contra o dano cerebral e a 

deficiência neurológica atenuando a apoptose e a inflamação induzidas por acidente 

vascular isquêmico (349). Além de proteger contra o dano cerebral, a injeção 

intravenosa da enzima calicreína promove a angiogênese e a neurogênese após a 

isquemia cerebral (350). A ativação da calicreína em modelo experimental de ratos 

adultos com isquemia cerebral resultou em aumento considerável dos níveis de NO 

ao mesmo tempo em que a atividade da NADPH oxidase e a produção de 

superóxido foram reduzidas. A produção de NO em cérebro isquêmico inibe a 

geração 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 inativação do receptor B1 favoreceu a 

proteção contra o infarto e o edema cerebral em camundongos pós-isquêmicos 

(351). A inibição do receptor B1 também se relaciona à diminuição da migração 
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transendotelial de leucócitos através da BHE e à proteção da integridade dessa 

barreira em processos autoimunes como a esclerose múltipla (347). Desse modo, o 

bloqueio do receptor B1, mas não de B2, parece contribuir para a redução do dano 

tecidual cerebral, da inflamação local exacerbada, do déficit neurológico e da 

mortalidade associados à isquemia, etc. Assim, o papel protetor do sistema de 

contato parece estar preferencialmente associado ao receptor B2 que permite a 

regulação da pressão sanguínea, reduz a permeabilidade da BHE e diminui a 

liberação de citocinas pró-inflamatórias (319, 351, 352).  

A isquemia cerebral, as desordens cerebrovasculares e as infecções 

bacterianas são doenças que foram associadas às proteínas identificadas no 

presente trabalho por meio da análise feita com o MetaCore. Estas doenças foram 

mais fortemente associadas às meningites bacterianas (Figura 31). 

A meningite é uma doença inflamatória aguda das meninges intimamente 

relacionada à evolução de complicações cerebrovasculares, como aumento da 

pressão intracraniana, edema cerebral e morte celular que favorecem o mau 

prognóstico da doença e a ocorrência de sequelas permanentes. Entretanto, a 

incidência de sequelas neurológicas durante a meningite varia de acordo com o 

agente etiológico causador da doença, sendo mais associada à meningite 

pneumocócica (79). A porcentagem de casos que evoluem para sequelas 

neurológicas, dentre os sobreviventes, varia de 16 a 38% na meningite 

pneumocócica e de 3 a 21% na meningite meningocócica (82, 169, 353). Uma 

explicação para a menor incidência de sequelas neurológicas na meningite 

meningocócica poderia ser a ativação do sistema de contato que teria uma ação 

neuroprotetora no cérebro com atenuação de diversas complicações 

cerebrovasculares, tais como o aumento da permeabilidade vascular e a formação 

de edema cerebral (319). Alinhado a esta hipótese, neste trabalho a proteína 

cininogênio ocorreu somente no subconjunto interseção do grupo de pacientes com 

meningite meningocócica. Desse modo, propõe-se a hipótese de que a ativação do 

sistema de contato pode contribuir para a redução de sequelas neurológicas 

observadas na meningite meningocócica. Se, por um lado a ativação do receptor B1 

é decorrente da condição inflamatória já instalada (352), por outro lado, a ativação 

do receptor B2 resultaria na proteção contra a meningite pelo sistema de contato. A 

ausência de cininogênio no líquor de pacientes com meningite pneumocócica estaria 

de acordo com o fato de que complicações cerebrovasculares ocorrem mais 
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frequentemente nesses pacientes, o que contribui para a maior ocorrência de 

sequelas neurológicas permanentes. Portanto, propomos a hipótese de que um 

potencial ativador da via do cininogênio pela estimulação do receptor B2 favoreceria 

a produção de NO por eNOS contribuindo para a redução das complicações 

cerebrovasculares graves na meningite associadas a altas taxas de morbidade. 

Entretanto, o único fármaco ativador do receptor B2, Labradimil, usado para o 

tratamento de neoplasma cerebral foi descontinuado. Uma alternativa recente seria 

a investigação do agonista do receptor B2, NG291 (354), que ainda está sendo 

avaliado somente para o tratamento de doenças cardiovasculares. Por isso, não há 

dados que demonstram se este fármaco apresenta capacidade de transpor a BHE. 

O bloqueio seletivo do receptor B1 também pode ser sugerido para o 

tratamento das meningites bacterianas, visando à prevenção do edema cerebral, o 

déficit neurológico e a excitotoxicidade. O antagonista do receptor B1, SSR240612, 

tem eficiente penetração no SNC e age como um seletivo bloqueador da ligação do 

receptor B1 a des-Arg9-bradicinina (355). Em modelo experimental de Alzheimer, a 

utilização do fármaco SSR240612 interrompeu o processo de amiloidose, o déficit de 

aprendizado e cerebrovascular (356). Diante disso, propomos a hipótese de 

utilização de um bloqueador seletivo do receptor B1 como estratégia terapêutica 

para as meningites bacterianas.     
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6 CONCLUSÃO 

 

No presente trabalho, a análise proteômica comparativa de proteínas do 

líquor de pacientes com meningite pneumocócica, meningocócica, viral e indivíduos 

sem infecção no SNC permitiu a construção de um modelo preditivo qualitativo para 

o diagnóstico diferencial dessas formas da doença que poderá contribuir para a 

tomada de decisão pela abordagem terapêutica adequada e em tempo hábil para 

cada forma de meningite.  

Este trabalho é o primeiro a propor a proteína cininogênio como marcador 

biológico no líquor para meningite meningocócica. Os processos associados à 

proteína cininogênio estão diretamente relacionados à patofisiologia da meningite 

bacteriana, sobretudo por N. meningitidis, que frequentemente inclui um quadro 

severo de septicemia. O papel da proteína cininogênio tem sido alvo de investigação 

por outros grupos de pesquisa em septicemia e choque séptico.  

As análises complementares de bioinformática para previsão de localização 

celular das proteínas correspondentes aos spots que compõem os subconjuntos 

interseção das meningites revelaram tratar-se de proteínas majoritariamente 

extracelulares e, portanto, possivelmente ativas na resposta imune do hospedeiro no 

sítio de infecção. As análises de interatoma feitas a partir das análises de 

enriquecimento utilizando-se o software MetaCore™ contribuíram para um melhor 

entendimento dos mecanismos patofisiológicos inerentes às meningites. Estes 

resultados foram essenciais para a proposição de possíveis alvos terapêuticos para 

a modulação da resposta inflamatória à meningite bacteriana visando prevenir as 

sequelas e óbitos frequentemente causados por esta doença.  
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7 PERSPECTIVAS 

 

Como perspectiva do presente trabalho, pretende-se a validação do modelo 

preditivo qualitativo por ensaios imuno-enzimáticos (ELISA) em um painel amplo de 

amostras de líquor de indivíduos controles e pacientes com meningite 

pneumocócica, meningocócica e viral. Posteriormente, é objetivo do grupo o 

desenvolvimento de um teste rápido para o diagnóstico diferencial “point of care” das 

meningites a partir de amostras de líquor. O modelo preditivo qualitativo para o 

diagnóstico diferencial das meningites, apresentado neste trabalho, está sendo 

analisado quanto a sua viabilidade patentária pelos órgãos competentes. 

Recentemente, foi recebido o parecer positivo da Coordenação da Gestão 

Tecnológica (GESTEC) da FIOCRUZ em resposta ao pedido de patente, disponível 

na seção de anexos do presente trabalho.   
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9 APÊNDICES 

 

9.1 Tabela A.1: Identificação por espectrometria de massas dos spots correspondentes ao conjunto interseção formado por géis 2D de 

proteínas do liquor de pacientes com meningite pneumocócica 

Spot Proteína Número de 
acesso 
(NCBI) 

Score 
MASCOT 

Peptídeo m/z   
value 

p.1 α-2-HS-glicoproteína gi│112910 46 (42) K. HTLNQIDEVK. V 1196.6484 
 

p.2 α-1-antitripsina gi│6137432 20 (43) K. FLENEDRR. S 1078.5624 
   27 (43) K. ITPNLAEFAFSLYR. Q 1641.8563 
   90 (43) K. TDTSHHDQDHPTFNK. I 1779.7550 
  

 
 127 (44) K. VFSNGADLSGVTEEAPLK. L + Deamidated (NQ) 1834.8959 

p.3 α-1-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 α-1-antitripsina gi│6137432 28 (43) K. ITPNLAEFAFSLYR. Q 1641.8239 
p.5 α-1-antitripsina gi│6137432 30 (43) K. FLENEDRR. S 1078.5604 

   50 (43) K. ITPNLAEFAFSLYR. Q 1641.8469 
   83 (43) K. TDTSHHDQDHPTFNK. I 1779.7557 
   95 (44) K. VFSNGADLSGVTEEAPLK. L 1834.8989 
   62 (43) K. DTEEEDFHVDQVTTVK. V 1891.8352 
 α-1-antiquimiotripsina 

 
gi│443345 22 (43) R. LYGSEAFATDFQDSAAAK. K 1891.8352 

p.6 α-1 H Tro gi│223069 54 (44) R. QQPSQGTTTFAVTSILR. V + Deamidated (NQ) 1818.8972 
p.7 α-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. TDTSHHDQDHPTFNK. I 1779.7633 
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   120 (44) K. VFSNGADLSGVTEEAPLK. L 1833.9133 
   81 (44) K. DTEEEDFHVDQVTTVK. V 1891.8510 
 α-1-antiquimiotripsina 

 
gi│443345 21 (44) R. LYGSEAFATDFQDSAAAK. K 1891.8510 

 Proteína 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 
 α fibrinogênio  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 Domínio 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 
 Domínio 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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   39 (43) R. YYCFQGNQFLR. F + Carbamidomethyl (C) 1495.6820 
 

p.11 Domínio pacsin 1 F-Bar gi│377656250 35 (40) K. EEKLANTR. E 960.5885 
 Albumina gi│28592 20 (40) K. YLYEIAR. R 927.5324 
   38 (40) K. FQNALLVR. Y 960.5971 
   44 (42) K. LVNEVTEFAK. T 1149.6434 
   78 (44) K. VFDEFKPLVEEPQNLIK. Q 2045.0726 
 Hemopexina gi│386789 14 (43) R. YYCFQGNQFLR. F + Carbamidomethyl (C) 1495.6926 

 
p.13 Transferrina gi│115394517 12 (42) K. DSGFQMNQLR. G 1195.5800 

   17 (42) 
 

K. EGYYGYTGAFR. C 1283.5923 

p.14 Transferrina gi│115394517 9 (42) K. ASYLDCIR. A + Carbamidomethyl (C) 997.5179 
   42 (42) K. DSGFQMNQLR. G 1195.5739 
   65 (43) K. SASDLTWDNLK. G 1249.6271 
   47 (42) K. EGYYGYTGAFR. C 1283.5854 
   57 (43) K. MYLGYEYVTAIR. N 1478.7371 
   97 (43) K. CSTSSLLEACTFR. R + Carbamidomethyl (C) 1514.6627 
   65 (43) R. FDEFFSEGCAPGSK. K + Carbamidomethyl (C) 1577.6532 
   125 (43) K. NLNEKDYELLCLDGTR.K + Carbamidomethyl (C) 1952.9087 

p.15 Transferrina gi│115394517 26 (39) R. APNHAVVTR. K 964.5887 
   24 (42) K. DSGFQMNQLR. G 1195.5852 
   64 (43) K. SASDLTWDNLK. G 1249.6327 
   48 (43) 

 
R. WCAVSEHEATK. C + Carbamidomethyl (C) 1317.6190 

p.16 Componente C3 do 
complemento 

gi│179665 47 (44) K. TIYTPGSTVLYR. I 1370.7386 

   27 (43) R. IPIEDGSGEVVLSR. K 1470.7778 
   45 (43) R. LVAYYTLIGASGQR. E 

 
1511.8160 

p.17 Haptoglobina  gi│306882 58 (42) K. GSFPWQAK. M 920.5112 
   

 
21 (41) R. VGYVSGWGR. N 980.5301 

p.18 Haptoglobina  gi│306882 34 (42) K. GSFPWQAK. M 920.5104 
   53 (41) R. VGYVSGWGR. N 980.5269 
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   74 (43) K. VTSIQDWVQK. T 1203.6508 
   58 (42) K. DIAPTLTLYVGK. K 1290.7389 
   66 (43) K. SCAVAEYGVYVK. V 1345.6543 
   35 (44) K. YVMLPVADQDQCIR. H + Carbamidomethyl (C) 1723.7959 
 Fragmento D do fibrinogênio gi│2781208 

 
22 (41) R. QDGSVDFGR. K 980.5269 

p.19 Haptoglobina  gi│306882 39 (41) K. GSFPWQAK. M 920.5261 
   37 (41) R. VGYVSGWGR. N 980.5430 
   47 (43) K. VTSIQDWVQK. T + Deamidated (NQ) 1203.6700 
 
 

  34 (44) K. SCAVAEYGVYVK. V + Carbamidomethyl (C) 1345.6714 

p.20 C-reativa  gi│1942435 63 (43) R. GYSIFSYATKR. Q 1136.5846 
   16 (43) K. RQDNEILIFWSK. D 1548.8040 
   103 (44) K. YEVQGEVFTKPQLWP. 1820.8853 
 Fragmento Fab do anticorpo 

A.17 
gi│347447253 29 (45) K. SGTASVVCLLNNFYPR. E + Carbamidomethyl (C) 1797.8544 

   37 (44) K. VYACEVTHQGLSSPVTK. S + Carbamidomethyl 
(C) 

1875.8925 

   49 (43) R. TVAAPSVFIFPPSDEQLK. S 1945.9917 
 Len, Bence-Jones gi│229528 29 (45) K. SGTASVVCLLNNFYPR. E + Carbamidomethyl (C) 1797.8544 
   37 (44) K. VYACEVTHQGLSSPVTK. S + Carbamidomethyl 

(C) 
1875.8925 

   49 (43) 
 

R. TVAAPSVFIFPPSDEQLK. S 1945.9917 

p.21 Apolipoproteína AI gi│90108664 63 (39) K. AKPALEDLR. Q 1012.6161 
   55 (43) K. LSPLGEEMR. D 1031.5541 
   69 (41) R. QGLLPVLESFK. V + Gln ->pyro-Glu (N-term Q) 1213.7053 
   61 (42) K. VQPYLDDFQK. K 1252.6372 
   61 (42) K. WQEEMELYR. Q 1283.5863 
   66 (43) R. THLAPYSDELR. Q 1301.6615 
   91 (43) K. VSFLSALEEYTK. K 1386.7219 
   113 (43) R. DYVSQFEGSALGK. Q 1400.6720 
   95 (41) R. VKDLATVYVDVLK. D 1462.8552 
   136 (44) 

 
K. LLDNWDSVTSTFSK. L 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 

 O valor de score mostrado é referente a cada peptídeo identificado; o número em parênteses indica o score mínimo que denota 

identidade da proteína. O spot p.12 não foi identificado na análise MS/MS. m/z: razão massa carga. 

 

 

9.2 Tabela A.2: Identificação por espectrometria de massas dos spots correspondentes ao conjunto interseção formado por géis 2D de 

proteínas do liquor de pacientes com meningite meningocócica 

Spot Proteína Número de 
acesso 
(NCBI) 

Score 
MASCOT 

Peptídeo m/z   
value 

m.1 Ceruloplasmina  gi│1620909 9 (42) R. QYTDSTFR. V + Gln->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 + Gln->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. I + Deamidated (NQ) 2172.0273 

 
m.2 α-1-B-Glicoproteína 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 α-1-B-Glicoproteína gi│69990 23 (43) R. ATWSGAVLAGR. D 1088.6099 

   45 (43) K. HQFLLTGDTQGR. Y 1372.6996 
   66 (43) R. CEGPIPDVTFELLR. E 1628.7813 
   14 (43) R. LELHVDGPPPRPQLR. A 1723.9382 
   52 (43) K. VTLTCVAPLSGVDFQLR. R 

 
1875.9607 

m.4 Receptor de célula T cadeia 
β 

gi│78101492 11 (44) R. GTEKLFFGSGTQLSVLEDLNK. V + Deamidated (NQ) 
 

2284.1392 

m.5 Hemopexina gi│386789 23 (43) R. YYCFQGNQFLR. F + Carbamidomethyl (C) 1495.6750 
 

m.6 Hemopexina gi│386789 24 (43) K. NFPSPVDAAFR. Q 1220.6332 
 Hemopexina  23 (43) R. YYCFQGNQFLR. F + Carbamidomethyl (C) 1495.6949 

m.7 Hemopexina gi│386789 31 (43) K. NFPSPVDAAFR. Q 1220.6251 
 Hemopexina  27 (43) R. YYCFQGNQFLR. F + Carbamidomethyl (C) 1495.6793 

m.8 Hemopexina gi│386789 8 (43) K. NFPSPVDAAFR. Q 1220.6320 
   3 (43) 

 
R. YYCFQGNQFLR. F + Carbamidomethyl (C) 1495.6924 

m.9 
 

Receptor de célula T cadeia 
β 

gi│78101492 10 (44) R. GTEKLFFGSGTQLSVLEDLNK. V + Deamidated (NQ) 2284.1384 

m.10 Transferrina gi│115394517 19 (42) K. EGYYGYTGAFR. C 1283.5924 
   24 (43) 

 
K. MYLGYEYVTAIR. N 1478.7450 

m.11 Transferrina gi│115394517 14 (42) K. ASYLDCIR. A + Carbamidomethyl (C) 997.5162 
   20 (42) K. KASYLDCIR. A + Carbamidomethyl (C) 1125.6018 
   45 (43) K. DSGFQMNQLR. G + Deamidated (NQ); Oxidation (M) 1195.5746 
   47 (43) K. SASDLTWDNLK. G + Deamidated (NQ) 1249.6243 
   45 (43) K. HSTIFENLANK. A 1273.6764 
   60 (42) K. EGYYGYTGAFR. C 1283.5868 
   75 (43) K. MYLGYEYVTAIR. N 1478.7399 
   44 (43) K. CSTSSLLEACTFR. R + Carbamidomethyl (C) 1514.6646 
   51 (43) R. KPVEEYANCHLAR. A + Carbamidomethyl (C) 1586.7749 
   42 (44) K. ADRDQYELLCLDNTR. K + Carbamidomethyl (C) 1881.8542 
   77 (44) K. NLNEKDYELLCLDGTR. K + Carbamidomethyl (C) 1952.9028 
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m.12 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 

(C) 
2549.2617 

 
m.13 Transferrina gi│115394517 6 (41) R. APNHAVVTR. K 

 
964.5632 

m.14 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 

(C) 
2549.2991 

 
m.15 α-1 antiquimiotripsina gi│177933 13 (40) 

 
K. ITLLSALVETR. T 1215.7537 

m.16 α-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. I + 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 

m.17 α-1-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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   23 (43) K. GKWERPFEVK. D 1275.6965 
   94 (43) K. ITPNLAEFAFSLYR. Q 1641.8499 
   105 (43) K. TDTSHHDQDHPTFNK. I + Deamidated (NQ) 1779.7472 
   93 (44) K. VFSNGADLSGVTEEAPLK. L + Deamidated (NQ) 1834.9005 
   78 (43) 

 
K. DTEEEDFHVDQVTTK. V 1891.8333 

 Cininogênio gi│4504893 38 (41) R. QVVAGLNFR. I + Gln->pyro-Glu 986.5857 
   56 (43) K. YFIDFVAR. E 1030.5787 
   74 (44) K. YNSQNQSNNQFVLYR. I 1874.9221 

 
m.18 Proteína ligadora de 

vitamina D 
gi│181482 69 (43) R. VCSQYAAYGEK. K + Carbamidomethyl (C) 1275.5880 

   106 (43) K. SLGECCDVEDSTTCFNAK. G + 3 Carbamidomethyl (C) 2093.7988 
   74 (42) K. SCESNSPFPVHPGTAECCTK. E + 3 Carbamidomethyl 

(C) 
2264.8989 

 
m.19 Proteína ligadora de 

vitamina D 
gi│181482 10 (42) K. YTFELSR. R 915.5093 

   46 (41) R. THLPEVFLSK. V 1170.6786 
   66 (43) R. VCSQYAAYGEK. K + Carbamidomethyl (C) 1275.5879 
   15 (42) R. RTHLPEVFLSK. V 1326.7697 
   33 (43) K. VMDKYTFELSR. R + Oxidation (M) 1404.6991 
   66 (43) K. EDFTSLSLVLYSR. K 1529.7881 
   98 (44) R. KFPSGTFEQVSQLVK. E 1694.9034 
   83 (43) K. SLGECCDVEDSTTCFNAK. G + 2 Carbamidomethyl (C); 

Deamidated (NQ) 
2092.7935 

   93 (43) K. SCESNSPFPVHPGTAECCTK. E + 2 Carbamidomethyl 
(C); Deamidated (NQ) 

2264.9041 

   41 (41) K. EVVSLTEACCAEGADPDCYDTR. T +3 Carbamidomethyl 
(C) 

2517.9680 

   88 (44) K. HQPQEFPTYVEPTNDEICEAFR. K + Carbamidomethyl 
(C) 

2707.1350 
 

m.20 α-1-antitripsina gi│6137432 24 (42) K. FLENEDRR. S 1078.5770 
   69 (43) K. ITPNLAEFAFSLYR. Q 1641.9111 
   66 (43) K. TDTSHHDQDHPTFNK. I + Deamidated (NQ) 1779.8087 
   67 (43) K. VFSNGADLSGVTEEAPLK. L 1833.9686 
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   73 (44) K. DTEEEDFHVDQVTTK. V 1891.9086 
   75 (44) K. LYHSEAFTVNFGDTEEAKK. Q 2186.0857 
 cDNA FLJ75500, similar ao 

domínio EH  
gi│158258527  13 (42) R. KALATSSINMK. Q + Deamidated (NQ); Oxidation (M) 1180.6589 

 Proteína associada à 
microtúbulo 1a 

gi│1790878 20 (42) R. KVSGEREEEGR. A 1275.7413 
 

m.21 α-1-antitripsina gi│6137432 11 (43) K. ITPNLAEFAFSLYR. Q + Deamidated (NQ) 1642.9083 
 

m.22 α-1-Gicoproteína ácida gi│112877 70 (71) K. EQLGEFYEALDCLR. I 1685.8094 
   124 (71) K. EQLGEFYEALDCLR. I + Carbamidomethyl (C) 1742.8320 
   121 (71) R. YVGGQEHFAHLILR. D 1752.9852 
   182 (70) 

 
K. TYMLAFDVNDEKNWGLSVYADKPETTK. E 3135.5857 

m.23 α-1-Gicoproteína ácida 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. I + Carbamidomethyl (C) 1724.7810 
   143 (43) K. EQLGEFYEALDCLR. I + Carbamidomethyl (C) 1742.7928 
   36 (44) R. YVGGQEHFAHLLTLR. D 1752.9379 
   80 (43) K. EQLGEFYEALDCLR. I + 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-α-2-glicoproteína gi│38026 18 (39) K.IDVHWTR. A 926.5369 
   18 (43) K. AYLEEECPATLR. K + Carbamidomethyl (C) 1451.6829 
   31 (43) K. QKWEAEPVYVQR. A + Gln->pyro-Glu 1515.7563 
 Componente C3 do 

complemento 
gi│179665 13 (43) K. SGSDEVQVGQQR. T 1289.6248 

   20 (43) K. VYAYYNLEESCTR. F + Carbamidomethyl (C) 1667.7285 
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m.26 Zn-α-2-glicoproteína gi│38026 48 (40) K. IDVHWTR. A 926.5352 

   22 (43) K. SQPMGLWR. Q 974.5259 
   15 (42) R. AGEVQEPELR. G 1127.5963 
   16 (43) K. WEAEPVYVQR. A 1276.6530 
   16 (45) K. AREDIFMETLK. D 1352.6990 
   39 (43) K. AYLEEECPATLR. K + Carbamidomethyl (C) 1451.6924 
   26 (43) K. QKWEAEPVYVQR. A + Gln->pyro-Glu 1515.7596 
   53 (43) K. YYYDGKDYIEFNK. E 1717.7729 

 
m.27 Haptoglobina gi│123508 45 (44) K. GSFPWQAK. M 920.4396 

   86 (44) R. VGYVSGWGR. N 980.4176 
   64 (44) K. VTSIQDWVQK. T 1203.5730 
   36 (44) K. DIAPTLTLYVGH. K 1290.6548 
   89 (44) K. SCAVAEYGVYVK. V + Carbamidomethyl (C) 1345.5769 
   96 (44) K. YVMLPVADQDQCIR. H + Carbamidomethyl (C) 1707.7610 
   31 (44) R. VMPICLPSKDYAEVGR. V + Carbamidomethyl (C) 1834.8649 
   68 (44) K. SPVGVQPILNEHTFCAGMSK. Y + Carbamidomethyl (C) 2171.9683 

 
m.28 Haptoglobina gi│306882 17 (42) K. GSFPWAK. M 920.5186 

   12 (41) 
 

R. VGYVSGWGR. N 980.5317 

      
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 
 Receptor de célula T cadeia 

β 
gi│78101492 7 (44) R. GTEKLFFGSGTQLSVLEDLNK. V + Deamidated (NQ) 2284.1289 

      
m.30 Proapo-AI gi│178777 76 (71) K. AKPALEDLR. Q 1012.5901 

   39 (71) K. LSPLGEEMR. D 1031.5320 
   60 (71) R. QGLLPVLESFK. V + Gln->pyro-Glu 1213.6842 
   49 (70) Q. DEPPQSPWDR. V 1226.5494 
   48 (71) K. VQPYLDDFQK. K 1252.6139 
   49 (70) K. WQEEMELYR. Q 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 Apolipoproteína AI 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. YTIIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. 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 

O valor de score mostrado é referente a cada peptídeo identificado; o número em parênteses indica o score mínimo que denota 

identidade da proteína. m/z: razão massa carga. 

 

 

9.3 Tabela A.3: Identificação por espectrometria de massas dos spots correspondentes ao conjunto interseção formado por géis 2D de 

proteínas do liquor de pacientes com meningite viral. 

Spot Proteína Número de 
acesso 
(NCBI) 

Score 
MASCOT 

Peptídeo m/z   
value 

v.5 Não identificado gi│22761380 5 (44) -. MGSLYMFVQTILSYQMQPK. I + 3 Deamidated (NQ); 2284.1609 
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 Oxidation (M) 
v.6  Não identificado gi│22761380 9 (44) -. MGSLYMFVQTILSYQMQPK. I + 3 Deamidated (NQ); 

Oxidation (M) 
2284.1649 

 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 

(C) 
2364.1501 

v.8 Hemopexina gi│386789 15 (43) 
 

K. NFPSPVDAAFR. Q 1220.6335 

v.9 Não identificado 
 

gi│22761380 12 (44) -. MGSLYMFVQTILSYQMQPK. I + 3 Deamidated (NQ); 
Oxidation (M) 

2284.2402 

v.10 Transferrina gi│110590597 9 (42) K. EGYYGYTGAFR. C 1283.5922 
   10 (42) K. NLNEKDYELLCLDGTR. K + Carbamidomethyl (C); 

Deamidated (NQ) 
1953.9575 

 
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 

(C) 
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 

(C) 
2549.2590 

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

v.13 Transferrina gi│110590597 19 (42) K. ASYLDCIR. A + Carbamidomethyl (C) 997.5177 
   43 (42) K. DSGFQMNQLR. G 1195.5760 
   96 (42) K. EGYYGYTGAFR. C 1283.5944 
   113 (43) K. MYLGYEYVTAIR. N 1478.7478 
   70 (43) K. DLLFRDDTVCLAK. L + Carbamidomethyl (C) 1565.8069 
   78 (42) R. FDEFFSEGCAPGSK. K + Carbamidomethyl (C) 1577.6677 
   102 (43) R. KPVEEYANCHLAR. A + Carbamidomethyl (C) 1586.7836 
   96 (44) K. ADRDQYELLCLDNTR. K + Carbamidomethyl (C) 1881.8734 
   151 (44) K. NLNEKDYELLCLDGTR. K + Carbamidomethyl (C) 1952.9329 
   135 (44) R. SAGWNIPIGLLYCDLPEPR. K + Carbamidomethyl (C) 2171.0759 
   202 (44) R. KPVDEYKDCHLAQVPSHTVVAR. S + Carbamidomethyl 

(C) 
2549.2751 

 Triptofano 5 tirosina 
monooxigenase 3 

gi│380765197 24 (42) K. DSTLIHQLLR. D 1195.5760 

  gi│21755932 38 (42) K. ASYVEQSGR. S + Deamidated (NQ) 997.5177 
 

v.15 Transferrina gi│110590597 43 (44) R. SAGWNIPIGLLYCDLPEPR. K + Carbamidomethyl (C) 2172.1672 
 

v.16 Transferrina gi│110590597 21 (42) K. EGYYGYTGAFR. C 1283.5928 
   31 (43) K. MYLGYEYVTAIR. N 1478.7455 
   14 (43) R. KPVEEYANCHLAR. A + Carbamidomethyl (C) 1586.7769 
   27 (44) K. ADRDQYELLCLDNTR. K + Carbamidomethyl (C) 1881.8617 
   54 (44) K. NLNEKDYELLCLDGTR. K + Carbamidomethyl (C) 1952.9204 
   54 (45) R. KPVDEYKDCHLAQVPSHTVVAR. S + Carbamidomethyl 

(C) 
2549.2422 

 
v.17 α-1-antitripsina gi│177831 31 (43) K. FLENEDRR. S 1078.5663 

   69 (43) R. LGMFNIQHCK. K + Carbamidomethyl (C) 1247.6283 
   27 (43) K. GKWERPFEVK. D 1275.7087 
   10 (43) K. RLGMFNIQHCK. K + Carbamidomethyl (C) 1403.7201 
   139 (43) K. ITPNLAEFAFSLYR. Q 1641.8651 
   105 (43) K. TDTSHHDQDHPTFNK. I 1779.7688 
   112 (44) K. DTEEEDFHVDQVTTVK. V 1891.8556 
   139 (44) K. LYHSEAFTVNFGDTEEAKK. Q 2186.0315 
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v.19 Proteína ligadora de 

vitamina D 
gi│181482 14 (42) K. YTFELSR. R 915.4900 

   50 (41) K. HLSLLTTLSNR. V 1254.7167 
   70 (42) R. VCSQYAAYGEK. K + Carbamidomethyl (C) 1275.5664 
   14 (42) R. RTHLPEVFLSK. V 1326.7477 
   36 (43) K. VMDKYTFELSR. R 1388.6768 
   77 (43) K. EDFTSLSLVLYSR. K 1529.7632 
   103 (44) R. KFPSGTFEQVSQLVK. E 1694.8849 
   64 (42) K. SCESNSPFPVHPGTAECCTK. E + 3 Carbamidomethyl 

(C) 
2264.8862 

   97 (44) 
 

K. HQPQEFPTYVEPTNDEICEAFR. K + Carbamidomethyl 
(C) 

2707.1277 

v.20 Proteína ligadora de 
vitamina D 

gi│181482 33 (42) K. YTFELSR. R 915.4960 

   15 (41) K. HLSLLTTLSNR. V 1254.7196 
   55 (42) R. VCSQYAAYGEK. K + Carbamidomethyl (C) 1275.5691 
   9 (42) R. RTHLPEVFLSK. V 1326.7471 
   53 (43) K. VMDKYTFELSR. R 1388.6807 
   82 (43) K. EDFTSLSLVLYSR. K 1529.7667 
   113 (44) R. KFPSGTFEQVSQLVK. E 1694.8840 
   36 (42) K. SCESNSPFPVHPGTAECCTK. E + 3 Carbamidomethyl 

(C) 
2264.9001 

   57 (44) K. HQPQEFPTYVEPTNDEICEAFR. K + Carbamidomethyl 
(C) 

2707.1384 

v.21 α-1-Gicoproteína ácida gi│112877 11 (43) K. WFYIASAFR. N 1160.6144 
   25 (44) K. EQLGEFYEALDCLR. I +  Carbamidomethyl (C) 1742.7994 

 
v.22 Transtiretina gi│443295 107 (42) R. GSPAINVAVHVFR. K 1366.7566 

   90 (42 K. AADDTWEPFASGK. T 1394.6156 
   118 (43) R. KAADDTWEPFASGK. T 1522.7023 
   130 (44) R. YTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. E 2360.1946 
   122 (44) K. ALGISPFHEHAEVVFTANDSGPR. R 2451.1460 
   24 (44) R. YTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. E 2516.2766 
   41 (44) R. YTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. - 2645.3130 
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v.23 Transtiretina gi│443295 115 (42) R. GSPAINVAVHVFR. K 1366.7736 

   98 (43) K. AADDTWEPFASGK. T 1394.6429 
   126 (43) K. AADDTWEPFASGK. T 1522.7327 
   146 (44) R. YTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. E 2360.2434 
   151 (44) K. ALGISPFHEHAEVVFTANDSGPR. R 2451.1870 
   94 (44) R. YTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. - 2489.2832 
   70 (44) R. YTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. E 2516.3137 
   163 (44) R. YTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. - 2645.3643 
   160 (44) K. TSESGELHGLTTEEEFVEGIYKVEIDTK. S 3140.5349 

 
v.24 Prostaglandina D sintase gi│283806778 150 (44) R. TMLLQPAGSLGSYSYR. S  1743.8582 

   16 (44) R. TMLLQPAGSLGSYSYR. S + Oxidation (M) 1759.8569 
   83 (44) M. APEAQVSVQPNFQQDK. F 1785.8590 
   79 (44) K. AQGFTEDTIVFLPQTDK. C 1909.9354 
   55 (44) R. SPHWGSTYSVVETDYDQYALLYSQGSK. G + 

Deamidated (NQ) 
3268.4792 

 
v.25 Prostaglandina D sintase gi│283806778 160 (44) R. TMLLQPAGSLGSYSYR. S 1743.8556 

   99 (44) R. TMLLQPAGSLGSYSYR. S + Oxidation (M) 1759.8490 
   131 (44) M. APEAQVSVQPNFQQDK. F 1785.8569 
   133 (44) K. AQGFTEDTIVFLPQTDK. C 1909.9319 
   50 (44) M. APEAQVSVQPNFQQDK. F + Deamidated (NQ) 2260.0950 
   194 (44) R. SPHWGSTYSVVETDYDQYALLYSQGSK. G 3267.4834 

 
v.27 Transtiretina gi│443295 110 (42) R. GSPAINVAVHVFR. K 1366.7717 

   101 (43) K. AADDTWEPFASGK. T 1394.6354 
   117 (43) K. AADDTWEPFASGK. T 1522.7222 
   165 (44) R. YTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. E 2360.2156 
   127 (44) K. ALGISPFHEHAEVVFTANDSGPR. R 2451.1714 
   93 (44) R. RYTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. E 2516.2944 
   45 (44) R. RYTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK. - 2645.3413 
   185 (44) K. TSESGELHGLTTEEEFVEGIYKVEIDTK. S 3140.4956 

 

O valor de score mostrado é referente a cada peptídeo identificado; o número em parênteses indica o score mínimo que denota 

identidade da proteína. Os spots v.1, v.2, v.3, v.4, v.14, v.18 e v.26 não foram identificados na análise MS/MS.  m/z: razão massa carga. 
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9.4 SIGLAS GENEGO 
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