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Resumo 

 

Introdução: A sepse é definida como uma disfunção de órgãos com risco de vida 

causada por uma resposta desregulada do hospedeiro frente à infecção, levando a 

óbito em aproximadamente 30% dos casos. Apesar das descobertas recentes, os 

mecanismos envolvidos na iniciação e na progressão da sepse ainda não foram 

completamente elucidados, dificultando seu tratamento. Uma de suas características é 

a morte massiva de células do sistema imune. A necroptose, uma via de morte celular 

recentemente descoberta, tem alto potencial inflamatório e já está relacionada em 

diversas patologias inflamatórias e infecciosas. Em modelos animais de sepse, 

camundongos deficientes em componentes da via de necroptose ou que foram tratados 

com inibidores farmacológicos contra esta via apresentaram menor mortalidade, menor 

número e intensidade de disfunções orgânicas, indicando que a necroptose contribui 

para os efeitos deletérios desta condição. Objetivos: Investigar se há um aumento nos 

níveis de expressão de moléculas da via de necroptose em células do sangue 

periférico de pacientes com sepse/choque séptico comparado a pacientes controles 

sem infecção e internados na UTI, e analisar se estes níveis se correlacionam com os 

diferentes grupos ou com a gravidade da doença. Também foram investigadas as 

alterações no componente celular imune do sangue periférico destes pacientes bem 

como a expressão de citocinas e quimiocinas. Métodos: Foram coletadas amostras de 

sangue periférico de um total de 80 pacientes divididos nos diferentes grupos 

experimentais: controle saudável, controle UTI, sepse e choque séptico e realizado 

análises por meio de técnicas de Luminex, citometria de fluxo, qPCR e western blot. 

Resultados: Das amostras de plasma dos pacientes, RIPK3 e as citocinas e 

quimiocinas IL-4, IP-10 (CXCL 10), IL-8, MIP-1 beta, IL-1 alfa e E-selectina  

apresentaram expressão diferencial com valores-p ˂ ,     quando comparadas entre 

os grupos de sepse e não sepse. Foram observadas por citometria de fluxo diferenças 

nas porcentagens das populações de monócitos, NK e NKT nos diferentes grupos 

experimentais, levantando a possibilidade de utilizar estas proporções para diferenciar 

pacientes do quadro de sepse e choque séptico. Ao contrário da hipótese inicial, em 

nossa coorte, a expressão gênica de RIPK3 e MLKL em PBMC analisada por qPCR 

não apresentou diferenças significativas entre os grupos. Interessantemente, há 

somente uma discreta redução dos níveis proteicos de MLKL nos pacientes sépticos 

comparados ao grupo controle, não caracterizando assim uma sensibilização destas 
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células à necroptose. Conclusão: Neste estudo piloto, diferenças de expressão de 

RIPK3 plasmático, citocinas e quimiocinas no plasma e porcentagens de 

subpopulações de células imunes em sangue periférico foram identificadas entre os 

pacientes com sepse e o grupo controle. Porém, ao contrário das expectativas, não 

observamos alterações significativas nos níveis intracelulares de RIPK3 e MLKL. 

 

Descritores: RIPK3; MLKL; Necroptose; Sepse; Choque séptico 

 

 

 

 



 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Epidemiologia da sepse 

 

A sepse é uma doença de extrema relevância em termos globais, 

com alto impacto financeiro e social.    Ao redor do mundo apresenta taxa de 

mortalidade maior do que a do câncer de próstata, câncer de mama e HIV juntos, o que 

explicita a relevância desta condição na saúde pública.  ,   Sua incidência vem 

crescendo nas últimas décadas e o número de internações hospitalares secundárias à 

sepse é maior do que as decorrentes de infarto agudo do miocárdio.    Ainda, a maior 

parte dos indivíduos acometidos tem idade superior a 60 anos, sendo muito baixa a 

incidência em pacientes com idade inferior a 40 anos.    Nos EUA, anualmente, a sepse 

atinge aproximadamente    .000 pessoas, 5  com uma mortalidade estimada em 

   .    

Estudos epidemiológicos realizados em diferentes países apontam o 

choque séptico como principal causa de morte nas unidades de terapia intensiva 

(UTI).  -   Em 2018, um estudo coletou dados do Sistema Único de Saúde (SUS) e, de 

2006 a 2015, foram registrados 724.458 casos de sepse em 4.271 hospitais públicos e 

privados no Brasil. Estes números resultam em uma densidade de incidência de 

47,4/100.000 pacientes-dia, sendo que a mortalidade em hospitais públicos foi de 

aproximadamente 55,5% e em hospitais privados    .     Além disso, os pacientes que 

desenvolveram sepse em algum momento da vida têm uma menor sobrevida, mesmo 

aqueles sem qualquer comorbidade associada.   ,    Além da alta incidência e 

mortalidade, a sepse também está associada com elevados custos ao sistema de 

saúde.   ,    Os custos diretos de pacientes com sepse podem atingir valores seis 

vezes mais elevados do que os de outros pacientes internados na UTI, sendo 

responsáveis, nos EUA, por aproximadamente 39% dos custos hospitalares totais.   ,    

No Brasil, um estudo calculou que a média do tempo hospitalar destes pacientes é de 

nove dias     e em média o custo total do tratamento da sepse gira em torno de 

R$ 5.   ,   por paciente.   , 5  Ainda, há um padrão  de altos custos nos primeiros 

dias de tratamento, tanto nos pacientes sobreviventes quanto nos que evoluem a 

óbito.( ,  -    Além disso, observa-se que após o terceiro dia de tratamento há um 

aumento ainda maior nos custos dos pacientes que vão posteriormente a óbito, 



  

 

indicando uma utilização intensa de recursos na tentativa de se evitar um desfecho 

desfavorável.    Além de ser bastante onerosa ao sistema de saúde pelos custos 

diretos, a sepse ainda impõe custos sociais indiretos bastante elevados e com grande 

impacto social, uma vez que frequentemente os pacientes sobreviventes apresentam 

perda da produtividade associada ao absenteísmo.    

 

    Fisiopatologia e definições de sepse 

 

A sepse é um conjunto de manifestações graves, com risco à vida, 

resultado de uma infecção sistêmica ou local, que culmina em uma resposta 

desregulada do sistema imunológico frente ao insulto, com perda do equilíbrio entre 

mediadores pró- e anti-inflamatórios.   -    

Do ponto de vista tecidual, a sepse resulta da excessiva inflamação, 

alterações de coagulação, disfunção microcirculatória e celular, causando disfunção 

orgânica e morte celular.   ,  - 5  Entre as principais alterações fisiopatológicas na sepse 

encontram-se: 1) liberação de moléculas de adesão dos neutrófilos nas células 

endoteliais;     2) liberação de mediadores que levam a vasodilatação e hipotensão;     

3) quebra da barreira endotelial e aumento da permeabilidade capilar, resultando em 

edema intersticial;     4) alterações na microcirculação, levando a um fluxo mais lento e 

heterogêneo nos leitos capilares;     e 5) alteração do sistema de coagulação onde há a 

indução de um estado pró-coagulante, contribuindo para a hipoperfusão tecidual e 

evolução para coagulação intravascular disseminada (CIVD).   ,    

Em relação à inflamação, há uma ativação de mediadores pró-

inflamatórios exagerada e sustentada, em resposta aos padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs – Pathogen-associated molecular patterns) de micro-

organismos invasores e aos padrões moleculares associados à lesão (DAMPs – 

damage-associated molecular patterns) liberados por células danificadas ou mortas na 

circulação, que causa uma infiltração excessiva de leucócitos nos órgãos e é 

importante para eliminar os patógenos desencadeantes da doença.   ,    Porém, em 

paralelo com a inflamação ocasionada, mecanismos imunossupressivos também 

ocorrem durante a sepse podendo resultar em disfunção imune e infecções 

secundárias.     Ainda, a sepse é caracterizada por uma morte celular massiva de 



  

 

diversos tipos de célula, como células imunes (principalmente linfócitos e neutrófilos) e 

não-imunes (por exemplo, células intestinais e hepatócitos).   -    

Sendo assim, em decorrência dos estados anti e pró-inflamatórios 

presentes na sepse, o paciente pode manifestar três estados: 1) pró-inflamatório, como 

na síndrome da resposta inflamatória sistêmica (SIRS); 2) anti-inflamatório, como na 

síndrome da resposta anti-inflamatória sistêmica (CARS – Compensatory anti-

inflammatory response syndrome); e 3) misto, correspondente a síndrome da resposta 

antagonista mista (MARS – Mixed antagonist response syndrome).      

Em 1992, em uma conferência internacional reunindo os principais 

especialistas na área, foi proposta a primeira definição de sepse, denominada Sepsis-

 .     Naquele momento, o quadro séptico foi definido como um processo contínuo, 

sendo subdividido em síndrome da resposta inflamatória sistêmica (SIRS), sepse, 

sepse grave e choque séptico; subdivisões estas que passaram a ser utilizados na 

prática clínica. Para definição de SIRS foram utilizados critérios que incluíam quatro 

sinais clínicos comuns na inflamação como alterações na temperatura, na frequência 

cardíaca, na frequência respiratória e na contagem de leucócitos.     A sepse foi 

definida com a identificação de dois ou mais critérios de SIRS, além da presença de 

infecção confirmada ou presumida. A sepse grave foi definida como uma evolução do 

quadro séptico que acarreta em hipoperfusão dos órgãos e disfunção orgânica 

(acidose lática, coagulopatias, oligúria e/ou alteração do nível de consciência, entre 

outros) e o choque séptico como um quadro com presença de sepse grave mais 

hipotensão arterial refratária a ressuscitação volêmica adequada.     

Com o passar dos anos, foi percebida a necessidade de uma nova 

conferência, com os especialistas da área, tendo o objetivo de atualizar, padronizar e 

incluir novos critérios no diagnóstico da sepse.     Dentre as razões para uma nova 

classificação, as principais eram: 1) dependendo do agravamento clínico do paciente e 

dos sinais clínicos de inflamação haviam múltiplas definições para sepse, o que 

tornava algo confuso o manejo destes pacientes;        os critérios de SIRS 

apresentavam falta de sensibilidade e especificidade adequadas para o monitoramento 

do paciente e foi observado que, com a melhor separação entre choque séptico e 

sinais de disfunção de orgânica, era possível encontrar números diferentes na 

incidência e mortalidade dos pacientes;     3) a SIRS pode estar associada ou não a 

uma infecção, sendo que o manejo dos pacientes nos dois casos pode ser bastante 

diferente;   -    e 4) a complexa fisiopatologia da sepse inclui respostas pro-



  

 

inflamatórias e anti-inflamatórias, sendo importante usar como novo eixo de 

classificação a disfunção orgânica.      

Em 2001 houve uma nova conferência que propôs uma nova 

definição: sepsis- . Com isso, uma nova definição para sepse foi criada, sendo está 

caracterizada por uma síndrome clínica combinada com lesão orgânica. Embora a 

mudança tenha acontecido, os antigos critérios de diagnóstico para sepse foram 

mantidos. O mesmo aconteceu em relação à sepse grave que foi denominada como 

uma "sepse complicada por disfunção orgânica".     Em resumo, características 

semelhantes de duas definições resultaram em uma confusão para o diagnóstico da 

sepse, o que reforçou a ideia de uma reformulação desta definição.     

Sendo assim, em fevereiro de 2016, por meio do 3º Consenso 

Internacional para Definição de Sepse e Choque Séptico foram estabelecidos novos 

parâmetros para diagnóstico (Sepsis- ), excluindo-se o uso da SIRS para 

determinação de sepse e dividindo os pacientes somente em sepse e choque séptico. 

A sepse passou a ser definida como a presença de disfunção orgânica secundária a 

uma resposta desregulada do hospedeiro frente à infecção local ou sistêmica.   , 5  Já o 

choque séptico foi definido como um quadro grave de sepse onde há maior risco de 

morte com presença de hipotensão arterial grave, necessidade do uso de 

vasopressores e valores elevados de lactato sérico. Os pacientes com SIRS foram 

excluídos desta classificação, por exibirem uma etiologia patológica totalmente distinta 

da sepse.  5  

A avaliação e o monitoramento da disfunção orgânica são 

imprescindíveis para uma efetiva abordagem terapêutica evitando o agravamento do 

quadro clínico do paciente.     A ferramenta mais comum utilizada para esta finalidade é 

a escala de Sequential Organ Failure Assessment Score (SOFA).  , 5-    Além disso, 

para garantir a avaliação precoce da probabilidade de sepse em um paciente, foi 

incorporada uma escala rápida  de SOFA (qSOFA, de quick SOFA), que avalia a 

alteração do estado mental, pressão arterial sistólica e frequência respiratória.  5,  ,    A 

tabela 1 compila tanto os dados clínicos quanto os resultados laboratoriais que estão 

comumente relacionados a disfunção orgânica. Nesta escala, para cada alteração 

encontrada no paciente existe um critério de pontuação, sendo que o estado geral do 

paciente se dá pela somatória destes pontos.  5  Sendo assim, a classificação de sepse 

ocorre quando um paciente grave, com presença de infecção, acumula dois ou mais 

pontos na escala de SOFA.  5  
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No caso de choque séptico, como citado acima, a nova definição 

preconiza que estes pacientes apresentem todos os critérios presentes para o 

diagnóstico de sepse (infecção e dois ou mais pontos na escala de SOFA) e ainda 

apresentem a necessidade de uso de vasopressores para manutenção da pressão 

arterial média (PAM) de 65mmHg ou superior e um nível de lactato sérico superior a 

2mmol/L (>18mg/dL) na ausência de hipovolemia.  5  Sendo assim, um dos pontos 

críticos na terapêutica do paciente com sepse é o reconhecimento e a monitoração dos 

níveis de lactato e da volemia, sendo que estes parâmetros são utilizados como 

marcadores de disfunção orgânica, gravidade e prognóstico. Devido ao seu impacto na 

gravidade e no desfecho clínico do paciente, a hiperlactatemia e a hipotensão devem 

ser, portanto, prontamente tratadas assim como a infecção.    

Apesar das definições de sepse e choque séptico terem passado 

recentemente por atualizações, o debate sobre o diagnóstico da sepse continua em 

aberto, dado que um dos maiores obstáculos é a heterogeneidade que os pacientes 

apresentam. 5   A resposta à infecção, por mais claro que pareça, é dependente de dois 

fatores: o hospedeiro e o patógeno. 5 ,5   No hospedeiro vários critérios precisam ser 

avaliados, desde a idade, 5 ,5   raça, 55,5   gênero, 5 ,5   a presença de doenças crônicas 

e comorbidades (diabetes, insuficiência renal, doenças cardiovasculares, doenças 

pulmonares, e entre outras), 5 -    até se o paciente é imunocomprometido seja por 

medicamentos (quimioterapia ou corticosteroides) ou por doenças (câncer, HIV, 

indivíduos transplantados e etc.).   -    Por outro lado, os fatores patogênicos incluem 

as diferentes formas de infecção (viral, bacteriana ou fúngica), as diferentes cepas de 

cada patógeno, a carga inicial inoculada, o local/via da infecção e até mesmo a 

presença de coinfecções.   -    

 

 

 

  



  

 

Tabela  . Escala de avaliação sequencial de disfunção orgânica (Sequential Organ Failure Assessment 

Score)  

 Pontuação 

 
          

Sistema 
respiratório 

     

PaO /FIO  

(mmHg) 
≥     
 5 ,   

      
 5 ,   

      
     

      (26.7) com 
suporte respiratório 

         ,    
com suporte 
respiratório 

      
Coagulação      

Plaquetas x 
    µL 

≥  5     5          5       

      
Hepático      

Bilirrubina 
(µmol/L) 

   ,       
 ,2 –  ,  
   -    

 ,0 – 5,   
(33 –      

 ,0 –   ,   
    -     

  ,   
      

      

Cardiovascular 
Hipotensão 

PAM ≥ 
70mmHg 

PAM < 
70mmHg 

Dopamina 
≤ 5 ou 

dobutamina 
(qualquer 

dose) 

Dopamina > 5.1 -  
15 ou epinefrina  
ou norepinefrina 

≤     

Dopamina  
> 15 ou 

norepinefrina ou 
epinefrina    ,  

SNC 
Escala de 
coma de 
Glasgow 

 5 13 –    10 –    6 –       

      
Renal 

Creatinina 
(mg/dL)  
ou fluxo 
urinário  
(mL/d) 

   ,   ,2 –  ,   ,0 –  ,  
 ,5 –  ,   
ou   5   

  5,  ou  
      

PaO /FIO : pressão parcial de oxigênio; PAM: pressão arterial média; SNC: sistema nervoso central. 

Escala de Coma de Glasgow variam de 3 a 15 quanto maior a pontuação melhor função neurológica. 

Fonte: Adaptado de Vincent JL, Moreno R, Takala J, Willatts S, De Mendonça A, Bruining H, et al. 

The SOFA (Sepsis-related Organ Failure Assessment) score to describe organ dysfunction/failure. On 

behalf of the Working Group on Sepsis-Related Problems of the European Society of Intensive Care 

Medicine. Intensive Care Med. 1996;22(7):707-  . Table 3, The SOFA score. p. 708.
    

 

 

Porém, apesar de toda a heterogeneidade apresentada nos 

pacientes acometidos pela sepse, algumas das características são comuns a 

praticamente todos os quadros, entre eles a morte celular.  5,  ,    

 

    Inflamação e morte celular  

 

Inicialmente, pesquisadores afirmavam que a alta mortalidade da 

sepse era exclusivamente decorrente de uma resposta inflamatória sistêmica 

exacerbada.     Os estudos mostravam que durante a infecção o sistema imunológico 



  

 

era ativado induzindo uma resposta inflamatória tão potente que consequentemente 

impactava na gravidade do desfecho clínico, levando possivelmente o paciente a 

óbito.     Como forma de reduzir a mortalidade sustentada por esta hipótese, estudos 

clínicos tinham como foco diminuir a ativação do sistema imune e controlar a 

inflamação, por exemplo, com altas doses de corticosteroides e anti-citocinas.   ,    

Porém, os resultados, em geral, foram controversos e desapontadores. Um estudo 

mostrou que não há diferença estatística de mortalidade ou incidência de 

superinfecção quando se compara pacientes com choque séptico que receberam 

administração de corticosteroides no início do tratamento ou na terceira etapa da 

terapia.   , 5  Já em um estudo, multicêntrico, em pacientes sépticos que receberam por 

terapia intravenosa diferentes doses do antagonista do receptor de interleucina-  (rhIL-

1ra), foi visto que há associação positiva da taxa de sobrevida de modo dose 

dependente ao tratamento utilizado.   -    Por outro lado, no mesmo ano, outro estudo 

publicado com uma coorte maior e com maior poder não encontrou diferença 

estatística significativa no tempo de sobrevivência entre o grupo que recebeu o 

tratamento com rhIL-1ra e o grupo placebo.     Estes resultados demonstraram que a 

gravidade e a letalidade da sepse não é tão-somente resultado de uma resposta 

inflamatória exacerbada, mas que a sepse é uma doença complexa, sendo que idade, 

comorbidades e diferentes tipos de microrganismos patogênicos trazem uma 

heterogeneidade de mecanismos e de sensibilidade à terapias, indicando que existem 

outros fatores relevantes para a alta mortalidade e morbidade induzida por este 

quadro.     

Mais tarde, Roger Bone propôs o conceito da "síndrome de resposta 

anti-inflamatória compensatória" (CARS),     onde defendeu a ideia de que seguida à 

uma resposta inflamatória inicial exacerbada, ocorria uma resposta anti-inflamatória, 

levando os pacientes com sepse a apresentar imunossupressão e serem acometidos 

por infecções secundárias.     Como já havia sido mostrado que os doentes sépticos 

apresentavam morte massiva de células (principalmente células do sistema imune) e 

que grande parte destas células pareciam morrer com fenótipo apoptótico, este tipo de 

morte foi rapidamente associado à indução do quadro imunossupressor nestes 

pacientes.  5,  ,    Apesar de inicialmente parecer menos prejudicial do que a resposta 

inflamatória exacerbada, a CARS é, de fato, bastante danosa ao indivíduo; pacientes 

que sobrevivem ao choque séptico e desenvolvem CARS possuem um risco de óbito 

por infecção bem mais elevado do que na população controle.  5  



  

 

Por outro lado, sabendo-se que processos de morte celular são tão 

presentes durante a sepse, foi aventada a possibilidade de que outros mecanismos de 

morte celular, não-apoptóticos e com características inflamatórias, poderiam contribuir 

para um quadro mais grave durante a sepse e/ou choque séptico.     

 

   .1 Apoptose 

 

A morte celular pode ocorrer por processos bioquímicos distintos, 

que podem resultar em diferentes consequências para o organismo.     A apoptose, via 

de morte celular clássica,     é um processo dependente de caspases (cisteína-

aspartato proteases), que desmantela a célula de forma organizada, com redução do 

volume celular, condensação da cromatina e preservação da integridade das organelas 

e da membrana plasmática. Isto impede o extravasamento do conteúdo citoplasmático, 

o que confere a este tipo de morte características não-inflamatórias, tendo funções e 

papéis muito bem estabelecidos no desenvolvimento e homeostase do organismo.   ,    

Existem duas vias principais de ativação e sinalização de apoptose, sendo elas a via 

extrínseca e a via intrínseca.   -    

A via intrínseca é ativada, como o próprio nome sugere, através de 

sinais intrínsecos à célula, tais como dano no DNA, estresse reticular, rompimento de 

lisossomos, produção excessiva de espécie reativas de oxigênio,     falta de nutrientes 

ou sinais de sobrevivência.  5  O ponto central desta via bioquímica de apoptose é a 

formação de uma estrutura multimolecular chamada de apoptosomo.     A formação 

desta estrutura se inicia através da liberação do citocromo c da mitocôndria, um passo 

estritamente regulado pelos membros da família B-cell lymphoma 2 (Bcl- ).     Esta 

família é subdividida em três subfamílias, sendo a primeira caracterizada por membros 

anti-apoptóticos, tais como Bcl- , B-cell lymphoma-extra large (Bcl-xL), myeloid cell 

leukemia 1 (Mcl- ) e Bcl-2-related protein A1 (A1).   ,    Estes membros têm como 

função inibir os membros de outra subfamília, chamada de BH3-only, que são ativados 

na presença dos estresses celulares citados acima. As moléculas desta subfamília, que 

inclui Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 (NOXA), p53 upregulated 

modulator of apoptosis (PUMA), Bcl-2-associated death promoter (BAD), BH3 

interacting-domain death agonist (BID), Bcl-2-like protein 11 (BIM) entre outros, tem 

como função ativar dois membros da última subfamília, sendo eles BCL2 associated X 



  

 

protein (BAX) e Bcl-2 homologous antagonist/killer (BAK).     Estas duas proteínas, 

quando ativadas, se oligomerizam na membrana externa da mitocôndria, induzindo sua 

despolarização e permitindo a liberação do citocromo c. Uma vez liberado da 

mitocôndria, o citocromo c induz a oligomerização de moléculas Apoptotic protease 

activating factor   (APAF- ), que formam uma plataforma de recrutamento e ativação 

da caspase- , denominada apoptossomo. A caspase-9, por sua vez, processa e ativa 

as caspases efetoras, denominadas caspase-3 e 7, que são responsáveis pela 

execução do fenótipo de apoptose através da clivagem de dezenas de diferentes 

alvos.      

A via extrínseca, na figura 1, é ativada através da ligação de uma 

subfamília de receptores pertencente à família Tumor necrosis factor receptor 

superfamily (TNFRSF), denominada de receptores de morte e que inclui o receptor do 

fator de necrose tumoral 1 (TNFR1 – Tumor necrosis factor receptor 1), Fas e Death 

Receptor     (DR4/DR5) com os seus ligantes cognatos fator de necrose tumoral (TNF 

– Tumor necrosis factor), Fas ligante (FasL) e TNF-related apoptosis-inducing ligand 

(TRAIL), respectivamente. Após a interação com o ligante, os receptores se trimerizam 

e induzem uma mudança conformacional nas suas porções intracitoplasmáticas, que 

permitem o recrutamento de moléculas adaptadoras, tais como TNFR-associated death 

domain (TRADD) e o Fas-associated protein with death domain (FADD).      Estas 

moléculas criam uma plataforma de ativação de caspases iniciadoras (caspases-8 e -

10, em humanos), que podem clivar diretamente caspase-3 e caspase- , induzindo 

diretamente apoptose, ou, alternativamente, clivar e ativar Bid (um membro da 

subfamília BH3-only), que pode alterar o balanço das moléculas da família Bcl-2, 

induzindo à liberação de citocromo c e formação do apoptossomo.       

Além da ativação de nucleases e proteases, que fragmentam e 

condensam o DNA, um dos principais mecanismos resultantes da ativação das 

caspases efetoras é a exposição da fosfatidilserina na porção externa da membrana 

plasmática, evento que auxilia na identificação fenotípica dessa morte e funciona como 

um sinal para a remoção das mesmas, através de fagocitose tanto por células do 

entorno como por fagócitos profissionais, além de fornecer sinais anti-inflamatórios 

para as células fagocíticas.      

 



   

 

 
Em um modelo clássico de morte celular induzida por TNF, a ligação do TNF com seu 
receptor TNFR1 resulta na formação com complexo I constituído por TRADD, RIPK1, 
TRAF2 (ou TRAF5), cIAP1 e cIAP2, que é poliubiquitinado. Esta via é capaz de levar à 
indução de fatores de transcrição gênica e sobrevivência celular.  No entanto, uma vez 
que há a desubiquitinação deste complexo por CYLD ou A20, é formado outro complexo 
citosólico consistido por caspase-8, FADD, cFLIP e RIPK1, que ativa a caspase-8, 
iniciando o processo apoptótico. Neste contexto, os dímeros de caspase-8/cFLIP 
suprimem a atividade de fosforilação e recrutamento de RIPK3, bloqueando a 
necroptose. Porém, quando caspase-8 é bloqueada ou silenciada por inibidores, como z-
VAD, é formado outro complexo que se denomina necrossoma, constituído por RIPK1, 
RIPK3 e MLKL. A autofosforilação de RIPK1 permite o recrutamento de RIPK3, que por 
sua vez é capaz de se autofosforilar, recrutar e fosforilar uma pseudoquinase chamada 
MLKL. Após sua fosforilação, MLKL é oligomerizada e por mecanismos ainda 
desconhecidos, ela é capaz de interagir com fosfatidilinositídeos presentes na face 
interna na membrana plasmática, causando a desestabilização e permeabilização 
liberando conteúdo intracelular (proteases, ROS, DAMPs etc.), fenótipo clássico 
conhecido como necroptose. A via da piroptose canônica se dá início através de padrões 
moleculares associados a patógenos (PAMPS) ou padrões moleculares associados ao 
dano (DAMPS) que ativam respectivos sensores denominados inflamassomas, que 
podem ser NLRP1b, NLRP3, NLRC4, AIM2 ou Pyrin. Essa ativação do inflamassoma, na 
figura representado por NLRP3, ativa sensores que desencadeiam o recrutamento do 
adaptador ASC e da pró-caspase-1 no mesmo complexo macromolecular. Após a 
maturação da pró-caspase 1 em caspase-1 ativa, ela é capaz de clivar diretamente a 
gasdermina D e maturar as citocinas precursoras pró-IL- β e pró-IL-18 em IL- β e IL-18, 
respectivamente. Poros na membrana são formados através da região N-terminal da 
gasdermina D oligomerizada, que resulta na liberação do conteúdo citoplasmático. A 
piroptose não canônica é independente de caspase-1. Nessa via, o LPS citosólico de 
bactérias Gram-negativas é reconhecido pela caspase-4 ou caspase-5 em células 
humanas ou pela caspase-11 em células murinas. Estas caspases inflamatórias clivam 
diretamente a gasdermina D, induzindo piroptose. 
Figura  . Diagrama simplificado das três principais vias de morte 

 

 

 



   

 

      Piroptose 

 

A piroptose foi descrita em 1992 como uma morte celular 

bioquimicamente controlada que pode ser desencadeada por invasão de patógenos 

que causam alteração da homeostase celular.      Diferentemente do fenótipo de 

apoptose, este modo de morte celular apresenta pequena condensação da cromatina, 

permeabilização da membrana plasmática e extravasamento de conteúdo 

citoplasmático para o espaço extracelular, além da produção e maturação de citocinas 

com propriedades altamente inflamatórias, tais como a IL- β e IL-  .   5,     Tal como a 

apoptose, a piroptose também é dependente de caspases, mas de um subgrupo 

completamente distinto, sendo elas a caspase-1 e caspase-   em modelos murinos e 

seus homólogos caspase-4 e caspase-5 em humanos.      A via canônica de ativação 

de piroptose se dá pela formação de complexos multiproteicos denominados 

inflamassomas após o reconhecimento de PAMPs ou de alterações decorrentes de 

estresses celulares associados a infecções ou danos celulares, tais como rompimento 

de lisossomo, efluxo de potássio e grande mobilização de adenosina trifosfato (ATP). 

Dependendo do ―sensor‖, tais como o NLR family pyrin domain containing 3 (NLRP3), 

NLR family, CARD domain containing 4 (NLRC4), diferentes inflamassomas são 

formados, sendo que a grande maioria culmina no recrutamento da molécula Adaptor 

protein apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase activation and 

recruitment domain (ASC). Esta proteína contém um domínio de ativação e 

recrutamento de caspases (CARD), que se liga a monômeros de caspase-  inativa, 

circunstância que possibilita o autoprocessamento da caspase-  em sua forma 

heterotetramerica ativa. Uma vez ativa, a caspase-  cliva a gasdermina D, molécula 

que quando clivada se oligomeriza, migra para a membrana plasmática, onde se insere 

e forma poros, que irão resultar na ruptura da mesma (Figura 1).      A caspase-1 ainda 

é responsável pelo processamento e maturação das citocinas IL- β e IL-  , que irão 

ser liberadas, num primeiro momento, pelos poros feitos pela gasdermina D e, a 

posteriori, passivamente com o rompimento da membrana.    ,     Alternativamente, há 

a possibilidade da ativação da via não-canônica dos inflamassomas e de piroptose, que 

se inicia pelo reconhecimento de lipopolissacarídeos (LPS) diretamente pela caspase-

  .      A caspase-11, então, cliva diretamente gasdermina D ou cliva caspase-1, que 

irá atuar sobre seus alvos descritos acima (Figura 1). Desta forma, a piroptose se 



   

 

apresenta como um tipo de morte celular extremamente inflamatório e associado a 

patologias graves, tais como HIV      e hepatite C.      

 

      Necroptose  

 

O termo necroptose foi cunhado em 2005 para descrever um tipo de 

morte celular com características fenotípicas de necrose, mas que depende da ação da 

quinase Receptor interacting serine/threonine kinase 1 (RIPK1) e que ocorre quando a 

caspase-8 ou as moléculas FADD ou CASP8 and FADD-like apoptosis regulator 

(cFLIP) estão inibidas ou ausentes.      Os primeiros estímulos descritos com 

capacidade de ativar esta via foram os ligantes de morte FasL, TNF e TRAIL, que 

curiosamente estão classicamente associados a estímulos apoptóticos   5,     (ver 

seção 1.3.1). A escolha da via pela qual estes estímulos induzirão morte, se apoptose 

ou necroptose, se dá principalmente pela atividade do complexo Caspase-8/c-

FLIP/FADD; quando presente, este complexo é capaz de inibir a via de necroptose por 

mecanismos ainda não totalmente elucidados.    ,      

Uma vez ativo, RIPK1 recruta através da interação via domínios 

homotípicos (RHIM – Homotypic interaction motif), a proteína Receptor-interacting 

serine/threonine-protein Kinase 3 (RIPK3), outra quinase da mesma família, que se 

autofosforila e se ativa. Além de se autofosforilar, RIPK3 também fosforila e ativa a 

pseudoquinase mixed lineage kinase domain-like pseudokinase (MLKL), que se 

oligomeriza e migra para a membrana plasmática.      Os oligômeros de MLKL 

interagem com fosfatidilinositídeos presentes na face interna na membrana, causando 

a desestabilização e permeabilização da mesma (Figura 1). O mecanismo pelo qual 

ocorre esta ruptura ainda é pouco conhecido; alguns grupos descrevem uma ação 

direta do MLKL, mostrando que este consegue permeabilizar sozinho lipossomas; por 

outro lado, outros grupos relataram uma ação indireta do MLKL, seja por alterar o 

influxo de íons (principalmente cálcio e sódio) ou por ativar canais transient receptor 

potential cation channel, subfamily M (TRPM), por exemplo o transient receptor 

potential cation channel subfamily M member 7 (TRPM7).    -      

Além dos membros da família de ligantes de morte, diversos outros 

estímulos foram descritos como indutores de necroptose, sendo eles: receptores do 

tipo Toll (TLR3 e TLR4), receptores virais Stimulator of interferon genes (STING), 



   

 

retinoic-acid-inducible protein 1 (RIG-I), DNA-dependent activator of IFN-regulatory 

factors (DAI), receptores de interferons (IFNAR), dano no DNA (UV, irradiação gama), 

hipóxia, agentes alquilantes, quimioterápicos, entre outros.    -  5  Em alguns destes 

casos, a atividade quinase de RIPK1 não é só dispensável, mas também supressora 

da via de necroptose.      Neste contexto, a ativação da via se dá diretamente pelo 

recrutamento e ativação de RIPK3 e, em seguida, de MLKL. Sendo assim, a definição 

mais atualizada de necroptose é uma via dependente da atividade quinase de RIPK3, 

que é executada por MLKL e modulada pela atividade e presença de RIPK        

A ruptura da membrana plasmática, com a liberação do conteúdo 

intracelular [proteases, espécie reativa de oxigênio (ROS), DNA, entre outros DAMPs], 

pelos mecanismos mediados por MLKL fazem com que este tipo de morte esteja 

associado a uma forte resposta inflamatória e elicitação de resposta imune.    ,     Vale 

ressaltar, porém, que diferentemente de piroptose, a necroptose não induz a 

maturação de citocinas pró-inflamatórias, tais como a IL- β e IL-18. Existe ainda uma 

corrente de pensamento que, em contextos específicos, a morte por necroptose pode 

assumir uma função ―anti-inflamatória‖  Isto se daria quando células inflamatórias, que 

estão produzindo quantidades grandes de citocinas e quimiocinas, são rapidamente 

mortas por esta via, bloqueando a produção contínua de mais moléculas 

inflamatórias.      Esta hipótese, porém, ainda precisa ser testada em modelos 

experimentais mais sofisticados do que os utilizados até o momento para se avaliar 

qual é a relevância deste mecanismo frente ao extravasamento de seu conteúdo 

intracitoplasmático.      

A relevância fisiopatológica desta via foi inicialmente demonstrada 

no artigo que inclusive cunhou o termo necroptose.      Neste trabalho, a inibição desta 

via pelo uso de inibidores da atividade quinase de RIPK1 diminuiu os efeitos deletérios 

de isquemia cerebral.      Em seguida, a necroptose foi envolvida em diversos 

processos fisiológicos, tanto durante o desenvolvimento embrionário, como em tecidos 

adultos, por exemplo, no controle da homeostase de linfócitos T e B após resposta 

imune.      Além disso, diversas patologias apresentam a ativação excessiva (ou falta) 

da via de necroptose como um dos mecanismos de gênese ou progressão da doença. 

Por exemplo, diversos tipos de câncer possuem expressão diminuída ou ausente de 

RIPK3 e esta baixa expressão está associada a um pior prognóstico em pacientes com 

câncer de mama.      Por outro lado, a inibição da via de necroptose durante 

pancreatite aguda,      infarto do miocárdio,      isquemia e reperfusão renal,      diminui 



   

 

a gravidade destas doenças, sugerindo que o bloqueio da necroptose reduz o 

componente inflamatório destes processos patológicos. 

Vale ainda ressaltar que, recentemente, os genes de RIPK3 e MLKL 

foram associados à modulação positiva de respostas inflamatórias, por processos que 

não envolvem a morte das células por um processo lítico. Ambas as moléculas foram 

descritas como mediadores de ativação do inflamassoma NLRP3 e também da via do 

Canonical nuclear fator kappa B NF-κB.    -     Sendo assim, os efeitos da ativação de 

RIPK3 e MLKL não podem ser exclusivamente associados à morte da célula por 

necroptose, ainda que, até o momento, os trabalhos demonstrem que os efeitos desta 

via são preponderantes às demais. 

 

    Morte celular e sepse 

 

Como já mencionado, a sepse é caracterizada por morte massiva de 

diversos tipos de células, num contexto de exacerbada resposta inflamatória.   ,  ,  5, 

   -     Ao longo dos últimos vinte anos diversos artigos científicos foram publicados 

demonstrando que em modelos murinos de sepse, tanto pela injeção de LPS ou 

ligação e perfuração cecal (CLP) há a recapitulação destes eventos, ou seja, nestes 

modelos há uma forte indução de morte celular em células do sistema imune. Isto 

parece estar associado à imunossupressão induzida pela sepse com consequente falta 

de resposta adequada à infecção geradora deste quadro e a infecções 

secundárias.   ,  ,   -      

Na última década, foi demonstrado em diversos estudos utilizando 

modelos experimentais e em pacientes que a resposta imunológica no quadro séptico 

segue um padrão bifásico. O estágio inicial se apresenta de forma 'hiperinflamatória', 

caracterizada por altos níveis de citocinas pró-inflamatórias e forte resposta 

imunológica. O segundo estágio é caracterizado pela atenuação da responsividade de 

células imunes a estímulos inflamatórios, tal como uma 'imunoparalisia', sendo um 

período extremamente vulnerável dos pacientes à infecções decorrentes desta 

imunossupressão.    -     O mecanismo para esta paralisia imune parece ter o 

envolvimento da apoptose, especialmente nos linfócitos.    , 5   A apoptose foi 

relacionada com a sepse quando experimentos utilizando a injeção intraperitoneal de 

bactérias Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 
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aeruginosa) em camundongos resultou na morte celular de linfócitos T CD4+ e T CD8+ 

no timo, sendo que o mesmo foi observado para bactérias Gram-positivas 

(Streptococcus pneumoniae).  5   Em modelos CLP, foi mostrado que a apoptose 

também ocorre em linfócitos do baço, células do parênquima no íleo, cólon, pulmão, 

músculo esquelético e no rim.  5   E não se demorou muito para ver que tal fenômeno 

também estava presente em humanos, principalmente em relação aos linfócitos e 

células epiteliais intestinais.      Em um destes estudos utilizando dados laboratoriais de 

pacientes com sepse, demonstrou-se que a apoptose em pacientes sépticos é mais 

acelerada do que em pacientes graves sem sepse, e essa apoptose ocorria em 

linfócitos T circulantes (T CD4+, T CD8+) e linfócitos B (CD19+).  5   Logo, ficou 

evidente que a morte por apoptose estava associada a esta perda massiva de células 

imunes e não-imunes.  5,  ,     Assim, foi levantada a hipótese de que uma redução nos 

níveis de apoptose durante a sepse poderia ser uma boa alternativa terapêutica para 

estes pacientes. Foi então testada a deleção de genes pró-apoptóticos da família Bcl-2, 

tais como Bid e Bim, em modelos murinos, e se observou a redução dos níveis de 

morte celular, indicando que, de fato, a apoptose ocorre durante a sepse e pode ser 

importante para o quadro de imunossupressão apresentado.      Por outro lado, a 

redução dos níveis de morte de linfócitos T não foi associada a uma melhora no quadro 

séptico destes animais.  5 , 5    

Sendo assim, é possível que outros tipos de morte celular, 

principalmente com fenótipo necrótico, estejam também associados ao quadro de 

sepse ou choque séptico. De fato, existem estudos mostrando que pacientes com 

sepse cujas células mononucleares do sangue periférico (PBMC) tinham níveis 

elevados de piroptose e produção de citocinas pró-inflamatórias eram mais propensos 

a desenvolver um quadro mais grave.  55  Em modelos murinos de sepse (LPS e CLP), 

em estágio inicial da sepse foi mostrado que os macrófagos residentes no local da 

infecção secretam IL- β que por sua vez tem como uma de suas funções recrutar os 

neutrófilos, e logo em seguida, os neutrófilos sofrem piroptose e tornam-se a principal 

fonte de secreção de IL- β, ocasionando um aumento da sinalização para recrutar 

mais neutrófilos para os locais das infecções.  5   Além disso, animais deficientes em 

IL- β e IL-  , mas não em caspase 1 e caspase 11, são bem mais resistentes ao 

choque séptico.  5   Ainda, a mesma dicotomia foi vista na injeção de TNF, que é 

também utilizada como um modelo de quadro inflamatório grave. Em conjunto, estes 

dados apontam para uma grande relevância das citocinas pro-inflamatórias, que são, a 



   

 

princípio, produzidas pela ativação de inflamassomas e durante o processo de 

piroptose.  5   Porém, como a deficiência em caspase-1 e -11 não apresentou o mesmo 

efeito, é possível que estas citocinas estejam sendo maturadas por outras proteases e 

em outros contextos, distintos da piroptose, colocando em xeque a real relevância 

desta via durante a sepse.  

Por outro lado, se não central, a ativação de caspases-1 e -11 pode 

ter um efeito potencializador durante o quadro séptico. Foi demonstrado que o LPS se 

liga diretamente à caspase-11 e a ativa, o que está associado com uma maior 

progressão da sepse induzida por bactérias gram-negativas, tais como a P. 

aeruginosa.  55  

A necroptose, por sua vez, foi recentemente associada, em modelos 

murinos, com um pior prognóstico na SIRS induzida por injeção de TNF e também no 

que se denomina choque hiperagudo, que é induzido por injeção de TNF 

conjuntamente com inibidores de caspases.  5   Fenômeno semelhante foi encontrado 

quando se utilizou inibidores específicos para a atividade quinase de RIPK1.    ,     A 

mesma associação também foi encontrada em modelos de CLP e injeção de LPS.      

Isto foi demonstrado através de camundongos deficientes em RIPK3, que 

apresentaram redução dos níveis sistêmicos de citocinas pró-inflamatórias e de 

marcadores de lesão orgânica e lesão pulmonar atenuada, resultando em maior 

integridade da arquitetura pulmonar, menos morte celular do epitélio pulmonar e 

diminuição da produção local de citocinas pró-inflamatórias, além de terem infiltração 

neutrofílica pulmonar e hepática reduzida. Mais importante, em todos estes modelos de 

sepse a deficiência de RIPK3 reduziu drasticamente as taxas de mortalidade.    ,     

Assim como RIPK3, MLKL vem sendo associada como fator preditivo de gravidade e 

mortalidade em pacientes críticos. Um estudo observou que níveis séricos elevados de 

MLKL em pacientes com sepse após três dias de tratamento na UTI foram preditivos 

de mortalidade.      

Porém, até hoje, existem poucos dados que visam associar a morte 

celular por necroptose a um pior quadro de sepse em humanos. Um estudo realizado 

recrutou 124 pacientes que foram divididos em três grupos: 43 pacientes com sepse, 

39 pacientes com sepse grave e 42 pacientes com choque séptico. Através do plasma 

desses pacientes e com a técnica de ELISA, foram avaliados os níveis de RIPK3, que 

estavam significamente mais altos nos grupos de sepse grave e choque séptico do que 

no grupo de sepse, assim como os níveis RIPK3 tiveram associação positiva com o 



   

 

escore SOFA e nível de procalcitonina (PCT). Sendo assim, eles sugerem que os 

níveis de RIPK3, o escore SOFA e o nível de PCT poderiam, juntos, serem utilizados 

como biomarcadores para prognóstico de pacientes com sepse.   5  Um outro estudo 

mostrou dados utilizando a mesma metodologia de se avaliar os níveis plasmáticos de 

RIPK3, desta vez em uma coorte de 953 pacientes internados em 5 diferentes UTI‘s 

localizadas nos EUA e na Coréia.      Em todos os hospitais, os pacientes que vieram a 

óbito apresentaram maiores níveis de RIPK3 no plasma comparado aos pacientes 

sobreviventes que tiveram alta hospitalar. A relação também foi positiva associada a 

maiores níveis de RIPK3 no plasma e a disfunção orgânica mais severa em pacientes 

com sepse e choque séptico.    ) E mais recentemente, utilizando os dados de RIPK3 

encontrados no estudo comentado anteriormente, o mesmo grupo mostrou, em uma 

coorte de 570 pacientes em 3 UTI's diferentes, que níveis mais baixos de TRAIL no 

plasma foram associados com choque séptico e disfunção orgânica e também ao 

aumento de RIPK3.      

Diante do exposto acima, é possível que a ativação da via de 

necroptose tenha relevância para a gravidade e mortalidade da sepse e que sua 

inibição possa vir a ser um potencial alvo terapêutico no controle da letalidade do 

quadro séptico. Porém, até o presente momento, há limitados estudos correlacionando 

necroptose e sepse em seres humanos. Sendo assim, faz-se necessário investigar se 

há alteração nos níveis de expressão das moléculas da via de necroptose em células 

do sangue periférico de pacientes sépticos e avaliar se há uma possível associação 

entre estes níveis e os diferentes grupos experimentais e/ou gravidade da sepse nos 

pacientes. 

Como este tipo de morte pode potencialmente alterar a celularidade 

imune e os níveis de inflamação, também são prementes estudos que visam analisar 

estes parâmetros na nova classificação de pacientes com sepse e correlaciona-los a 

diferentes níveis de expressão de moléculas envolvidas nas vias de morte celular.  

A hipótese estabelecida para esta dissertação é que há associação 

entre os níveis das moléculas efetoras da via da necroptose e um pior prognostico e 

desfecho clínico em pacientes com sepse e choque séptico. Além disso, levantamos a 

hipótese de que os diferentes grupos experimentais exibem celularidade imune e níveis 

de mediadores inflamatórios distintos no sangue periférico dos pacientes. Sendo assim, 

o intuito principal deste projeto é investigar se há um aumento nos níveis das 

moléculas presentes na via da necroptose e alteração de celularidade imune e níveis 



   

 

de mediadores inflamatórios no sangue periférico de pacientes com sepse/choque 

séptico comparado a pacientes controles sem infecção e internados na UTI e controles 

saudáveis. 

 

 .  Objetivos 

   Avaliar a relação entre os níveis de RIPK3 e MLKL presentes na 

via da necroptose em células do sangue periférico e a presença ou não de sepse; 

   Investigar se os níveis de RIPK3 e MLKL podem ser preditivos do 

grau de gravidade da doença (sepse versus choque séptico); 

 . Comparar o perfil de citocinas pró- e anti-inflamatórias no plasma 

dos pacientes sépticos; 

 . Analisar por imunofenotipagem o perfil celular dos pacientes com 

sepse e choque séptico e se é possível diferencia-los entre si e do grupo controle; 

5. Analisar a relação entre os níveis de necroptose e os desfechos 

clínicos dos pacientes. 

 

 

 

  



   

 

  MÉTODOS 

 

 .  Aspectos éticos 

 

Anteriormente à coleta dos pacientes, amostras de sangue periférico 

doadas por indivíduos voluntários foram utilizadas para otimização e treinamento. Após 

treinamento e otimização, foi dado início às coletas de sangue de indivíduos a serem 

alocados nos grupos definidos no projeto. Foi aplicado o Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido (TCLE) para todos os pacientes ou responsáveis pelos pacientes 

para inclusão no projeto. A equipe de enfermagem da UTI do Hospital ficou designada 

para coleta da amostra de sangue dos pacientes e pela codificação e anonimização 

das mesmas. Todas as coletas realizadas foram identificadas por um código de 

número e dias de coleta (ex: ID: 021-D7), mantendo o estudo de forma cega. O 

protocolo do estudo foi previamente aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 

Hospital Israelita Albert Einstein, São Paulo, sob o número de referência CAAE: 

                    . 

 

 .  Planejamento do estudo 

 

Por se tratar de um estudo piloto e gerador de hipóteses, foi 

estipulado por conveniência que 20 pacientes de cada grupo seriam o suficiente para 

mostrar a relevância do estudo.  

Este estudo é observacional e prospectivo conduzido na Unidade de 

Terapia Intensiva do Hospital Israelita Albert Einstein e nos laboratórios do Instituto de 

Ensino e Pesquisa (IIEP) da Instituição. Os indivíduos elegíveis para este estudo foram 

pacientes adultos admitidos na UTI do Hospital Israelita Albert Einstein e que 

apresentavam quadro de sepse ou choque séptico. Os seguintes critérios de exclusão 

foram considerados: pacientes moribundos, ou que apresentavam insuficiência 

hepática e/ou hipertensão craniana. Como grupo controle saudável foram utilizadas 

amostras de adultos saudáveis recrutados no Hospital, sem doença aguda ativa, e 

como grupo controle de UTI pacientes sem infecções e internados na UTI. A exclusão 

de pacientes do estudo ocorreu apenas nos casos de retirada do consentimento por 



   

 

parte do paciente ou do representante legal. Pacientes podiam deixar o estudo em 

qualquer momento sem quaisquer consequências. Esperava-se que nem todos os 

pacientes teriam coletada a série inteira de amostras por diferentes motivos, dentre 

eles o óbito, alta hospitalar ou por desistência de continuar no projeto. A coleta da série 

de forma parcial não foi considerada impeditivo para a utilização destas amostras nas 

análises. Em relação aos integrantes dos grupos controle saudável, foi feita uma única 

coleta de sangue, assumindo que se o paciente é saudável, ele terá como resultado os 

mesmos parâmetros analisados em qualquer dia. 

 

    Coleta de dados e amostras 

 

A quantidade de sangue obtida por coleta foi de 20mL, separados 

em três tubos distintos, dois para coleta de PBMC e granulócitos e um para plasma, 

RNA e buffy coat. Os dados clínicos foram coletados por meio de fichas clínicas 

eletrônicas e foram inseridos pela equipe do estudo no REDCap (ver seção abaixo). 

Dados demográficos, diagnóstico de admissão no hospital e na UTI, comorbidades, e o 

índice prognóstico (SAPS III e SOFA) foram coletados na admissão à UTI. Em cada dia 

de coleta foram coletadas variáveis clínicas e laboratoriais.  

Foram coletadas amostras de sangue periférico dos pacientes 

divididos nos quatro grupos: 1) pacientes diagnosticados com sepse, com coleta nos 

dias de internação   (primeiras 24 horas),  ,   e   ; 2) pacientes diagnosticados com 

choque séptico nestes mesmos dias de coleta; 3) controles internos da UTI sem 

infecção coletados nos dias 1 e 3; e 4) pacientes controles saudáveis com uma única 

coleta (Figura 2).  

 

 



   

 

 
Fluxograma de cada grupo de pacientes e seguimento do dia de coletas de sangue 
periférico 
Figura  . Fluxograma da coleta de sangue periférico dos grupos 

 

 .  Coleta e armazenamento de dados clínicos 

 

A coleta de dados foi realizada por meio de formulários eletrônicos 

Research Electronic Data Capture (REDCap®, Vanderbilt University, EUA) no Hospital 

Israelita Albert Einstein. O sistema tem as seguintes funções: registro do paciente, 

entrada de dados e exportação de dados para análise estatística. Os arquivos 

eletrônicos foram arquivados no servidor do Hospital Israelita Albert Einstein em um 

ambiente seguro e controlado para manter a confidencialidade. Os documentos 

eletrônicos foram controlados com proteção por senha, de acordo com as melhores 

práticas (Anexo  ). 

 

 .  Análise estatística 

 

A distribuição contínua dos dados foi avaliada por inspeção visual 

dos histogramas e pelos testes de normalidade de D'Agostino-Pearson. As 

características iniciais foram representadas como contagens e porcentagens, médias e 

desvios-padrão (DP) ou medianas e intervalos interquartis (IQR), quando apropriado. 

Os testes de hipóteses têm dois lados com um nível de significância 

de 5%. O ajuste de Benjamini-Hochberg foi usado para corrigir valores-p para taxa de 



   

 

descoberta falsa. As análises foram realizadas usando o programa R v.3.4.1 (R Core 

Team, 2016, Viena, Áustria). 

Comparações das condições basais, avaliação diária de pacientes e 

os resultados clínicos estão apresentados por grupos do estudo e os pacientes com 

sepse foram comparados aos controles usando o teste exato de Fisher para variáveis 

categóricas ou teste de soma de postos de Wilcoxon para variáveis contínuas. Os 

dados também são apresentados e comparados entre pacientes com sepse e choque 

séptico. 

Os dados da quantificação e análises das citocinas, citometria de 

fluxo, western blot e qPCR foram apresentados como médias e desvios-padrão ou 

mediana e intervalos interquartis. Para as comparações entre os grupos foi aplicado o 

teste de Kruskal-Wallis. Também foi utilizado o teste Mann-Whitney para avaliar 

significância estatística quando comparado somente dois grupos. Como exemplo foram 

feitas comparações entre os indivíduos controles (controles UTI combinados com os 

saudáveis) versus doentes (pacientes com sepse combinados com os choques 

sépticos). Para ambos os testes, um valor-p<0,05 foi considerado estatisticamente 

significativo.  

Para a exclusão dos dados que se diferenciam de forma relevante 

de todos os outros, levando consequentemente a uma intepretação de resultados 

falsos positivos, utilizamos o método ROUT no próprio software Graph Pad® Prism, 

que possibilita uma análise estratégica que detecta um ou mais outliers das amostras. 

Sendo assim, para todos as análises deste estudo utilizamos o limiar de 0,2% para 

detecção do que realmente era discrepante e discutimos os dados em cima dos 

resultados obtidos pós exclusão dos outliers. Todas as análises estatísticas dos dados 

foram feitas no software Graph Pad® Prism (versão  ). 

 

 .  Processamento das amostras de sangue 

 

Foi estabelecido um fluxograma de coleta de amostras de sangue 

periférico em diferentes tubos, para as diferentes aplicações e testes (Figura 3). O 

sangue coletado em tubos contendo anticoagulante ACD-A (Sarstedt) foi utilizado para 

a separação de PBMC e de granulócitos, através de um protocolo adaptado.      O 



   

 

sangue coletado em tubos contendo anticoagulante EDTA K3 (Sarstedt) foi utilizado 

para a separação de buffy coat, plasma e RNA. 

 

 .    Separação das células mononucleares do sangue periférico  

 

O PBMC (células mononucleares de sangue periférico) foi isolado 

utilizando o reagente Ficoll Premium Plus com densidade de 1.07 g/mL (GE 

Healthcare). O sangue coletado foi centrifugado a    g durante 40 minutos e a camada 

superior contendo plasma foi removida. A interface formada pelas células 

mononucleares foi cuidadosamente transferida por pipetagem para um novo tubo 

Falcon de 15mL e lavada com PBS (Gibco) por centrifugação a 400g por 10min. O 

pellet de PBMC foi ressuspendido em tampão de lise de cloreto de amónio-potássio 

(ACK) (Thermo Fisher Scientific) e incubado durante 3 minutos a temperatura ambiente 

para lisar as hemácias contaminantes na amostra. Seguiu-se o processo de lavagem 

com PBS para se obter um pellet limpo e esbranquiçado sem qualquer contaminante. 

O número de células e a viabilidade foram determinados usando um contador 

automatizado de células Countess® Automated Cell Counter (Thermo Fisher 

Scientific). Este equipamento utiliza a coloração por azul de Tripan 0,4% para distinguir 

células viáveis de células não viáveis.  

Um total de 15 x 10  células das amostras de PBMC foram utilizadas 

para extração proteica através do uso de solução RIPA (Thermo Fisher Scientific), na 

concentração de 15 x 10  células para    µl de RIPA. O restante das amostras foi 

colocado em meio de congelamento constituído por 90% soro fetal bovino e 10% 

Dimetilsulfóxido (DMSO) armazenadas em -80°C. Nos casos onde a amostra 

apresentou menos que 15 x 10  de células, toda a amostra seguiu para a extração 

proteica, seguindo a concentração adequada.      

Com o sedimento do tubo de ACD-A, foi prosseguido o protocolo de 

separação dos granulócitos com Dextran 6% (GE Healthcare). Brevemente, a este 

sedimento foi adicionado o Dextran a 6% com incubação por 40min a 37ºC. Após o 

tempo de incubação o sobrenadante, contendo os granulócitos, foi coletado e a 

amostra submetida a ciclos de lavagem e lise de hemácias até que, visualmente, não 

houvesse mais contaminante de hemácias (precipitado branco, sem pontos 



   

 

vermelhos). Em seguida foi feita a contagem celular, extração proteica e 

criopreservação de células de forma similar ao protocolo de PBMC.    ,     

 

 .    Separação do plasma e das células polimorfonucleares do sangue 

periférico  

 

Inicialmente, foram retirados 5  µL do sangue total para extração do 

RNA com o Kit RiboPure™-Blood (Invitrogen), que posteriormente seguiu para 

conversão de cDNA e análise de qPCR. 

O restante da amostra foi centrifugada a 400g por 10 minutos, o 

sobrenadante contendo o plasma foi coletado, aliquotado e preservado em -80°C 

imediatamente. Estas amostras foram utilizadas para análise de um painel de citocinas, 

através de um kit de Luminex (Inflammation 20-Plex Human ProcartaPlex™ Panel).  

A interface constituída pelas células mononucleares, 

polimorfonucleares e plaquetas foi cuidadosamente transferida por pipetagem para um 

novo tubo Falcon de 15mL. Foram realizados ciclos de lavagem com PBS e lise com 

ACK para eliminação das hemácias. Parte destas amostras foram congeladas para 

futuro uso (seguindo o mesmo protocolo citado anteriormente) e parte foi utilizada para 

análise de imunofenotipagem via citometria de fluxo. 
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Fluxograma do processamento das amostras de sangue coletadas e as diferentes técnicas que 
serão realizadas nas mesmas.  
Figura  . Delineamento do fluxo de amostras 

 

 .  Western blot 

 

Para a análise de proteínas, os lisados celulares de PBMC foram 

quantificados utilizando o Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific). As 

amostras de treinamento e otimização foram quantificadas no espectrofotômetro 

SpectraMax i3x (Molecular Devices) e as amostras dos pacientes foram quantificadas 

no espectrofotômetro DXT 880-Multimode Detector (Beckman Coulter). 

Para análise de western blot, as amostras foram preparadas nas 

concentrações desejadas pela sua diluição em Tampão de Amostra 6x (200mM Tris 

HCl pH 6,8, 8% de SDS, 0,4% de bromofenol blue, 40% de glicerol contendo 400mM 

de DTT que é adicionado imediatamente antes do uso). Em seguida, foram fervidas por 

5 minutos à 95ºC e aplicados em gel de poliacrilamida 10%, que foi corrido à 100V por 

 5 minutos. Como marcador molecular foi utilizado o Ladder Precision Plus Protein 

Kaleidoscope Standards 10–250 kD (BioRad).  Posteriormente à corrida, as amostras 

foram transferidas para membrana de PVDF através de uma corrente de 295mA por  0 

minutos em sistema molhado de transferência. Foi realizado o bloqueio com solução de 

5  leite em pó desnatado em TBS-T durante 1 hora. Para marcação das proteínas de 



   

 

interesse, as membranas foram incubadas com anticorpos primários anti-β-actina 

(clone AC-  , Sigma Aldrich) na proporção de 1: 5   , e com o anticorpo anti RIPK1 

(clone D94C12, Cell Signaling) na proporção       , RIPK3 (clone B-2, Santa Cruz) 

     , MLKL (clone D2I6N, Cell Signaling)       , GAPDH (MA5-15738, Invitrogen) 

  5    overnight. Após este período, as membranas foram lavadas com tampão TBS-

Tween, seguido da incubação com anticorpo secundário anti-mouse.HRP (monoclonal, 

7076S  Cell Signaling) na concentração de 1:2500 (para membranas incubadas com 

anti RIPK3),   5    (para membranas incubadas com anti GAPDH) e    5     (para 

membranas incubadas com anti -β-actina) para a membrana marcada com anti RIPK1 

e anti MLKL a concentração foi de 1:5000 do anticorpo anti-rabbit (monoclonal, 7074S  

Cell Signaling). As bandas foram reveladas com a incubação da membrana em ECL 

caseiro e visualizadas e documentadas no equipamento ChemiDoc Imaging Systems 

(Bio-Rad). 

 

 .  Preparação do reagente quimioluminescente caseiro para western blot 

 

Os reagentes foram: Luminol (250mM em DMSO, armazenado no 

escuro a -20° C), ácido p-coumárico (90mM em DMSO, armazenado no escuro a -

20°C), Peróxido de hidrogênio a 30%, 1M Tris-HCl pH 8,5 e água destilada. Foram 

identificados dois recipientes (com tampa âmbar) e rotulados de 'A' e 'B'. No primeiro 

tubo (A), foram adicionadas 1mL da solução de Luminol,  ,  mL de solução de ácido 

p-coumárico, 10mL de Tris-HCl 1M, pH 8,5 e água destilada até um volume final de 

   mL. No segundo tubo (B), foi adicionado 64µL de peróxido de hidrogênio,   mL de 

Tris-HCl 1M, pH 8,5, e água destilada até um volume final de 100mL. As duas soluções 

foram armazenadas a 4°C e cobertas com papel alumínio para manter os recipientes 

fora de exposição à luz. Para o uso, a mistura em proporção 1:1 das soluções A e B é 

feita na hora. 

 

 .  Quantificação de citocinas por ensaio de Luminex 

 

Os níveis plasmáticos de    citocinas e quimiocinas foram 

quantificados através do kit Inflammation 20-Plex Human ProcartaPlex™ Panel 



   

 

(Invitrogen™) e do equipamento xPONENT® 4.2 (Merck Millipore). São elas: sE-

Selectina; GM-CSF; ICAM-1 / CD54; IFN alfa; IFN gama; IL-1 alfa; IL-1 beta; IL-4; IL-6; 

IL-8; IL-10; IL-12p70; IL-13; IL-17A / CTLA-8; IP-10 / CXCL10; MCP-1 / CCL2; MIP-

1alfa / CCL3; MIP-1 beta / CCL4; sP-selectina; TNF alfa. Os dados estão apresentados 

em mediana, com os intervalos interquartis, já que a maioria das citocinas não exibiu 

uma curva normal de distribuição entre os pacientes de cada grupo. 

Para as análises de agrupamento de dados gerados com os 

resultados das citocinas, foi realizado um dendograma através do software de 

programação R. Para isso, as citocinas em que os valores apresentaram zero (0) não 

foram utilizados nessa análise, logo após a exclusão foi realizada para os outros 

valores a transformação logarítmica para análise estatística. Um número mínimo de 

citocinas foram selecionadas para posicionar com precisão os pacientes nos subgrupos 

identificados pelo software R e utilizado o teste exato de Fisher para comparação entre 

os grupos.  

 

 .   Análise de viabilidade de congelamento das amostras para citometria 

 

Para verificar a pureza e viabilidade celular foi escolhido o método 

de citometria de fluxo. Como o procedimento do processamento das amostras de 

sangue é bastante longo, foi feita a avaliação se é possível fazer esta análise com 

amostras congeladas. Dois processos de descongelamento de amostras foram 

testados, sendo um utilizando como solução de congelamento HBSS (Gibco) e o outro 

RPMI 1640 (Gibco) com 30% de soro fetal bovino inativado (Gibco). Para efeitos de 

comparação também foram analisadas as células logo após o processamento 

sanguíneo (a fresco). As amostras foram analisadas em citometria de fluxo utilizando 

um marcador de viabilidade celular - Iodeto de Propídio (PI) e também os anticorpos 

anti-CD66b FITC (clone G10F5-555724, BD Pharmingen), anti-CD3 APC (clone SK7-

340440, BD Pharmingen), anti-CD14 APC-Cy7 (clone MφP9-557831, BD Pharmingen). 

As células foram adquiridas no citometro LSRFortessa (BD Pharmingen). Os dados 

foram analisados usando o software FlowJo na versão 10 (TreeStar Inc., Ashland, 

EUA).   

 

 



   

 

 .   Estratégias de análise de células por citometria de fluxo 

 

Para se avaliar as porcentagens das principais populações imunes, 

bem como os níveis de morte em cada uma destas populações nas diferentes 

amostras, foi estabelecido um painel de oito anticorpos combinados com os 

marcadores de morte celular. A tabela   apresenta a especificidade dos anticorpos, 

seus clones bem como o fluoróforo de cada um deles. Para marcação das células, 

primeiramente foi realizada a padronização de congelamento, descongelamento e 

análise das células por citometria de fluxo (Figuras Suplementares 1 e 8). Pós 

padronização foi utilizada a porção celular do buffy coat que estava armazenada em 

alíquotas no freezer -  ºC. As células foram descongeladas em banho-maria a 37ºC, 

ligeiramente por gotejamento ressuspendidas em 9mL de RPMI 1640 com 30% de soro 

fetal bovino inativado em tubo falcon de 15mL e levado para centrifugação a 300g por 

10 minutos. Após a centrifugação, as células foram contadas e a sua viabilidade 

avaliada, da mesma maneira realizada quando preparada para congelamento. Depois 

da contagem, as células foram transferidas para um novo tubo de FACS (Falcon®) 

específico para citometria de fluxo e centrifugado por 5 minutos a 200g, após isso foi 

descartado o sobrenadante e posteriormente adicionado ao pellet    µL do mix de 

PBS com os anticorpos na diluição/concentração previamente estabelecida e 

homogeneizadas. As células ficaram por um período de 30 minutos incubadas no 

escuro a 4ºC. Logo após para lavagem das células, elas foram ressuspendidas em 

5  µL de PBS e centrifugadas a  00g por 5 minutos, descartado o sobrenadante. O 

pellet de células foram ressuspendidas em tampão de anexina junto com a anexina V e 

o LiveDead, e então as células foram adquiridas no citometro LSRFortessa (BD) na 

configuração de  00.000 eventos e analisados com o software FlowJo. 

 

 

 

  



   

 

Tabela  . Painel de anticorpos para diferenciação das principais populações 
celulares 

Painel   Clone Cor 

CD19 HIB19 SB416 

LiveDead Aqua Kit V500 

CD4 SK-  SB600 

CD3 OKT3 SB702 

Annexin V 
 

FITC 

CD14 M5E2 PE 

CD16 3G8 PerCP 

CD15 HI98 APC 

CD56 5.1H11 APC-R700 

CD8 RPA-T8 APC-eFluor® 780 

 

 .   Expressão de RIPK3 e MLKL por qPCR 

 

Para quantificação da expressão de RIPK3, MLKL e IL- β das amostras de sangue dos 

pacientes do estudo, o RNA foi isolado com RiboPure™ RNA Purification Kit, blood 

 Invitrogen™   O cDNA foi sintetizado pela M-MLV Reverse Transcriptase 

 Invitrogen™   A análise da qPCR foi realizada usando o PowerUp™ SYBR™ Green 

Master Mix  Invitrogen™  no termociclador QuantStudio™   Flex Real-Time PCR 

 Applied Biosystems™   Condições iguais de ciclagem foram usadas para amplificar 

genes de interesse: RIPK3, MLKL e IL- β e os genes de referência: GAPDH e β-actina. 

As condições de temperatura dos ciclos foram configuradas da seguinte maneira: 1) 

Hold stage - um ciclo de 2 minutos por 50ºC e 10 minutos por 95ºC; 2) PCR stage: 45 

ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto; 3) Melt curve stage: 1 ciclo de 

95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e 95°C por 15 segundos. A análise da curva 

de melting foi utilizada para confirmar a amplificação específica do produto. Para as 

análises dos genes de interesse foi utilizada a normalização da média geométrica dos 

genes de referência. As seguintes sequências de primers foram utilizados para análise 

de qPCR: 

Tabela  . Sequência dos oligonucleotídeos utilizados para os ensaios de 
qPCR 

hGAPDH RV CCATGTTCGTCATGGGTGTGAACCA 
hGAPDH FW CACGATACCAAAGTTGTCATGGA 
hACTB RV AGCACTGTGTTGGCGTACAG 
hACTB FW AGAGCTACGAGCTGCCTGAC 
hRIPK3 RV GGCAAGGCAGTTGTCTGTTG 
hRIPK3 FW CCAAATCCAGTAACAGGGCG 
hMLKL RV TCCCAGAGGACGATTCCAAA 
hMLKL FW TCCAGATGCTAAGAAGAGATAATGA 



   

 

 .   ELISA do RIPK3 

 

Para a determinação quantitativa das concentrações RIPK3 contidas 

no plasma dos grupos experimentais, utilizamos um kit de ensaio imunoadsorvente 

ligado a enzima (ELISA) de RIPK3 (CUSABIO-EL019737HU). O plasma proveniente 

das amostras de sangue do tubo de EDTA seguiu da mesma maneira que foi realizada 

na quantificação das citocinas por Luminex. O ensaio de ELISA de RIPK3 foi feito de 

acordo com as instruções do fabricante. 

 

 .   Cinética de morte celular  

 

Para o estabelecimento de controles positivos para os parâmetros 

de morte celular, foram utilizadas as células HT-29 e HeLa, que são documentadas 

como sensíveis a estímulos apoptóticos e necroptóticos. Tanto HT-29 quanto HeLa 

foram cultivadas em meio DMEM-high glucose (Invitrogen) enriquecido com soro fetal 

bovino (Gibco) e os antibióticos penicilina e streptomicina (Invitrogen).  

Para a indução de morte celular, as células HT-29 e HeLa foram 

plaqueadas em placas de 24 poços na concentração de 1x105 células/poço. Após 24h 

ambas as células foram tratadas com TNF (R&D), z-VAD (APExBIO) e cicloheximida 

(CHX), nas seguintes combinações, sempre com a adição de SytoxGreen (Invitrogen 

™) que é um marcador de viabilidade celular: 1) 50nM SYTOX® Green; 2) 10ng/mL 

hTNF + 20µM zVAD + 50nM SYTOX® Green; 3) 10ng/mL mTNF + 20µM zVAD + 25µM 

CHX + 50nM SYTOX® Green e 4) 10ng/mL hTNF + 20µM zVAD + 25µM CHX + 50nM 

SYTOX® Green.  

Imediatamente após o tratamento, a placa foi incubada a 37°C, 5% 

CO  no equipamento IncuCyte ZOOM (Essen BioScience), programado para tirar fotos 

de 4 campos diferentes de cada poço tratado, a cada 45 minutos por um total de 24h. 

Dessa forma é possível acompanhar por meio de imagens e vídeos o tempo de 

incorporação do SytoxGreen, que é um intercalante de DNA, ou seja, nos indica 

quando a célula perdeu sua integridade de membrana. Além da incorporação deste 

reagente, é possível observar também a morfologia das células conforme essas vão 

morrendo, podendo indiretamente diferenciar a apoptose da necroptose. 

 



   

 

 

     Treinamento e otimização dos protocolos para obtenção e análise das 

células. 

 

O treinamento e otimização dos protocolos realizados neste projeto 

estão descritos no Anexo  . Em resumo, ambos foram bem sucedidos e essenciais 

para o bom andamento do projeto. 

 

 

 

  



   

 

  RESULTADOS 

 

 .  Dados demográficos dos grupos experimentais 

 

Inicialmente, para comparação mais geral entre as características 

dos grupos controles e os com qualquer quadro séptico, os grupos sepse e choque 

séptico foram unificados. A tabela   mostra a distribuição geral de parâmetros clínicos 

dos participantes, separados nestes três grupos. Em relação à idade, a média dos 

pacientes no grupo sepse foi de 72 anos, no grupo controle interno da UTI foi de 56 

anos e no grupo voluntários saudáveis foi de 28 anos. Em relação ao sexo dos 

indivíduos 42,5% dos participantes com sepse, 75% dos pacientes controles da UTI e 

40% dos indivíduos saudáveis eram homens. O tipo de admissão foi divido em 

cirúrgico e clínico. Trinta e nove pacientes com quadro de sepse foram admitidos por 

motivo clínico, sendo somente um paciente por motivo cirúrgico enquanto no grupo 

controle interno da UTI, dez pacientes foram internados por motivos cirúrgicos e dez 

pacientes por motivos clínicos. Não houve diferença estatística entre os grupos 

controle UTI e sepse em relação à presença de qualquer das comorbidades enquanto 

que para os scores SOFA e SAPS III houve diferença estatística. Nenhum dos 

pacientes do grupo controle UTI foi submetido a tratamento com antibiótico, reforçando 

a inexistência de infecção neste grupo. 

Em seguida, foram feitas as comparações diretas entre o grupo 

sepse e o grupo choque séptico, cujos dados estão compilados na tabela 5. Tanto o 

parâmetro gênero como o parâmetro idade não apresentaram diferença estatística 

significativa. O local mais frequente de infecção entre os pacientes com sepse foi o 

trato respiratório (55%) e nos casos de choque séptico foi infecções abdominais (40%), 

com p<0,   . A média de score SOFA nos pacientes com sepse foi de 3 e dos 

pacientes com choque séptico foi de 8 com p<0,   . Da mesma forma, a média do 

score SAPS III foi maior em pacientes com choque séptico do que nos com sepse, 

sendo respectivamente 63 e   , p<0,     Em relação à disfunção orgânica, houve uma 

incidência significativamente maior no grupo choque séptico de problemas 

cardiovasculares se comparado com o grupo sepse. Para as outras disfunções 

orgânicas, presença de comorbidades, número de antibióticos ministrados, quantidade 



   

 

de fluido e cristaloides infundidos, não foi encontrada diferença estatisticamente 

significativa. 

Em relação aos desfechos clínicos, não foi encontrada diferença 

significativa entre os grupos de sepse e choque séptico, exceto na variável de tempo 

de internação (p<0,   ), sendo que os pacientes com choque séptico permanecem em 

média três dias e pacientes com sepse um dia (Tabela  ). 

Na coorte dos pacientes com sepse, os locais primários de infecção 

mais comuns foram pulmão   5  , abdômen (25%), seguidos de rim   5  , trato 

urinário (10%) e sanguínea (7,5%). Ao comparar os dois grupos, há diferença 

estatística em relação ao sítio de infecção, sendo que há uma preponderância de 

casos de pneumonia em pacientes do grupo sepse (55%) e de infecção abdominal no 

grupo de choque séptico (40%) (Tabela 6). Em ambos os grupos, os agentes 

etiológicos mais comuns nas infecções foram causados por bactérias Gram-negativa, 

como E. coli e Klebsiella pneuminiae. No entanto, o tipo de infecção e as infecções 

confirmadas por exames microbiológicos não apresentaram diferenças estatisticamente 

significativas entre os grupos (Tabela  ). 

 

Tabela  . Características demográficas dos grupos experimentais 

 
Sepse 
(N=40) 

Controle 
N=20 

Voluntários 
saudáveis 

(n=20) 
Valor-p 

Anos, idade       -    5     -          -     ,    
Sexo masculino       ,5   5   5,        ,    ,    
BMI, Kg/m

 
   ,    5, -  ,    5,    5, -  ,    5,     , -  ,5   ,    

Tipo de admissão     
Cirúrgico     ,5      5 ,   ---   ,    
Clínico       ,5      5 ,     

Motivo de admissão     
Cirurgia eletiva     ,       5 ,    --- 
Cirurgia de emergência     ,       ,    --- 
Monitoração     ,        ,    --- 
Sepse     5 ,       ,   ---  
Choque séptico     5 ,       ,    --- 
Outro tipo de choque     ,        ,    --- 
Insuficiência cardíaca     ,      5,    --- 
Abdominal aguda     ,      5,    --- 
Outros     ,        ,     

Comorbidades     
Hipertensão     55,       5,     ,5 5 
Diabetes mellitus       ,   5   5,     ,    
DPOC     5,       ,     ,  5 
Câncer      5,       5,     ,5   
AIDS     ,       ,   --- --- 
Imunossupressão     ,5     5,     ,    
Consumo de álcool     ,        ,     ,    

   continua... 



   

 

...continuação     

Insuficiência cardíaca       ,5       ,     ,  5 
Doença renal crônica      ,5      ,     ,    
Outras      ,5       ,     ,    

Sítio de infecção     
Pneumonia      5,      
Urinário      ,      
Pielonefrite     5,   --- ---  
Abdômen      5,      
Infecção da corrente 
sanguínea 

    ,5     

Outros     ,5     
SAPS III 5    5-         5-    ---   ,    
SOFA 5   -       -   ---   ,    
qSOFA     

Hipotensão       ,   --- ---  
Taquipnéia     5 ,      
Depressão do nível de 
consciência 

      ,      

Disfunção orgânica     
Cardiovascular       ,5     
Hepática    5,      
Metabólica       ,      
Hematológica      ,   --- ---  
Renal      5,      
Coagulação       ,      
Pulmonar       ,5     
Neurológica  5    ,5     

Lactato, mg/dL   ,5    , -  ,     ,     , -  ,   ---  ,    
Tratamento inicial     

Antibiótico     
Ceftriaxona      5,      
Meropenem      ,5  --- ---  
Piperacilina/Tazobactan       ,      
Claritromicina       ,5     
Clindamicina      ,      
Metronidazol 5    ,5     
Teicoplanina 5    ,5     
Vancomicina      ,      
Outros 5    ,5     

Número de antibióticos     -       ,   --- --- 
Recebeu 30mL/kg de 
cristaloides 

     5,   --- ---  

Quantidade total de fluidos 
recebida, mL 

      
     -      

--- ---  

uma
 Comparação entre sepse e controle. IMC: Índice de massa corporal; doença pulmonar 

obstrutiva crônica; SAPS: Simplified Acute Physiology Score; SOFA: Sequential Organ Failure 
Assessment. Características demográficas dos participantes separados em três grupos (Controles 
Saudáveis, Controles UTI e com Quadro Séptico) O número em parêntesis indica o intervalo 
interquartil para as variáveis contínuas e o percentual para variáveis categóricas. 

 

 

 

 



 5 

 

Tabela  . Tabela demográfica dos pacientes com sepse e choque séptico 

 
Choque séptico 

(N=20) 
Sepse 
N=20 

Valor-p 

Anos, idade       -          -     ,  5 
Sexo masculino     5 ,        5,    ,5   
BMI, Kg/m

 
   ,     , -  ,     ,     , -  ,    ,    

Tipo de admissão    
Cirúrgico     ,      5,    ,    
Clínico        ,        5,    

Comorbidades    
Hipertensão     55,       55,         
Diabetes mellitus      ,       5 ,    ,    
DPOC      ,        ,    ,    
Câncer      ,        ,    ,    
AIDS     ,       ,   --- 
Imunossupressão     ,      5,    ,    
Consumo de álcool     ,       ,   --- 
Insuficiência cardíaca     5,        ,    ,    
Doença renal crônica 5   5,        ,    ,    
Outras 5   5,        ,         

Fonte de infecção    
Pneumonia     5,       55,    
Urinária     5,      5,    
Pielonefrite     5,       5,    ,    
Abdômen      ,        ,    
Infecção da corrente 
sanguínea 

    5,       ,    

Outros     ,       5,    
SAPS III     5 - 5        -5    ,    
SOFA    5-       -     ,    
qSOFA    

Hipotensão       ,       5 ,    ,    
Taquipnéia     5 ,       5 ,         
Depressão do nível de 
consciência 

    55,   5   5,    ,  5 

Disfunção orgânica    
Cardiovascular      5,         ,    ,    
Hepática      ,       ,    ,    
Metabólica      5,       55,    ,    
Hematológica      ,        ,         
Renal     5 ,        ,    ,  5 
Coagulação     5,5      5,    ,    
Pulmonar       ,        5,         
Neurológica     5 ,        5,    ,    

Lactato, mg/dL       -          -     , 5  
Tratamento inicial    

Antibiótico    
Ceftriaxona 5   5,        5,    
Meropenem      ,      5,    
Piperacilina/Tazobactan      ,       5,    
Claritromicina      ,       5,   

 ,    
Clindamicina     ,        ,   
Metronidazol     5,        ,    
Teicoplanina 5   5,5      ,    
Vancomicina     5,      5,    
Outros      ,      5,    

Número de antibióticos     -       -    ,    
Recebeu 30mL/kg de 
cristalóides 

 5   5,    5   5,         

   continua... 



   

 

...continuação    

Quantidade total de fluidos 
recebida, mL 

      
    5- 5    

          -   5   ,    

IMC: índice de massa corporal; DPOC: doença pulmonar obstrutiva crônica; SAPS: Simplified Acute 
Physiology Score. Tabela demográfica das características dos pacientes com sepse e choque 
séptico. O número em parêntesis indica o intervalo interquartil para as variáveis contínuas e o 
percentual para variáveis categóricas. 

 

Tabela  . Desfecho clínico dos grupos experimentais com sepse 

 
Choque séptico 

(N=20) 
Sepse 
N=20 

Valor-p 

Mortalidade na UTI    5,       ,         
Mortalidade hospitalar    5,       ,         
Mortalidade em 28 dias    5,       ,         
Tempo de permanência na UTI     -       -    ,    
Tempo de permanência hospitalar      -       5-    ,    

UTI: Unidade de terapia intensiva. Desfechos clínicos de acordo com o tipo de sepse. O número 
em parêntesis indica o intervalo interquartil para as variáveis contínuas e o percentual para 
variáveis categóricas. 

 

Tabela  . Características do tipo de infecção  

 
Sepse (sepse + 
choque séptico) 

(N=40) 

Choque 
séptico 
(N=20) 

Sepse 
N=20 

Valor-p 

Fonte de infecção     
Pneumonia      5,       5,       55,    
Urinária      ,       5,      5,    
Pielonefrite     5,       5,       5,    
Abdômen      5,        ,        ,    ,    
Corrente sanguínea     ,5      5,       ,    
Prótese articular     ,5      ,      5,    
Outras    5,       ,        ,    

Tipo de infecção     
Comunidade       ,5        ,    5   5,    
Adquira no hospital      5,        ,        ,    ,    
Relacionadas ao cuidado da 
saúde 

    ,5      ,      5,    

Infecção confirmada por 
microbiologia 

 5    ,5      5,        ,    ,5   

Tipo de culturas     
Sangue       ,5         ,        5,         
Traqueal     ,5      5,       ,    ,    
Urina       ,       55,        5,    ,    
Líquido cefalorraquidiano     ,5     5,       ,         
Outros      ,5      5,        ,         

Microrganismo (em 83 culturas 
de sangue) 

 
   

Negativo           
Escherichia coli           
Klebsiella pneumoniae           
Staphylococcus aureus           
Achromobacter xylosoxidans           
Raoultella ornithinolytica           

Microrganismo (em 03 culturas 
traqueais) 

 
   

Pseudomonas aeruginosa           

   continua... 



   

 

...continuação     

Staphylococcus aureus          
 

Stenotrophomonas maltophilia          
Microrganismo (em 01 cultura 
LCR) 

 
   

Negativo           
Microrganismo (em 24 culturas 
de urina 

 
   

Negativo     5     
Escherichia coli           
Klebsiella pneumoniae           
Cândida albicans           
Citrobacter koseri           

Microrganismo (em 07 outras 
culturas) 

 
   

Negativo           
Enterococcus faecalis           

uma
 Comparação entre choque séptico e sepse. LCR: líquido cefalorraquidiano. Características 

do tipo, fonte e espécie dos agentes etiológicos. O número em parêntesis indica o intervalo 
interquartil para as variáveis contínuas e o percentual para variáveis categóricas. 

 

    Coleta das amostras dos pacientes 

 

Uma vez finalizados os processos de otimização e treinamento 

(Anexo 3), foi dada a autorização para a equipe médica e multiprofissional para obter a 

assinatura dos TCLEs (Anexo 1) e coletar as amostras dos pacientes que poderiam ser 

incluídos em qualquer um dos nossos grupos de estudo. Vale ressaltar que o estudo foi 

cego e, portanto, não houve a transmissão de informações sobre qual estado de saúde 

e à qual grupo experimental aquele sujeito pertence. Assim que as amostras eram 

coletadas, imediatamente recebiam uma codificação, que foi a única forma utilizada 

para sua identificação durante a análise dos resultados.  

Nenhum paciente foi excluído do estudo e, portanto, no dia 0 foram 

coletadas 80 amostras. Já no dia 3, no qual estavam previstas coletas de 60 amostras, 

somente 41 amostras (  , %) foram coletadas. Para os dias 7 e 14 eram previstas 40 

coletas, sendo que no dia 7 foram coletadas 19 amostras e no dia 14 somente 3, 

totalizando 47,5% e 7,5%, respectivamente (Figura  ). 



   

 

 
Percentagem de coletas realizadas para cada 
período em relação ao total previsto de coletas.  
Figura  . Relação do número e da porcentagem 
das coletas realizada no projeto 

 

Como pode ser visto, em ambito geral, obtivemos sucesso na 

obtenção e preservação da viabilidade das populações (Figura 5 e Tabela do Apêndice 

    Em algumas delas, porém, a quantidade de células ficou aquém do desejado, 

principalmente pela coleta de um volume menor de sangue (Tabela Apêndice   . Para 

estas amostras, demos prioridade para a confecção das amostas de western blot. 

 

 
(A) Média do número de células pós processamento dos pacientes no dia 0, dia 3, dia 7 e dia 14. 
(B) Média da viabilidade celular de todas as amostras de sangue periférico processadas durante 
o projeto. 
Figura  . Representação da média de número de células e viabilidade pós processamentos de 
todos os pacientes  

 



   

 

 .  Analise da proteína C-reativa 

 

A proteína C reativa (PCR) é um importante biomarcador de estado 

inflamatório. Sendo assim, utilizamos os dados da PCR dos pacientes para os quais 

foram pedidos este exame para confirmar o estado inflamatório dos pacientes com 

sepse. Como esperado, os dados apresentaram diferença estatística significativa entre 

os grupos controle UTI versus sepse e controle UTI versus choque séptico, sendo 

possível associar o aumento da PCR em pacientes em quadro séptico. Vale ainda 

destacar que não houve diferença entre os grupos sepse e choque séptico (Figura  ). 

Outro resultado importante acerca da PCR é dado que somente um paciente veio a 

óbito de nossa coorte, não foi possível associar este parâmetro com a mortalidade 

destes pacientes. 

 

 
A concentração da PCR apresentou o valor-p 
<0,05 entre controle UTI versus sepse e controle 
UTI versus choque séptico. 
Figura  . Análise da proteína C reativa do dia 0 
Análise do dia 0 da concentração da PCR através 
do hemograma comparando os grupos: controle 
UTI (n:   , sepse (n:    e choque séptico (n     

 

 .  Hemograma dos grupos experimentais 

 

É sabido que os leucócitos são de extrema importância durante o 

processo da sepse, sendo o hemograma o primeiro exame clínico para detectar 

alguma alteração e assim diagnosticar uma possível infecção nestes pacientes.  

C o n tr o le     S e p s e C h o q u e

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

2 5 0

3 0 0

3 5 0

4 0 0

4 5 0

5 0 0

5 5 0

6 0 0

D ia  0

P
ro

te
ín

a
 C

-r
e

a
ti

v
a

 (
m

g
/d

L
)

*

*



   

 

Sendo assim, após cada uma das coletas dos grupos controle UTI, 

sepse e choque séptico foi feito um hemograma para obter as frequências e 

quantidades das diferentes séries de células presentes no sangue periférico, a fim de 

verificar se há diferença entre os grupos do estudo. 

No dia 0, não encontramos diferenças estatisticamente significativas 

no número de leucócitos totais entre os grupos, apesar de parecer haver uma 

tendência de diminuição nos grupos com sepse ou choque séptico se comparados ao 

grupo controle UTI (Figura  A). No dia    Figura  B) e no dia 7 (Figura  C) não houve 

diferença entre os grupos em relação ao número total de leucócitos. 

 

 

 

 
Análise dos leucócitos totais através do hemograma dos grupos: controle UTI, sepse e 
choque séptico nos dias: (A) dia 0, (B) dia 3 e (C) dia 7.  Cada ponto demonstrado nos 
gráficos A, B e C representa um indivíduo e os dados foram representados em mediana e 
intervalo interquartil, aplicado o teste de Kruskal-Wallis quando três grupos e Mann-Whitney 
quando dois grupos. Não encontramos alterações significativas quando os grupos foram 
comparados. 
Figura  . Análise dos leucócitos dos dias: 0, 3 e 7 



   

 

Em contraste, foram encontradas diferenças estatísticas 

significativas entre os grupos em relação aos linfócitos totais no dia 0. Na figura  A, é 

possível observar que a porcentagem de linfócitos totais está diminuída no grupo 

choque séptico em relação aos outros dois grupos. Já em termos de contagem 

absoluta por microlitro de sangue, a diferença foi observada entre os dois grupos 

sépticos em relação ao grupo controle UTI (Figura  B).  

Quando os pacientes de sepse e choque séptico foram agrupados 

em um único grupo e comparados com o grupo controle UTI, ficou ainda mais evidente 

a diferença entre o grupo controle e os pacientes sépticos (Figuras  C, D). 

 

 
(A-B) Análise do dia 0 da porcentagem (A) e número dos linfócitos totais por µL (B) 
através do hemograma comparando os grupos controle UTI, sepse e choque séptico. 
(C-D). Análise do dia 0 da porcentagem (C) e número dos linfócitos totais por µL (D) 
através do hemograma agrupando os pacientes de sepse e choque séptico em um 
único grupo e comparando-o com os controles UTI. * p<0,05. **p<0,01. ***p<0,     
Figura  . Hemograma dos linfócitos totais no sangue do dia 0 de coleta  

 



   

 

Analisamos também outra subpopulação de grande importância no 

cenário da sepse, que são os neutrófilos. Na comparação entre os grupos, tanto 

usando o parâmetro porcentagem como contagem absoluta, a única diferença 

estatisticamente relevante observada foi no aumento discreto na porcentagem de 

neutrófilos nos pacientes em choque séptico se comparados com os controles UTI 

(Figuras  A e  B). É possível notar uma tendência de aumento também no grupo 

sepse em comparação ao grupo controle, porém sem confiança estatística. Quando 

agrupamos sepse e choque séptico em um único grupo, confirmou-se o aumento na 

porcentagem de neutrófilos nos pacientes sépticos (Figura  C). Vale ressaltar que não 

houve diferença na contagem absoluta de neutrófilos entre os grupos (Figura  D). 

 
Análise por hemograma dos neutrófilos totais no sangue do dia 0 de coleta. (A-
B) Análise do dia 0 da porcentagem (A) e número dos neutrófilos totais por µL 
(B) através do hemograma comparando os grupos controle UTI, sepse e 
choque séptico. (C-D). Análise do dia 0 da porcentagem (C) e número dos 
neutrófilos totais por µL (D) através do hemograma agrupando os pacientes de 
sepse e choque séptico em um único grupo e comparando-o com os controles 
UTI. **p<0,    
Figura  . Análise dos neutrófilos do dia 0 

 



   

 

 .  Análise das populações celulares por citometria de fluxo 

 

Apesar dos dados obtidos por hemograma serem importantes para a 

análise das possíveis alterações nos componentes celulares do sangue periférico, 

optamos por fazer uma análise mais aprofundada destas populações através da 

técnica de citometria de fluxo. Após exclusão de debris celulares e doublets (Figura 

Suplementar 1), os leucócitos foram classificados em seguintes subpopulações: 

linfócitos T (totais, CD4+ ou CD8+), linfócitos B, células NKT (totais, CD4+ ou, CD8+), 

neutrófilos, monócitos (totais, clássicos ou intermediários) e células NK (totais, 

CD56dimCD16bright, CD56dimCD16-, CD56-CD16bright). A estratégia de gating aplicada 

para detecção de cada tipo celular por citometria de fluxo está representada na tabela 

 .  

 

Tabela  . Estratégia de análise para diferenciação das principais populações celulares 

População Passo 1 Passo 2 Passo 3 Passo 4 

Linfócitos B CD3- x CD19+ A x LD 
  

Linfócitos T CD3+ x CD  - A x LD 
  

CD4+ T-helper CD3+ x CD19- CD56- x CD16- CD4+ x CD8- A x LD 

CD8+ T-citotóxico CD3+ x CD19- CD56- x CD16- CD4- x CD8+ A X LD 

NKT total CD3+ x CD19- CD56+ x CD16-   

NKT CD4+ CD3+ x CD19- CD56+ x CD16- CD4+ x CD8- A x LD 

NKT CD8+ CD3+ x CD19- CD56+ x CD16- CD4- x CD8+ A x LD 

Neutrófilos CD3- x CD19- CD15+ x CD14- A x LD 
 

Monócitos clássicos CD3- x CD19- CD15- x CD14+ CD14+ x CD16- A x LD 

Monócitos intermediários CD3- x CD19- CD15- x CD14+ CD14+ x CD16+ A x LD 

NK CD56
dim 

CD16
bright

 CD3- x CD19- CD15- x CD14- CD16
dim

 x CD56
brite

 A x LD 

NK CD56
bright 

CD16- CD3- x CD19- CD15- x CD14- CD16- x CD56
bright

 A x LD 

NK CD56- CD16
bright

 CD3- x CD19- CD15- x CD14- CD16
bright

 x CD56- A x LD 

A x LD: Anexina x LiveDead. 

 

Como explicitado na tabela  , a identificação dos linfócitos B foi feita 

através da marcação positiva para CD19 e negativa para CD3. Quando comparadas as 

porcentagens destas células nos diferentes grupos, não foi possível observar diferença 

estatística, mesmo quando os pacientes com sepse e choque séptico foram agrupados 

em um mesmo grupo e comparados com o controle UTI (Figura   ). 

 

 

 



   

 

 
(A) Gráfico representativo de gating para identificação dos linfócitos B, levando em 
consideração a expressão de CD3 versus CD19. (B) comparação da porcentagem 
de linfócitos B entre os grupos controle, sepse e choque séptico. (C) comparação 
da porcentagem de CD19+ entre os grupos controle e pacientes com quadro 
séptico (sepse + choque séptico). Em ambas as análises não houve diferença 
estatística. 
Figura   . Análise da porcentagem de linfócitos B nos diferentes grupos 
experimentais no dia 0 

 

Em relação aos linfócitos T (CD3+CD19-CD16-CD56-), também não 

foi encontrada nenhuma diferença estatisticamente significativa entre os grupos, 

mesmo quando separados em linfócitos T helper (CD4+) e citotóxicos (CD8+) (Figura 

  ). Da mesma forma, não foi observada diferença quando os pacientes com sepse e 

choque séptico foram agrupados e comparados com o grupo controle UTI (Figura 11). 

 

 

 



 5 

 

 
(A) Gráfico representativo de gating para identificação dos linfócitos T, levando em consideração a 
expressão de CD3 versus CD19. (B) Gráfico representativo de gating levando em consideração a 
expressão de CD16 versus CD56. (C-D) Gráfico representativo de gating levando em consideração a 
expressão de CD4 versus CD8. (E à G) comparação da porcentagem de linfócitos CD3, CD4 e CD8 
entre os grupos controle, sepse e choque séptico. (H à J) comparação da porcentagem de CD3, CD4 
e CD8 entre os grupos controle e pacientes com quadro séptico (sepse + choque séptico). Em ambas 
as análises não houve diferença estatística. 
Figura   . Análise da porcentagem de linfócitos T nos diferentes grupos experimentais no dia 0 

 

As células NKT (CD3+CD19-CD16-CD56+) podem ser analisadas 

como um grupo único ou ser subdivididas em populações distintas, sendo as mais 

importantes as que expressam CD4+ (CD3+CD19-CD16-CD56+CD4+CD8-) ou CD8+ 

(CD3+CD19-CD16-CD56+CD4-CD8+) (Figura   ). Quando analisado se há diferenças 

nas porcentagens destas populações celulares entre os grupos experimentais, é 

possível observar uma diferença estatística que aponta para uma maior porcentagem 

de NKT total nos pacientes sépticos comparados aos pacientes controles (Figura 12E), 

sendo que esta diferença é explicada majoritariamente pelas diferenças encontradas 

para a subpopulação NKT CD4+ (Figura   F), já que apesar da tendência ser a 

mesma, não foi possível determinar significância estatística para as NKT CD8+ (Figura 

  G).  

Nas análises com os grupos separados entre controle, sepse e 

choque séptico, é possível perceber que a diferença vista anteriormente é em grande 

parte contida nos pacientes com sepse e não choque séptico, já que há diferença 



   

 

estatística entre os pacientes com sepse mas não com choque séptico quando 

comparados com o grupo controle (Figuras   H,   I,   J). Estes dados sugerem que 

as porcentagens de NKT CD4+ podem ser utilizadas para se diferenciar, no dia 0, um 

paciente com sepse de um paciente controle. 

 

 
(A) Gráfico representativo de gating para identificação das células NKT, levando em consideração a 
expressão de CD3 versus CD19. (B) Gráfico representativo de gating levando em consideração a 
expressão de CD16 versus CD56. (C-D) Gráfico representativo de gating levando em consideração a 
expressão de CD4 versus CD8. (E à G) comparação da porcentagem de NKT CD4 e NKT CD8 entre 
os grupos controle, sepse e choque séptico. (H à J) comparação da porcentagem de NKT CD4 e NKT 
CD8 entre os grupos controle e pacientes com quadro séptico (sepse + choque séptico). * p<0,05. 
**p<0,    
Figura   . Análise da porcentagem de NKT nos diferentes grupos experimentais no dia 0 

 

Para identificação dos fenótipos das células NK foram utizadas as 

estratégias de gating já descritas anteriormente na tabela  : NK CD56bright (CD16-CD3-

CD19-CD15-CD14-CD16-CD56bright),  NK CD56dimCD16bright (CD3-CD19-CD15-CD14-

CD16brightCD56dim), NK CD56-CD16bright (CD3-CD19-CD15-CD14-CD16brightCD56-) ou a 

soma destas três populações, indicando NK total (Figura   ). É possível observar 

diferenças estatisticamente significativas de NK total quando se compara o grupo 

controle com os pacientes com sepse e choque séptico agrupados (Figura 13I). 

Quando separados em dois grupos, somente o grupo de choque séptico mantém 

diferença estatisticamente significativa quando comparada com o controle, 



   

 

apresentando menor quantidade de porcentagem de NK total circulantes no sangue 

periférico (Figura 13M). 

Para entender qual subpopulação de NK seria a responsável pelas 

diferenças observadas, fizemos a análise para cada fenótipo. As células NK 

CD56brightCD56- não apresentaram diferença estatística entre controle versus sepse e 

entre os grupos, quando os pacientes foram separados em sepse e choque séptico 

(Figuras   G e 1 K).  

As subpopulação de células NK CD56dimCD16bright apresentaram o 

mesmo padrão encontrado quando as NKs são analisadas em sua totalidade, ou seja, 

quando agrupados, os pacientes com quadro séptico apresentam diferença estatística 

comparados com o grupo controle, sendo que esta diferença se mantém somente na 

comparação entre o grupo choque séptico e controle, quando os pacientes são 

separados (Figuras   H e 1 L).  

Talvez o dado mais interessante seja em relação às células NK 

CD56-CD16bright. Nesta subpopulação, a comparação entre o grupo controle e os 

pacientes com quadro séptico apresenta um p bastante significativo (P<0,0001). Mais 

importante, na comparação entre os três grupos, além de existir diferença entre o 

grupo choque séptico e controle (como visto para NK total e NK CD56dimCD16bright), é 

possível verificar diferenças entre os grupos com sepse (Figuras 13I e 13M).  

 

 

 

 

 



   

 

 
(A) Gráfico representativo de gating para identificação das células NK, levando em consideração a 
expressão de CD3 versus CD19. (B) Gráfico representativo de gating levando em consideração a 
expressão de CD14 versus CD15. (C à E) Gráfico representativo de gating levando em consideração a 
expressão de CD16 versus CD56. (F à I) comparação da porcentagem de NK, NK CD56

bright, 
NK 

CD56
dim

CD16
bright 

e NK CD56-CD16
bright

 entre os grupos controle, sepse e choque séptico. (J à M) 
comparação da porcentagem de NK, NK CD56

bright, 
NK CD56

dim
CD16

bright 
e NK CD56-CD16

bright
 entre os 

grupos controle e pacientes com quadro séptico (sepse + choque séptico). * p<0,05. **p<0,01. 
***p<0,001. ****p<0,      
Figura   . Análise da porcentagem de NK nos diferentes grupos experimentais no dia 0 

 

Em relação aos monócitos, foi possível analisar a população de 

monócitos clássicos, de monócitos intermediários e também de monócitos totais 

(Figura 14). A análise dos monócitos totais indica que existem diferenças estatísticas 

quando comparados os grupos controle e os pacientes com quadro séptico (Figura 

14E) e entre os grupos choque séptico e controle (Figura 14H), indicando que os 

pacientes com choque séptico possuem uma menor frequência desta população em 

seu sangue periférico. 

Quando analisadas as subpopulações, os monócitos intermediários 

não apresentaram diferença estatística em nenhuma comparação (Figuras   F e 1 I). 



   

 

Já os monócitos clássicos recapitularam as diferenças vistas na análise dos monócitos 

totais e, provavelmente, são os responsáveis pelas mesmas (Figuras   G e 1 J). 

 

 
(A) Gráfico representativo de gating para identificação dos monócitos, levando em consideração a 
expressão de CD3 versus CD19. (B) Gráfico representativo de gating levando em consideração a 
expressão de CD14 versus CD15. (C à D) Gráfico representativo de gating levando em consideração 
a expressão de CD16 versus CD14. (E à G) comparação da porcentagem dos monócitos, monócitos 
intermediários e monócitos clássicos entre os grupos controle, sepse e choque séptico. (H à J) 
comparação da porcentagem dos monócitos, monócitos intermediários e monócitos clássicos entre os 
grupos controle e pacientes com quadro séptico (sepse + choque séptico). * p<0, 5  
Figura   . Análise da porcentagem de monócitos nos diferentes grupos experimentais no dia 0 

 

 .  Quantificação das citocinas no D0 dos pacientes 

 

Para determinação do perfil de citocinas e quimiocinas produzidas 

por cada um dos grupos, resolvemos quantificar um painel extenso destas moléculas 

(20 no total), através da técnica de Luminex. O painel adquirido congrega citocinas e 

quimiocinas sabidamente envolvidas durante a resposta inflamatória. Inicialmente, 

foram comparados os perfis das amostras no primeiro dia de coleta, ou seja, no Dia 0. 
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A concentração plasmática de IL-4, IP-10 (CXCL 10), IL-8, MIP-1 beta, IL-1 alfa e E-

selectina estavam significativamente aumentadas nos grupos sepse e choque séptico 

se comparada aos controles saudáveis e aos controles internos da UTI (Figura  5). As 

demais citocinas não apresentaram diferenças claras entre os grupos e seus gráficos 

encontram-se compilados nas figuras suplementares   a  .  

 

 
Amostras de plasma foram obtidas de coletas de sangue periférico dos grupos: controle saudável, 
controle UTI, sepse e choque séptico e analisadas as citocinas usando um kit de Ensaio de Luminex. 
Cada ponto demonstrado no gráfico representa um indivíduo  e os dados foram representados em 
mediana e intervalo interquartil, aplicado o teste de Kruskal-Wallis e encontramos alterações 
significativas em 6 citocinas: IL-4 (A), IP-10 (CXCL 10) (B), IL-8 (C), MIP-1 beta (D), IL-1 alfa (E) e E-
selectina (F). Valores-p entre controles, pacientes com sepse e choque séptico no dia 0 são mostrados: 
* p˂ , 5, ** p˂0,01, *** p˂ ,   , **** p˂ ,      
Figura   . Análise das citocinas por Luminex das amostras dos pacientes no dia 0 

 

Além disso, como não houve diferenças entre os grupos controles e 

também entre o grupo sepse e choque séptico, fizemos uma segunda análise 

agrupando os controles em um mesmo grupo e as amostras de sepse e choque séptico 

em um segundo grupo. Nesta análise, a diferença entre as concentrações plasmáticas 

das mesmas citocinas apresentou um p ainda maior, sendo ˂ ,     (****) (Figura   ).  

 



5  

 

 
Amostras de plasma foram obtidas de coletas de sangue periférico, quantificadas com o kit Ensaio de 
Luminex e plotados em dois grupos: controle saudável e controle UTI versus sepse e choque séptico. 
Cada ponto demonstrado no gráfico representa um indivíduo  e os dados foram representados em 
mediana e intervalo interquartil, foi aplicado o teste de Mann-Whitney e encontramos alterações 
significativas em 6 citocinas: IL-4 (A), IP-10 (CXCL 10) (B), IL-8 (C), MIP-1 beta (D), IL-1 alfa (E) e E-
selectina (F) com valores-p˂ ,      ****  quando comparado entre os dois grupos com amostras obtidas 
no D0. 
Figura   . Análise das citocinas por Luminex das amostras dos pacientes com sepse e controle no dia 0 

 

 .  Quantificação das citocinas do D3 dos pacientes 

 

Na análise do Dia  , os pacientes diagnosticados com sepse e 

choque séptico e os pacientes controles internos da UTI que não haviam recebido alta 

foram submetidos a uma nova coleta de sangue periférico, tiveram uma nova 

quantificação de citocinas e quimiocinas realizadas pelo ensaio de Luminex. Como 

resultado, somente detectamos diferença significativa em duas moléculas, sendo elas 

IL-8 e a E-selectina. Enquanto a expressão da E-selectina seguiu o padrão encontrado 

no dia 0, ou seja, pacientes com qualquer quadro séptico possuem expressão 

aumentada em relação ao controle, a IL-8 no dia 3 foi a única molécula a ser 

diferencialmente expressa em choque séptico se comparada a sepse, sendo que não 

foi encontrada diferença entre os grupos sepse e controle (Figura   ).  
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Amostras de plasma foram obtidas de coletas de sangue periférico no dia 3 de internação dos grupos: 
controle UTI, sepse e choque séptico e analisadas as citocinas usando um kit de Ensaio de Luminex. 
Cada ponto demonstrado no gráfico representa um indivíduo e os dados foram representados em 
mediana e intervalo interquartil, aplicado o teste de Krsukal-Wallis encontramos alterações significativas 
em 2 citocinas: IL-8 (A) e E-selectina (B). Valores-p entre controles, pacientes com sepse e choque 
séptico no dia 3 são mostrados: * p˂ , 5, ** p˂ ,    
Figura   . Análise das citocinas por Luminex das amostras dos pacientes no dia 3 

 

Da mesma forma que foi feito na análise do D0, os pacientes foram 

agrupados em controles versus ―com quadro séptico‖ e comparados entre si. As 

citocinas que apresentaram diferença estatisticamente significativa foram: IL- , IP-10 

(CXCL 10), IL-  e IL-1 alfa com valor-p˂ , 5 (*) e E-selectina com valor-p˂ ,     (****) 

(Figura   ). Para as outras citocinas analisadas sem/baixo valor estatístico, todos os 

gráficos se encontram compilados nas figuras suplementares 5 a  . 
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Amostras de plasma foram obtidas de coletas de sangue periférico, quantificadas com o kit Ensaio de 
Luminex e plotados em dois grupos: controle UTI versus sepse (sepse e choque séptico). Cada ponto 
demonstrado no gráfico representa um indivíduo  e os dados foram representados em mediana e 
intervalo interquartil, foi aplicado o teste de Mann-Whitney e encontramos alterações significativas em 5 
citocinas: IL-4 (A), IP-10 (CXCL 10) (B), IL-8 (C) e, IL-1 alfa (D) com valores-p˂ , 5  *   e E-selectina (E) 
com valor-p˂0,0001 (****) quando comparado entre os dois grupos com amostras obtidas no D3. 
Figura   . Análise das citocinas por Luminex das amostras dos pacientes com sepse e controle no dia 3 

 

Como a única citocina a apresentar diferenças entre os grupos 

sepse e choque séptico no dia 3 foi a IL-8, investigamos se a mesma também estaria 

alterada no dia 7. Como pode ser visto no gráfico (Figura   ), apesar de uma tendência 

de aumento na expressão desta citocina no grupo choque séptico em comparação com 

o grupo sepse, não foi detectada diferença estatisticamente significativa (p<0,17, 

Mann-Whitney).  
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Amostras de plasma do dia 7 foram obtidas de 

aplicado o teste de Mann-Whitney, com p<0,    

Figura   . Análise das citocinas por Luminex das 
amostras dos pacientes com sepse e choque 
séptico no dia 7 

 

Na sequência, fizemos uma análise de agrupamento não enviesado, 

utilizando os valores das citocinas e quimiocinas medidos por Luminex nas amostras 

dos grupos controle UTI, sepse e choque séptico do dia 0. Esta análise tinha como 

objetivo saber se era possível obter um perfil de citocinas que diferenciassem os 

pacientes controles dos pacientes com quadro séptico e, mais importante, 

diferenciasse os pacientes com choque séptico dos pacientes com sepse.  

Com base nos níveis das citocinas, dois grandes subgrupos foram 

formados (Figura   ). O subgrupo do ―cluster‖ azul, com 18 pacientes no total, 

apresentou um perfil de expressão com menor nível geral de citocinas e é enriquecido 

de indivíduos controle: são 14 controles, dois pacientes com sepse e dois com choque 

séptico. Já o outro subgrupo, representado pela cor vermelha, apresentou um perfil 

com maior nível geral de citocinas e com 40 amostras no total. Destas amostras, 

somente cinco são de indivíduos controles e o restante é de pacientes com sepse      

ou com choque séptico     . Embora visualmente e numericamente fica a impressão 

de que os indivíduos controles e os com sepse podem ser agrupados pelo perfil de 

citocinas plasmáticas, não foi encontrado uma diferença estatisticamente significativa, 

com valor-p igual a  ,      . Além disso, infelizmente não foi possível observar 

separação obvia de pacientes com choque séptico dos com sepse pelo perfil de 

expressão de citocinas. 
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Amostras de plasma do dia 0 foram obtidas de coletas de sangue periférico, quantificadas com o kit 
Ensaio de Luminex e analisadas. No heatmap foram encontrados 2 subgrupos demonstrados no 
gráfico pela cor azul e vermelha. Foi aplicado o teste exato de Fisher, com p<0,678001. 
Figura   . Heatmap da expressão das citocinas obtidas das amostras dos grupos experimentais do 
dia 0 

 

 .  Análise da expressão gênica por qPCR 

 

Para investigar o papel da necroptose em pacientes com sepse e 

choque séptico, foi extraído o RNA das amostras de sangue periférico de todos os 

grupos experimentais, posteriormente realizado a conversão de RNA em cDNA e feito 
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o qPCR com os genes de interesse RIPK3 e MLKL. Para a normalização da expressão 

destes genes, utilizamos a média geométrica de GAPDH e β-actina.  

Como pode ser observado na figura 21A, não houve diferença 

estatisticamente significativa na expressão gênica de RIPK3 das amostras do dia 0 

quando comparamos o grupo com todos os pacientes com quadro séptico e o grupo 

controle. O mesmo pode ser observado quando os pacientes foram separados nos 

grupos sepse e choque séptico e comparados com o controle (Figura   B). Em relação 

à expressão de MLKL, também não há diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos experimentais (Figuras   C e   D). O mesmo acontece quando realizada a 

análise do dia de coleta 3, em ambos os casos RIPK3 e MLKL não apresentaram 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (Figura 

Suplementar  ). 

 

 
Análise do dia 0 da expressão gênica de RIPK3 (A) e expressão gênica de MLKL (C) 
agrupando os pacientes com sepse e choque séptico em um único grupo e comparando-os 
com os controles UTI. Análise do dia 0 da expressão gênica de RIPK3 (B) e expressão gênica 
de MLKL (D) comparando os grupos os grupos controle UTI, sepse e choque séptico. A 
expressão dos genes de interesse foi normalizada pela média geométrica da expressão dos 
genes de referência GAPDH e β-actina, também quantificados por qPCR. Não encontramos 
alterações significativas quando os grupos foram comparados. 
Figura   . Análise da expressão gênica por qPCR de RIPK3 e MLKL dos grupos experimentais 
no dia 0 
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 .  Western blot para RIPK3 e MLKL 

 

Além da quantificação dos transcritos de RIPK3 e MLKL, também 

realizamos a expressão proteica destas moléculas, a fim de entender se há variação 

das mesmas entre os grupos experimentais. Para tanto, foi feita a extração proteica de 

lisados de PBMC e foram utilizados os anticorpos anti-RIPK3, anti-MLKL e, para 

normalização, anti-GAPDH, como exemplificado na figura 22A.  

A análise da expressão proteica de RIPK3 das amostras do dia 0 

não mostrou diferenças estatísticas quando comparamos o grupo controle versus os 

pacientes com sepse e choque séptico agrupados (Figura 22B). Da mesma forma, não 

foi vista diferença de expressão quando os pacientes foram separados em grupos 

controle, sepse e choque séptico (Figura   D).  

Quando analisamos MLKL, foi observada uma diferença 

estatisticamente significante quando comparado o grupo controle versus os pacientes 

com choque séptico e também quando agrupados em quadro séptico (Figura   C). 

Esta diferença existe principalmente pela diminuição de expressão de MLKL no grupo 

choque séptico quando comparado com o grupo controle (Figura   E). Em ambas as 

situações é possível observar que pacientes com quadro séptico e pacientes com 

sepse apresentam menor expressão de MLKL comparados com o grupo controle. 
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Western blot para as proteínas de PBMC dos grupos controle, sepse e choque séptico (A). 
Análise da expressão proteica de RIPK3 (B) e MLKL (C) agrupando os pacientes com 
sepse e choque séptico em um único grupo e comparando-os com os controles UTI.  
Análise da expressão proteica de RIPK3 (D) e MLKL (E) comparando os grupos controle 
UTI, sepse e choque séptico. A expressão dos genes de interesse foi normalizada pela 
razão da expressão do gene de referência GAPDH, também quantificados por western 
blot. * p<0,05. **p<0,    
Figura   . Western blot de RIPK3 e MLKL dos grupos experimentais no dia 0 
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     ELISA de RIPK3 

 

A partir das amostras de plasma obtidas das coletas, decidimos 

utiliza-las para analisar a concentração de RIPK3 plasmático dos grupos experimentais 

no dia 0. Quando agrupados em controle (controle saudável e controle UTI) e sepse 

(sepse e choque séptico), foi encontrada diferenças estatisticamente significativas 

(Figura 23A). Também quando os grupos são separados, é possível observar 

diferenças entre os grupos de pacientes doentes dos grupos controles no dia 0 (Figura 

  B). 

 
Amostras de plasma foram obtidas de coletas de sangue periférico dos grupos: controle saudável, 
controle UTI, sepse e choque séptico e analisadas o RIPK3 circulante através dos dados obtidos pelo 
ensaio de ELISA. Cada ponto demonstrado no gráfico representa um indivíduo e os dados foram 
representados em mediana e intervalo interquartil e média e desvio padrão, aplicado o teste de ANOVA 
e Mann-Whitney e encontramos alterações significativas e valores-p correspondentes à *** p˂ ,    e 
**** p˂ ,      
Figura     Análise de RIPK3 circulante no plasma dos grupos experimentais no dia 0 

 

  



   

 

  DISCUSSÃO 

 

O estudo incluiu coletas de sangue periférico dos indivíduos que se 

deram início em fevereiro de 2018 a outubro de 2018, o N amostral inicialmente 

proposto foi de 80 pacientes, o que corresponde a 20 pacientes de cada grupo: 

controle saudável, controle interno UTI (sem infecção), sepse e choque séptico. Dado 

ao rigoroso controle e a excelente abordagem terapêutica para os pacientes internados 

na UTI do Hospital Israelita Albert Einstein, o recrutamento dos pacientes foi bastante 

cuidadoso e meticuloso para que se respeitasse os critérios estabelecidos na 

categorização dos grupos experimentais. Ao final deste período, foi possível recrutar 

100% do total de indivíduos previstos inicialmente, número que foi estabelecido por 

conveniência, como já abordado anteriormente. Os números totais dos seguimentos 

não foram atingidos por situações que já haviam sido previstas no desenvolvimento do 

projeto, e foi decorrente da alta hospitalar, dificuldade e restrição de acesso venoso, 

desistência de permanência no projeto e óbito. Curiosamente, nenhum dos pacientes 

evoluiu de quadro entre controle UTI, sepse e choque séptico. Sendo assim, não foi 

preciso fazer a alocação dos mesmos para um grupo diferente do original. 

As características clínicas e demográficas dos pacientes 

apresentaram algumas diferenças importantes. Por exemplo, existe uma diferença 

marcante de idade entre os indivíduos saudáveis e os grupos de sepse, choque séptico 

e controle UTI. Isto ocorreu devido à uma dificuldade inicial de recrutamento dos 

pacientes. Sendo assim, decidimos antecipar a inclusão dos indivíduos saudáveis, o 

que impediu um melhor pareamento (Tabela  ). Em retrospectiva, deveríamos ter 

antecipado que nossos grupos experimentais iriam ser compostos de pessoas com 

mais idade, pelo perfil da população que utiliza os serviços da UTI da Instituição e fazer 

uma busca por esta população mais idosa para formação do grupo de controles 

saudáveis. De qualquer forma, o grupo saudável foi utilizado somente como validação 

do grupo interno da UTI, que serviu como grupo controle primário.  

Outro ponto importante é a diferença dos sítios primários de 

infecção. Enquanto que nos pacientes com sepse a infecção é mais frequente no 

pulmão, nos casos de choque séptico há uma maior prevalência das infecções 

abdominais. Esta heterogeneidade pode ser um fator importante, pois diferentes 

microrganismos podem induzir mecanismos de resposta diversos, aumentando risco de 

viés de análise. Ainda sobre os patógenos, é interessante notar que mesmo nesta 



   

 

coorte reduzida, houve uma maior frequência de infecção pela Escherichia coli e 

Klebsiella pneumoniae, o que está em acordo com o que é reportado na literatura.      

Como era de se esperar, dado que os sítios de infecção (bem como o agente 

infeccioso) eram diferentes entre os grupos experimentais (Tabela 5), também foi 

encontrada discrepância na antibioticoterapia utilizada (p  ,       

Em conjunto com a ressuscitação fluídica adequada, a utilização da 

antibioticoterapia é determinante para uma melhor taxa de sobrevida dos pacientes 

com sepse e choque séptico, e isso é definido perante os tipos de microrganismos 

infecciosos identificados nos exames laboratoriais de amostras advindas dos pacientes 

e o perfil de sensibilidade à terapia antimicrobiana. Estes fatores são dependentes do 

diagnóstico rápido de qual microrganismo é o efetor da infecção, e além disso um dos 

fatores que contribui para a escolha e a dosagem do antibiótico é a presença da 

disfunção orgânica.   ,    Especialmente em pacientes gravemente doentes o uso 

simultâneo de muitos agentes farmacológicos pode afetar significativamente a 

farmacocinética e farmacodinâmica da terapia antimicrobiana, o que pode ser 

catastrófico para pacientes sépticos em estado crítico, pois pode aumentar de forma 

considerável a mortalidade e a morbidade dos mesmos. É, portanto, importante 

salientar a baixíssima incidência de óbito (Tabela 6), mesmo no grupo choque séptico, 

o que indica bom uso da antibioticoterapia e um excelente manejo destes pacientes na 

Instituição. Estes resultados, comparados com os índices médios encontrados no Brasil 

(37,5% em instituições privadas e 55% em instituições públicas) são fortes indicativos 

de que há uma oportunidade enorme para uma redução acentuada de óbitos 

decorrentes da sepse utilizando-se somente tratamentos já existentes. Por outro lado, 

por não existir uma quantidade maior de óbitos, não foi possível utilizar este parâmetro 

como variável de desfecho, o que prejudicou algumas de nossas análises que visavam 

comparar os níveis de citocinas e de expressão de RIPK3 e MLKL entre os pacientes 

sobreviventes e os que vieram a óbito. 

Diversos parâmetros importantes estão bastante equilibrados entre 

os grupos experimentais (sepse e choque séptico), tais como a idade, gênero, índice 

de massa corporal, tipo de admissão e comorbidades, além de quantidade de 

cristaloides e fluidos infundidos, o que facilita a análise das variáveis explicativas. Além 

disso, é importante ressaltar que este estudo tem como características principais ser 

prospectivo, piloto e um gerador de hipóteses. Estudos futuros para validação dos 



   

 

achados deste projeto deverão obrigatoriamente ser realizados com grupos bem 

maiores e mais pareados.  

A partir dos hemogramas, pudemos fazer diversas análises sobre a 

composição da série branca nos diferentes grupos analisados. Um dos parâmetros do 

diagnóstico clínico para um paciente com algum tipo de inflamação e/ou infecção é a 

realizado pela contagem dos leucócitos que apresentam alterações, exibindo 

resultados com números dos leucócitos totais maior que 12.000/mm  ou menor que 

4.000/mm .      Apesar de encontrarmos pacientes com sepse que apresentam estas 

alterações, também foram encontrados pacientes no grupo controle com as mesmas 

características. E quando analisamos o número dos leucócitos totais entre os grupos 

controle, sepse e choque séptico, seja no dia 0, 3 ou 7 não foi encontrada diferença 

estatística (Figura  ). É possível perceber visualmente uma tendência de diminuição 

dos leucócitos totais nos pacientes com quadro séptico no dia 0, mas que, talvez pelo 

baixo n ou pelas condições específicas do grupo de pacientes estudados, não nos 

permite ter confiança estatística para afirmar que existe diferença entre os grupos. 

Por outro lado, a redução da porcentagem e concentração dos 

linfócitos observada nos grupos experimentais (Figura  ), são concordantes com 

artigos já publicados, que relatam uma diminuição desta população em pacientes com 

quadro séptico utilizando parâmetros de diagnóstico de sepsis- .  5   Da mesma forma, 

foi possível observar um aumento da porcentagem de neutrófilos em pacientes com 

quadro séptico. Este desbalanço de neutrófilos em pacientes sépticos podem estar 

associados a mecanismos de maior resistência a morte celular desta população,      o 

que pode contribuir para a alteração do perfil de liberação de citocinas, trazendo como 

consequência um quadro mais inflamatório ao paciente. 

Para avaliar a gravidade da enfermidade causada pela sepse, 

inicialmente tentamos avaliar as concentrações de PCR e procalcitonina, mas não 

conseguimos coletar dados suficientes de procalcitonina, por motivo de opções de 

conduta médica durante o pedido e solicitação dos exames laboratoriais. Seguimos a 

análise com os dados de PCR, e observamos na figura   a relação positiva dos 

pacientes com quadro séptico quando comparados com o grupo controle. Apesar do 

número reduzido de coletas da PCR, nosso resultado confirma o que já foi mostrado 

anteriormente.      Outro fato importante é que, mesmo com a diferença na gravidade 

da doença, não encontramos alterações significativas no PCR quando comparado os 

grupos de sepse versus choque séptico. 



   

 

Os resultados obtidos por citometria trouxeram dados novos e 

importantes, que podem auxiliar no diagnóstico dos pacientes sépticos, caso estes 

achados sejam validados em estudos com coortes maiores.  

Os linfócitos B desempenham papéis imunorreguladores importantes 

durante a fase inicial da doença tais como células apresentadoras de antígenos e 

também como células produtoras de citocinas.   5  Foi mostrado em um estudo que 

utilizou o critério de diagnóstico sepsis-1, que desde a admissão, dia 3, dia 7, dia 14 e 

dia 28 o número absoluto de células CD19+ no sangue periférico foi significativamente 

menor em pacientes com choque séptico quando comparados com doadores 

saudáveis.    ,   ) Além disso, foi demonstrado que os linfócitos B tem função 

importante na produção de IL-  , auxiliando na inibição das citocinas pró-inflamatórias 

e diminuindo as respostas inflamatórias que ocorre durante o processo séptico.      Em 

nosso estudo não observamos diferenças estatisticamente significativas nas 

populações de linfócitos B entre os grupos experimentais. Isso pode estar diretamente 

correlacionado com o fato da IL-10 não ter apresentado diferença estatística em 

nossos resultados, o que será discutido posteriormente. Outro fato importante, é que é 

possível ver alguns pacientes outliers com níveis elevados de CD19+ no gráfico 10-B. 

Curiosamente, todos são do sexo feminino, e no grupo do choque séptico, todos 

possuem infecção abdominal (dados não mostrados). Não é possível afirmar que há 

correlação de fato entre estas características e os números elevados de linfócitos B, 

mas talvez seja uma possibilidade a ser analisada em estudos com coortes maiores. 

Os resultados apresentados na figura 11 mostram que os linfócitos 

CD3+, seja CD4+ ou CD8+, não apresentaram diferenças estatisticamente significantes 

entre os grupos, em termos de porcentagem. Este dado está conflitante com o que foi 

encontrado através do hemograma nos mesmos pacientes, que mostram uma queda 

no número de linfócitos em pacientes com sepse. Uma das possíveis explicações é 

que o hemograma não diferencia linfócitos T, B e células NKT, mas ainda temos 

dificuldade em conciliar estes dados. De qualquer forma, estudos prévios mostram uma 

menor quantidade de linfócitos CD3+ em pacientes sépticos quando comparados com 

o grupo controle,    , 5 ,     o que parece estar mais alinhado com os resultados 

encontrados neste projeto através do hemograma. 

Células NKT são células que possuem características de células NK 

e linfócitos T,      apresentando marcadores presentes em ambas as populações. Sua 

principal subpopulação expressa um TCR Vα  i semi-invariante, que é responsável 



   

 

pelo reconhecimento dos lipídios e glicolipídios apresentados por CD1d. Apesar de 

possuírem TCR, sua participação durante uma resposta imune se assemelha mais às 

células NK, já que respondem prontamente ao estímulo, liberando quantidades 

importantes de citocinas que são relevantes para a modulação e a polarização da 

resposta adaptativa posterior.      Dependendo do contexto e do estímulo, as células 

NKT podem assumir perfis de liberação de citocinas bastante distintos, secretando 

tanto IFN-gama, TNF como IL- .    ,     Pouco, ou nada, se sabe sobre o envolvimento 

das células NKT no estabelecimento, gravidade ou progressão do quadro séptico em 

humanos. Foram encontradas até o momento evidências que as NKTs possam estar 

envolvidas em processos semelhantes advém de um estudo que correlaciona o 

aumento da proporção das células NKT CD4+ em pacientes com trauma quando 

comparados com os indivíduos saudáveis      e que não há diferença estatística 

significante entre as células NKTs circulantes no sangue periférico de pacientes com 

sepse grave comparados com o grupo controle nas primeiras 24 horas de 

internação.      Em nosso estudo, detectamos uma alteração na porcentagem de 

células NKT, principalmente NKT CD4+ em pacientes com sepse (Figuras 12F e 12I). 

O aumento da proporção destas células talvez possa ser utilizado não somente como 

um marcador celular de um quadro séptico, mas também como apontar para um 

possível mecanismo presente na fisiopatologia desta doença. Entendemos que uma 

análise mais aprofundada sobre esta população deva ser alvo de futuros estudos em 

sepse. 

Outro possível relevante resultado em nosso estudo é em relação à 

células NK (Figura 13), que reforçam os  estudos anteriores que mostram uma redução 

desta população    5,     e vai contra outros que mostram porcentagens aumentadas de 

células NK em pacientes sépticos, relacionando este  aumento com a mortalidade dos 

pacientes.    ,     Por outro lado, em pacientes com sepse grave, de acordo com o 

critério de sepsis- , infectados por bactérias Gram-negativas, foi relatado um aumento 

de NK em porcentagem das células sanguíneas assim como uma melhora na 

sobrevida dos pacientes.      Além disso, foi mostrado que as células NK eram maiores 

em pacientes com sepse de origem infeciosa por bactérias Gram positivas do que entre 

pacientes com sepse por infecção de bactérias Gram-negativas, o que poderia explicar 

esta discrepância entre os estudos.      Em geral, no nosso estudo, as células NK 

foram importantes diferenciadores do perfil séptico, em específico as NK 
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CD56+DIMCD16+bright que apresentou p<0,001 entre controle versus choque séptico e 

p<0,05 entre sepse versus choque séptico.  

Em relação à população de monócitos (Figura    , foram detectadas 

diferenças entre os grupos controle versus choque séptico, sendo que esta diferença é 

explicada principalmente pela subpopulação de monócitos clássicos, já que não houve 

valor estatístico significativo com os monócitos intermediários. Não foi encontrada 

diferença entre os grupos choque séptico e sepse, nem entre sepse e controle, apesar 

de visualmente notarmos uma tendência, talvez pelo baixo número amostral. 

Interessantemente, estes resultados estão em parcial concordância com um estudo 

anterior, que mostrou que em quadro de sepse com inflamação aguda, os monócitos 

não clássicos e intermediários aumentam em porcentagem e há uma menor 

porcentagem dos monócitos clássicos.      

As citocinas são caracterizadas por uma classe funcional de 

pequenos mediadores proteicos com baixo peso molecular (aproximadamente <40 

kDa), que são liberados para promover a ativação e diferenciação da resposta 

imune.      A interação de antígenos bacterianos e a ativação da resposta imune 

desencadeiam uma liberação inicial de citocinas e quimiocinas durante a infecção, 

auxiliando a depuração de patógenos invasores através de uma ativação subsequente 

da resposta imune inata e/ou adaptativa.   ,     Normalmente, no início da infecção há 

uma produção aumentada de citocinas pró-inflamatórias, como fator de necrose 

tumoral (TNF-α) e interleucina-  (IL- ), IL-1, IL-2, IL-8 e IFN-γ.      Curiosamente, a 

única citocina que nossos pacientes com sepse e choque séptico apresentaram no dia 

0 (primeiras 24 horas), de forma coincidente às citocinas acima citadas foi a IL-

 α.    ,  5  

A IL-1 tem duas formas pró-inflamatórias principais, IL- α e IL- β, 

que são centrais para as respostas do hospedeiro frente à infecção.    -     A pro-IL- β 

é uma citocina inflamatória que é canonicamente clivada e, portanto, ativada pela 

caspase- , sendo assim relacionada à presença de caspases ativas, formação de 

inflamassoma (canônico ou não-canônico) e frequentemente morte celular por 

piroptose.    , 5 ,     Como já mencionado anteriormente, IL- β não apresentou 

diferença significativa entre os grupos do nosso estudo, embora já tenha sido 

associada a uma reposta pró-inflamatória exacerbada e sepse em outros 

trabalhos.    ,     Por outro lado, a IL- α não requer clivagem por caspases para ser 

ativada, pois já é produzida em sua forma ativa, sendo sua regulação a nível 



   

 

transcripcional e/ou traducional      Curiosamente, a necroptose, em modelos 

experimentais, mostrou ser um tipo de morte capaz de liberar IL- α sem a liberação de 

IL- β,      diferentemente da piroptose, onde há uma produção de ambas citocinas.      

Em nosso estudo, a IL- α está aumentada nos grupos de pacientes com sepse e 

choque séptico, seja no dia 0 ou no dia 3, o que poderia indicar que este tipo de morte 

celular pode estar acontecendo em nossos pacientes durante estes dias. 

Como mostrado na quantificação das citocinas por Luminex, nas 

figuras  5 e 1 , IL-4 foi uma das citocinas que se mostraram aumentadas de forma 

significativa nos pacientes com sepse e choque séptico no dia 0 quando comparados 

aos indivíduos controle. A IL-4 é uma citocina anti-inflamatória conhecida por ter 

funções imunorreguladoras, participando na regulação da proliferação e diferenciação 

de diversos tipos de celulares: células T ativadas, mastócitos, eosinófilos e 

basófilos.      Para ilustrar a sua participação na resposta imune, ela é importante para 

maturação e aumento da imunogenicidade das células T CD4+,    -     promovendo sua 

diferenciação para um perfil Th2.      Além disso, a IL-  influi na secreção de citocinas 

anti-inflamatórias causando a diminuição de citocinas pró-inflamatórias derivadas de 

mastócitos.      Em sepse, um estudo relatou que os níveis plasmáticos de IL-4 em 

pacientes sépticos no dia da admissão quando quantificados não diferiram entre 

sobreviventes e não sobreviventes.      Como houve um único paciente que foi a óbito 

em nosso estudo, não foi possível fazer este mesmo tipo de análise Porém, sabendo-

se que o quadro de sepse também pode induzir a produção de citocinas anti-

inflamatórias (que podem inclusive levar a um quadro de imunossupressão expressivo 

nestes pacientes) não é totalmente inesperado que tal citocina esteja aumentada 

nestes pacientes em comparação com os controles. O aumento de IL-4 pode, portanto, 

estar contribuindo para uma resposta de homeostase do organismo, que se encontra 

extremamente inflamado. Diversos estudos mostram a relação positiva de IL-  e a 

imunossupressão em pacientes com choque séptico.    ,     Interessante, porém, é o 

fato que esta citocina em nossa coorte já está elevada desde o início do diagnóstico, 

mesmo em pacientes menos graves (sem choque), o que sugere que os mecanismos 

de contrabalanço entram em ação em um momento mais precoce do que se pensava. 

Em relação à necroptose, há relatos que a infecção hepática induz necroptose de 

células de Kupffer, que  estimulam os hepatócitos a liberarem IL-33 e, assim, 

aumentarem a produção de IL-  em basófilos.      



   

 

A lesão tecidual associada a infecções bacterianas é resultante, em 

parte, da infiltração de leucócitos recrutados por mediadores locais para o local da 

infecção, sendo que um grupo de mediadores importantes neste recrutamento são as 

quimiocinas. São caracterizadas por pequenas moléculas quimiotáticas, que são 

capazes de atrair e ativar os leucócitos nos tecidos durante a resposta inflamatória      

A quimiocina chamada de proteína inflamatória de macrófagos- β (MIP- β  têm papel 

potencialmente importante no desenvolvimento de respostas inflamatórias durante a 

infecção por meio do recrutamento de células mononucleares para locais de 

inflamação, modulando a produção de citocinas e mediando sinais encontrados na 

SIRS, como a febre.    ,  5  Sua expressão é advinda das células hematopoiéticas e 

fibroblastos, sendo induzida por endotoxina, IL-1 e TNF-α. As respostas inflamatórias 

desencadeadas pela MIP- β atraem células T auxiliares do fenótipo naïve 

(CD45RA).      Além de modular as respostas inflamatórias das citocinas e o tráfego 

celular, as moléculas de MIP- β têm papel importante nas doenças infecciosas. O 

receptor celular para MIP- β, CCR5, demonstrou ser um co-receptor obrigatório para a 

entrada do vírus da imunodeficiência humana (HIV) em macrófagos.    ,     Em um 

estudo que foram analisadas 17 citocinas em 30 pacientes com sepse, foi observada 

uma associação positiva entre SOFA e MIP- β no dia 1 de diagnóstico e, nos primeiros 

três dias, os níveis de MIP- β estavam elevados.      Fato importante é que essa 

quimiocina se mostrou relevante durante a avaliação em nossos pacientes no dia 0 

(Figura  5), o que parece corroborar os dados já publicados, reforçando a possibilidade 

de que MIP- β possa ser utilizada como um biomarcador durante a fisiopatologia da 

sepse. 

Como abordado anteriormente, a fisiopatologia da sepse está 

associada ao recrutamento de leucócitos da corrente sanguínea para o espaço extra 

vascular, sendo necessário para um melhor manejo de uma resposta inflamatória à 

lesão ou infecção.   ,     Estudos mostraram que várias citocinas, quimiocinas e 

moléculas de adesão são essenciais para esse processo.      Uma das fases iniciais da 

cascata de adesão, chamada de rolamento leucocitário, é mediada por membros da 

família da selectina: L-selectina, P-selectina, E-selectina e adesão pela molécula de 

adesão intercelular-1 (ICAM-  .      A E-selectina tem sua expressão fortemente 

regulada positivamente pelas citocinas inflamatórias TNF-α e IL- β   A E-selectina é 

considerada a mais importante selectina para o tráfego celular em locais de inflamação 

em humanos, sua atividade retarda o rolamento de leucócitos para velocidades mais 



   

 

baixas favorecendo a subsequente adesão de leucócitos, desempenhando um papel 

significativo na fisiopatologia do paciente séptico.      Interessante enfatizar que a E-

selectina pode ser encontrada em níveis baixos, de forma basal, mesmo na ausência 

de processos inflamatórios.      Isto vai ao encontro de que nossos pacientes controles 

tanto internos da UTI quanto saudáveis mostrarem a expressão de tal molécula. Já os 

pacientes que apresentam bacteremia mostram valores elevados.      assim como os 

indivíduos com quadro séptico em nosso estudo (Figura 15). Vale ressaltar que entre 

os principais membros da família da selectina somente E-selectina foi encontrada 

aumentada de forma estatisticamente significativa nas amostras dos pacientes com 

sepse e choque séptico nos diferentes dias de coleta (L-selectina não foi incluída em 

nossa análise).  

Outro fato importante é que as quimiocinas podem ser 

subclassificadas em quatro grupos principais, através do número e espaçamento de 

cisteínas conservadas, sendo elas: CXC, CC, C e CX3C. A IL-8 pertence à família das 

quimiocinas Cisteína X Cisteína (CXC), que tem a sequência de ácidos Glutâmico-

Leucina-Arginina (ELR), é um dos principais mediadores da resposta inflamatória tendo 

com sua principal função a indução de quimiotaxia em suas células-alvo, 

especialmente os neutrófilos.      Portanto, esta citocina é descrita na literatura como 

fator quimiotático de neutrófilos. Sua relevância no quadro séptico vem sendo indicado 

como o fator mais preditivo para a morte desses pacientes. Em um destes estudos, 

além de altos níveis de IL- , foi observada uma associação positiva significativa entre 

os níveis de MCP-1 e MIP- β nos primeiros três dias da sepse.      Vale, portanto, 

pontuar, que apesar de não termos condições de medir a associação da IL-8 com risco 

de óbito em nossa coorte, esta quimiocina foi a única molécula investigada que 

apresentou diferença de expressão entre os grupos sepse e choque séptico no dia 03, 

apontando para sua correlação com a gravidade da doença (Figura   ). Não foi 

observada diferença entre os pacientes nestes dois grupos no Dia 07, apesar de 

conseguirmos enxergar um discreto (e não estatisticamente significativo) aumento no 

grupo choque séptico. Esta falta de significância estatística pode ser resultado da 

inexistência de diferença entre os dois grupos ou um número amostral reduzido 

(somente    amostras, divididas entre os grupos). 

A quimiocina CXCL-  , ou também conhecida como IP-10, é 

produzida durante períodos de infecção e inflamação em resposta a interferons tipo I e 

tipo II.   5,     O CXCL10 ativa o CXCR3, que é um receptor de quimiocinas acoplado a 



   

 

proteína G, um relevante regulador do tráfico de linfócitos T natural killer (NKT) e T 

helper (Th1) que podem ser encontradas em PBMC.      Recentemente, foi proposto 

um papel para a ativação do CXCR3 na patogênese da sepse grave.    ,     Em 

comparação com camundongos do tipo selvagem, camundongos deficientes em 

CXCR3 apresentam menor produção sistêmica de citocinas, atenuando a disfunção 

fisiológica e melhoram a sobrevida durante a sepse grave causada por ligadura e 

punção do ceco (CLP).      Em modelos murinos altas concentrações de CXCL10 estão 

presentes no líquido de lavagem peritoneal e plasma durante choque séptico induzido 

por CLP e se correlaciona com o desenvolvimento de disfunção fisiológica e 

mortalidade.      O mesmo é encontrado em pacientes humanos, quando altos níveis 

de concentrações plasmáticas é correlacionada com a sepse e o choque séptico, tanto 

em adultos como em recém-nascidos.    ,     Os resultados CXCL10 e IL-8 de nossos 

pacientes reforçam a ideia existente que os mesmos podem ser biomarcadores uteis 

na fisiopatologia da sepse humana e, talvez, possíveis alvos de intervenção 

terapêutica. 

Na tentativa de conseguir utilizar o perfil de secreção de citocinas de 

forma global, e não somente analisando-as individualmente, realizamos uma análise de 

agrupamento não enviesado utilizando a expressão de todas as citocinas. Como 

mostra a figura 20, o grupo de pacientes se separa do grupo de pacientes controle, 

mas as análises estatísticas não nos permitem afirmar com confiança que é possível 

usar esta análise para segregar os indivíduos nestes dois grupos. Acreditamos que 

com um maior número amostral seria possível encontrar diferença significativa entre os 

dois grupos, já que a segregação entre os mesmos é visualmente bastante clara. Por 

outro lado, não identificamos perfis diferenciais entre os pacientes com sepse e com 

choque séptico, o que é demonstrado pela falta de agrupamento em dois clusters 

distintos. 

Em modelos murinos, a importância das moléculas de RIPK3 e 

MLKL (portanto, provavelmente a via de necroptose) na gravidade e letalidade do 

quadro séptico já foi fartamente documentada.  5 ,   ,     Além disso, já foi demonstrado 

que a inflamação excessiva contribui para a depuração bacteriana de S. aureus 

defeituosa exibida por camundongos deficientes na expressão de MLKL (MLKL-/-).(   ) 

Neste estudo, foi observado que depois do dia 5 de infecção, os camundongos MLKL-/- 

tinham significativamente mais neutrófilos, macrófagos e células T γδ recrutadas que 

camundongos selvagens no local da infecção. Além disso, no dia seguinte à infecção, 



   

 

camundongos MLKL-/- apresentaram significativa expressão da citocina IP-10 / CXCL10 

derivadas de células T. 

Baseado nestes resultados, tornou-se imperativo o estudo da 

relevância da via de necroptose na sepse e no choque séptico em humanos. Sendo 

assim, este trabalho teve como um dos seus focos principais a avaliação dos níveis de 

RIPK3 e MLKL nas células do sangue periférico de pacientes com esta enfermidade.  

Os dados que avaliam a expressão de RIPK3 e MLKL, tanto por 

western blot (Figura     quanto por qPCR (Figura    , nos mostraram resultados contra 

intuitivos se comparado com o que já foi publicado anteriormente. Como já abordado 

anteriormente na seção de introdução, existem poucas evidências que foram 

publicadas durante o período deste projeto, que avaliaram em pacientes sépticos a 

relação de RIPK3 e MLKL com sepse.    -     Curiosamente todos eles utilizaram a 

técnica de ELISA para os estudos. Para o critério de diagnóstico somente um estudo 

utilizou o sepsis-       mas, indiferentemente da forma escolhida para o critério de 

diagnóstico, o resultado encontrado foi o mesmo. Todos apresentaram uma relação 

positiva de níveis mais altos de RIPK3 ou MLKL em pacientes com o quadro séptico, 

sendo que estes níveis se correlacionam fortemente com prognóstico, gravidade e 

mortalidade dos pacientes.    -     

Também fizemos o mesmo experimento utilizando o kit de ELISA 

para detectar RIPK3 plasmático e, de fato, em pacientes sépticos há uma maior 

concentração de RIPK3 comparado aos grupos controles (Figura 23). 

Apesar de muito interessante, a dosagem de RIPK3 e MLKL foi feita 

no plasma dos grupos experimentais e não diretamente nas células. Como a proteína 

RIPK3 e MLKL não são normalmente secretadas, colocamos a prova e com o intuito de 

validar estes achados, quantificando RIPK3 e MLKL diretamente na fração celular. 

Quando analisamos os dados gerados por qPCR de RIPK3 nos 

surpreendeu o fato de que não havia associação significativa de maior expressão nos 

pacientes sépticos quando comparados com os pacientes controles (Figura   B). Os 

mesmos resultados foram observados quando analisamos o qPCR de MLKL (Figura 

  D). O que nos chamou a atenção foi observar que no gráfico podemos observar 

alguns outliers nos resultados de RIPK3 nos pacientes sépticos. Estes outliers que 

apresentaram maior expressão de RIPK3, quando foram identificados individualmente, 

todos tiveram o mesmo tipo de infecção, que foi a pneumonia.  De forma semelhante, 

os outliers que podem ser visualizados nos pacientes sépticos no gráfico de expressão 



   

 

proteica por western blot de MLKL (Figura 22E), também apresentaram pneumonia, o 

que sugere que possa ser um subgrupo interessante de avaliar em novos estudos. 

Exceto esta variável não foi possível rastrear outra característica em comum para estes 

outliers. 

Para os dados do western blot, tivemos uma grande dificuldade de 

validar e padronizar um anticorpo anti-RIPK3 para usar em nossos experimentos, fato 

que pode ter interferido de forma considerável em nossos resultados. Não observamos 

diferença estatística significativa entre os grupos experimentais com o gene RIPK3, 

corroborando os dados encontrados por qPCR. Por outro lado, MLKL apresentou 

diferença estatisticamente significante quando comparado o grupo controle versus os 

pacientes sépticos. Diferença esta que existe principalmente pela diminuição de 

expressão de MLKL. Esses dados sugerem que em nossa coorte, de alguma forma 

ainda não compreensível, a necroptose pode estar sendo modulada e até mesmo 

inibida nos pacientes sépticos quando comparado com os pacientes controles. 

Uma das possibilidades aventadas seria que em pacientes com 

sepse ou choque séptico, as células mais sensíveis a este tipo de morte celular (com 

maior expressão destas moléculas) morrem. Neste caso, as células com baixa 

expressão seriam mais prevalentes nos pacientes com quadro séptico do que nos 

indivíduos controle. Isto também poderia explicar porque nos artigos já publicados seria 

possível ver um aumento de RIPK3 e MLKL plasmático.  

Outra possibilidade é que a diferença estatística encontrada não se 

sustente em coortes maiores. Seria forçoso, portanto, concluir que, ao olhar para o 

conjunto total de células, o aumento ou diminuição de RIPK3 e MLKL seja 

experimentalmente imperceptível e que a averiguação dos níveis de ativação destas 

moléculas seja mais importante do que seus níveis de expressão. Infelizmente, ao 

testar os anticorpos contra as versões fosforiladas destas moléculas não obtivemos 

sucesso em sua visualização, talvez pelos níveis diminutos destas moléculas ativas 

seja pela baixa qualidade do anticorpo. 

Por fim, vale a pena ressaltar que ainda resta provar que a via de 

necroptose realmente está ativa em pacientes com sepse ou choque séptico. Mesmo 

os artigos que mostram um aumento de RIPK3 e MLKL circulantes não respondem 

diretamente esta questão, já que a liberação destas moléculas pode ocorrer por 

diferentes tipos de morte celular necróticas. 



   

 

Sendo assim, a relevância desta via para a progressão e gravidade 

de sepse ainda é incerta em seres humanos, apesar de evidências fortes em modelos 

animais sugerirem o mesmo. Há, portanto, ainda a necessidade de estudos mais 

aprofundados para entender a real relação da necroptose e a sepse em humanos.  

  



   

 

  CONCLUSÕES 

 

   Não foi possível identificar uma relação clara entre os níveis de 

MLKL e ou RIPK3 e a presença ou não de sepse, apesar de um indicativo que MLKL 

pode estar reduzido em pacientes com quadro séptico em relação ao grupo controle; 

   Em nossa coorte, os níveis de expressão de RIPK3 ou MLKL não 

são preditivos do grau de gravidade da doença (sepse versus choque séptico); 

3. Como houve somente um óbito de paciente durante o tempo do 

projeto, não foi possível fazer as análises entre os níveis de RIPK3 e MLKL e este 

desfecho clínico; 

 . Foram encontradas diferenças nas concentrações plasmáticas de 

IL-4, IP-10 (CXCL 10), IL-8, MIP-1 beta, IL-1 alfa e E-selectina entre os grupos sepse e 

choque séptico e os grupos controles saudáveis e controles internos da UTI; 

   A análise por imunofenotipagem indicou que as porcentagens de 

células NKT, células NK e monócitos tem o potencial de serem utilizados como 

biomarcadores de sepse e/ou choque séptico. 

 

 

  



   

 

  ANEXOS 

 

Anexo  . Formulários eletrônicos Research Electronic Data Capture (REDCap®) 
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Anexo  . Treinamento e otimização de protocolo 

 

Avaliação de viabilidade e número de células: PBMC, buffy coat e granulócitos 

 

Em relação à otimização, havia a necessidade de se calcular o 

tempo de cada passo do processamento, a quantidade máxima de amostras a serem 

processadas simultaneamente, o rendimento de células de cada subpopulação por mL 

de sangue e sua viabilidade, bem como testar possíveis modificações nos protocolos, 

adequando o fluxograma proposto. Para tanto, coletamos e processamos sangue 

periférico de 20 indivíduos voluntários e saudáveis. Os dados destas amostras-testes 

(AT) em relação à quantidade obtida de cada subpopulação bem como a viabilidade 

das mesmas estão compilados na figura  . Vale ressaltar que a variabilidade inter-

amostral do número de células dos indivíduos e a viabilidade destas populações estão 

dentro do que é normalmente observado logo após o processamento de amostras de 

sangue periférico.  

É possível notar que as populações de PBMC e buffy coat da 

amostra AT#1 não estão representadas por erro no processamento. A separação de 

granulócitos começou a ter resultados satisfatórios do processamento a partir da AT#4. 

Não foi feita a coleta do tubo de EDTA da amostra AT#11 e, portanto, não foi possível 

obter a população de buffy coat. Na mesma amostra, foi possível coletar a população 

de granulócitos por conta do teste realizado no tubo Sepmate (ver abaixo). Houve um 

erro no processamento da amostra AT#16, que inviabilizou seu uso para a obtenção do 

buffy coat. 



    

 

 
(A) Número de células e porcentagem (%) das amostras testes (AT) de PBMC, buffy coat e 
granulócitos submetidas a contagem pós-processamento sanguíneo (B). Mediana da viabilidade 
celular de PBMC (95%), buffy coat (92%) e granulócitos (92,5%) pós processamento. 
Figura  . Número de células e viabilidade das amostras testes (AT)  

 

Uma das tentativas de otimização da técnica de separação de 

PBMC e granulócitos foi diminuir ao máximo os passos de lise das hemácias. Isto seria 

possível através do uso de um tubo com características especificas para este fim 

chamado SepMate (Stemcell). A primeira separação utilizando esta técnica teve forte 

impacto negativo no número de células recuperadas (10 vezes menos do que a média), 

como pode ser visto na figura   na amostra designada de AT#11. Além disso, 

percebemos que não é possível fazer a recuperação dos granulócitos, pois o 

sedimento celular abaixo desta barreira física é impossível de se acessar. A figura   

exemplifica este problema, mostrando à esquerda o tubo SepMate (Stemcell) com as 

diferentes fases antes da coleta da ―nuvem‖ de PBMC e à direita, após coleta do 

PBMC, com as células (granulócitos) presas na parte inferior do tubo.  

 . 



    

 

 
À esquerda, é possível observar a separação de 
casa fase. À direita, o protocolo usando um tubo 
com barreira física, fica visível o sequestro do 
precipitado de hemácias e granulócitos em 
região do tubo inacessível, o que impede a 
utilização destes. 
Figura  . Protocolo de separação de PBMC 
utilizando o tubo SepMate 

 

O processamento das amostras de buffy coat, passou por 

adaptações, sendo que o primeiro protocolo testado consistia na centrifugação a 1000g 

da amostra de sangue coletada em tubo com EDTA K3, sendo que a nuvem de células 

formada logo acima do sedimento de hemácias era retirada com uma pipeta Pasteur de 

3mL e transferida para um tubo Falcon de 15mL. A etapa de hemólise consistia em lise 

com tampão ACK por 5 minutos com volume até o preenchimento do tubo e posterior 

lavagem com PBS. Neste primeiro protocolo testado, foi preciso realizar a repetição da 

etapa de lise 4 a 5 vezes até que se obtivesse o precipitado esbranquiçado. Foi 

observado que o tempo, quantidade do reagente e quantidade de vezes repetidas para 

realizar a lise de hemácias foi prejudicial para a amostra, o que resultou em uma 

viabilidade baixa da mesma, apresentando 83% de células viáveis (AT#2 – Figura  A). 

O protocolo foi então alterado: a rotação de centrifugação passou 

para 400g; foram utilizados somente 6mL do reagente ACK por 3 minutos em cada 

ciclo de lise, com lavagem com PBS até o preenchimento do tubo. Além disso, a 

centrifugação da amostra foi feita a 4°C e se adicionou o cuidado de se manter as 

amostras em gelo durante toda a manipulação. Esta diferença de protocolo permitiu 

que a quantidade de ciclos de lise fosse diminuída para duas ou três vezes, 

dependendo da amostra. Sendo assim, a viabilidade ficou em média 9 % (Figura  B). 

A separação de granulócitos foi incluída no protocolo a partir da 

amostra AT#2, após discussões internas que resultaram na adição desta população 



    

 

como objeto de estudo do projeto. O material utilizado foi o precipitado da primeira 

centrifugação do sangue em tubos com ACD-A (após a separação do PBMC). 

Inicialmente, testamos o protocolo de lise de hemácias com ACK e lavagem com PBS 

inicialmente utilizado para as amostras de buffy coat, usando um tubo Falcon de 50mL. 

O resultado ficou aquém do esperado; o precipitado formado após as centrifugações 

claramente apresentava problemas, muito pequeno e com vários grumos, o que 

inclusive impediu sua contagem adequada, mas que evidenciou uma perda quase 

absoluta de viabilidade celular (AT#2). O mesmo protocolo foi tentado novamente para 

a amostra AT#3, porém com o uso de tubo falcon de 15mL. Novamente o mesmo 

padrão foi observado, com o precipitado muito reduzido e com muitos grumos 

celulares. 

O protocolo foi alterado, com as mesmas modificações feitas para a 

otimização de separação de buffy coat, sendo elas: tempo de lise para 3 minutos, 

quantidade do reagente ACK para 6mL, manutenção das amostras em gelo durante 

todo o processo, centrifugação dos granulócitos para 400g e temperatura para 4°C. 

Seguindo este protocolo, não foram mais observados grumos nas amostras e foi 

possível contar o número de células e sua viabilidade, que ficaram similares às 

encontradas para as amostras de PBMC. 

A partir da amostra AT#13, fizemos uma nova alteração no protocolo 

em razão de um teste feito neste meio tempo. Percebemos que após o 

descongelamento desta população criopreservada por pelo menos uma semana, havia 

uma perda considerável de viabilidade (como exemplo a AT#10 apresentou queda de 

93% para 41%). Sendo assim, ao protocolo foi adicionada uma etapa prévia aos ciclos 

de hemólise, que consiste na incubação na proporção de 1:1 com Dextran 6% em tubo 

Falcon de 50mL, seguido de repouso na estufa à 37° por    minutos. Após este 

período, foi possível ver a separação do sobrenadante mais claro, contendo os 

granulócitos, das hemácias sedimentadas. O sobrenadante é então transferido para um 

novo tubo Falcon de 15mL, prosseguindo com as fases de hemólise e lavagem, que 

puderam ser reduzidas em pelo menos um ciclo (dependendo da amostra, dois ciclos). 

Inicialmente, a viabilidade das amostras foi menor se comparado com o protocolo 

anterior, mas com o treinamento e otimização do método a quantidade de células foi 

maior (AT#13 – 20) e a viabilidade ficou na média de 92,5% (Figura  B). Em termos de 

viabilidade pós-congelamento, observamos uma melhora significativa. Como exemplo, 



  5 

 

a amostra AT#17 teve queda de viabilidade de 94% para 83% e a amostra AT#18 de 

84% para 69%. 

 

Validação da técnica de extração proteica via análise por western blot 

 

Para validarmos que a extração de proteínas estava sendo feita de 

modo correto e também para se determinar quanto de proteína seria ideal para ser 

utilizada nas análises de western blot, fizemos a titulação utilizando o lisado proteico de 

PBMC da amostra AT#10 aplicando nos géis quantidades crescentes entre 10 e 30ug 

de proteína total. As moléculas escolhidas para esta análise foram o RIPK1 e a β-

actina, por representarem uma proteína da via de necroptose e uma molécula 

considerada housekeeping (sem grandes variações de expressão), respectivamente. 

Como pode ser observado na figura  A, houve a detecção das bandas específicas e de 

tamanho esperado. 

Para nos certificar que a menor quantidade de proteínas utilizadas 

no experimento anterior também seria detectada com um reagente menos potente, 

feito de forma caseira, fizemos uma nova análise, utilizando extratos proteicos das 

amostras de PBMC AT#10, AT#12 e AT#16 com 10µg de proteína por poço (Figura 

 B). A marcação foi feita com anti-β-actina e revelada com o ECL caseiro, e foram 

encontradas as bandas do tamanho esperado em todas as amostras. 

 
(A) Proteínas extraídas das amostras AT#10 de PBMC, marcada 
com anticorpos anti-RIP1 e anti-β-actina em quantidades de 
proteínas de 10 µg, 15 µg, 20 µg, 25 µg e 30 µg. (B) Proteínas 
extraídas com RIPA das amostras AT#10, AT#12 e AT#16 de 
PBMC foram quantificadas e analisadas por western blot com 
marcação do anticorpo anti-β-actina e reveladas com ECL caseiro. 
Figura  .  Western blot de amostras de PBMC marcadas com 
RIPK1 e β-actina 

 



    

 

Expressão de RIPK3 e MLKL em linhagens de HT-29 e HeLA 

 

Como controle positivo para as marcações das proteínas de 

interesse nos experimentos de western blot, a primeira ideia foi utilizar extratos 

proteicos advindos de uma linhagem celular que sabidamente expresse RIPK3 e 

MLKL. A primeira linhagem celular testada foi HT-29, por ser uma linhagem celular 

sensível à indução de necroptose, sendo inclusive utilizada nos datasheets dos 

anticorpos para RIPK3 e MLKL como controle positivo. Sendo assim, o extrato proteico 

e HT-29 foi analisado via western blot conjuntamente com as amostras de PBMC AT#9 

e AT#10. Inicialmente, porém, não tivemos resultados satisfatórios para a marcação 

com RIPK3, já que o anticorpo utilizado não resultou em nenhuma banda, nem mesmo 

banda inespecífica (dados não mostrados). Já em relação a MLKL, foi possível 

observar em todas as amostras bandas de tamanho esperado e de intensidades 

expressivas, principalmente nas amostras de PBMC. GAPDH foi utilizada como 

proteína housekeeping, e indica que não houve grandes variações na quantidade 

proteica total aplicada no gel (Figura  ). Testamos também amostras advindas de 

células HeLa, que não apresentaram boa marcação para nenhum dos anticorpos de 

interesse (dados não mostrados). 

 

 
Proteínas extraídas com RIPA das amostras 
HT-29, AT#9 e AT#10 de PBMC foram 
quantificadas e analisadas por western blot 
com marcação dos anticorpos MLKL e 
GAPDH e reveladas com ECL. 
Figura  . Western blot de amostras de 
PBMC e HT-29 marcadas com MLKL e 
GAPDH 

 

Posteriormente, com a aquisição de um outro anticorpo anti-RIPK3, 

novas quantificações proteicas foram realizadas para diferentes células (AT#7, AT#16 

e HT-29), sendo as mesmas analisadas por western blot em diferentes concentrações 

para testar a sensibilidade e a especificidade deste novo clone (Figura 5). Assim como 



    

 

o experimento anterior o GAPDH foi utilizado como proteína housekeeping. Felizmente, 

foi possível observar em todas as amostras testadas a marcação para RIPK3, de forma 

concentração-dependente, indicando que o problema era o anticorpo anteriormente 

utilizado. Portanto, após a otimização das marcações para RIPK3, MLKL e RIPK1, foi 

possível seguir adiante em nossos experimentos, podendo utilizar como controle 

positivo para os três genes tanto a célula HT-29 como um lisado proteico de PBMC de 

uma Amostra Teste. 

 

 
Proteínas extraídas com RIPA das amostras AT#7 e AT#16 de PBMC, e HT-29, foram 
quantificadas e analisadas por western blot com marcação dos anticorpos anti-RIPK3 e 
anti-GAPDH e reveladas com ECL. 
Figura  . Western blot de amostras de PBMC e HT-29 marcadas com RIPK3 e GAPDH  

 

Validação da pureza das subpopulações por analise por citometria 
 

Para avaliação de pureza e viabilidade das subpopulações, tanto 

logo após a separação (à fresco) como após um período de congelamento, decidimos 

usar citometria de fluxo nas amostras de PBMC e granulócitos, usando como base de 

comparação as amostras de buffy coat. Utilizamos a amostra AT#17 após 

congelamento e a amostras AT#20 à fresco advindo do mesmo paciente (Figura  ). 

Para quantificação de viabilidade celular foi utilizado o marcador nuclear fluorescente 

iodeto de propídeo. Os marcadores utilizados para a identificação das principais 

subpopulações foram CD66b, CD3 e CD14. A análise foi iniciada pela exclusão dos 

debris e dos agregados celulares pelos parâmetros de tamanho (FSC) e granulosidade 

(SSC) e pela área versus altura do parâmetro SSC, respectivamente. A seguir, as 

populações foram delimitadas utilizando os marcadores específicos de cada 

subpopulação: linfócitos (definidos por CD3+, CD14-, CD66b-), monócitos (CD14+CD3-

CD66-) e granulócitos (CD66b+CD3-CD14-). Na figura suplementar 1 está a análise de 

exclusão de debris, agregados celulares e a análise da viabilidade celular.  

 
 



    

 

 

(A) Análise por citometria de fluxo da amostra de buffy coat AT#17 descongelada e amostra de buffy 
coat AT#20 à fresco. Os gráficos à esquerda são de CD3.APC versus CD14.APC-Cy7, com gates 
para visualização das populações de linfócitos e monócitos. Os gráficos à direita são CD14.APC-Cy7 
versus CD66b.FITC, para visualização do gate de granulócitos. (B) amostra de PBMC AT#17 
descongelada e amostra de PBMC AT#20 à fresco. Os gráficos à esquerda são de CD3.APC versus 
CD14.APC-Cy7, com gates para visualização das populações de linfócitos e monócitos. Os gráficos à 
direita são CD14.APC-Cy7 versus CD66b.FITC, para visualização do gate de granulócitos. (C) 
amostra de granulócitos AT#17 descongelada e amostra de granulócitos AT#20 à fresco. Os gráficos 
à esquerda são de CD3.APC versus CD14.APC-Cy7, com gates para visualização das populações de 
linfócitos e monócitos. Os gráficos à direita são CD14.APC-Cy7 versus CD66b.FITC, para 
visualização do gate de granulócitos. 
Figura  . Análise por citometria de fluxo da amostra de buffy coat, PBMC e granulócitos 

 

Validação do protocolo com FACS Lysing Solution 

 

Ainda numa tentativa de diminuir o tempo de processamento das 

amostras e, com isso, facilitar a análise das subpopulações por citometria de fluxo, nos 

foi sugerido o uso um protocolo de análise de citometria que exclui os passos de 

hemólise e lavagem da amostra,      utilizando diretamente sangue total do tubo de 



    

 

EDTA K3. Neste protocolo, o sangue total é tratado com FACS Lysing Solution (BD 

Biosciences) e diretamente incubando com os anticorpos anti-CD3, anti-CD14 e anti-

CD66b e após o período de incubação é adicionado PI (Figura  ). Apesar do protocolo 

ser rápido, fácil, resultando em poucos grumos celulares e com marcação para os 

anticorpos bastante intensa, ele acaba por permeabilizar quase 100% da amostra, o 

que impede a verificação da viabilidade celular por incorporação de iodeto de propídeo. 

 

 
Amostra AT#19 a fresco submetida a protocolo alternativo de marcação para citometria de fluxo. Foram 
utilizados 100µL de sangue total coletado em tubo com EDTA K3, com FACS Lysing Solution (BD). No 
gráfico superior esquerdo é apresentado o perfil de tamanho e granulosidade celular. No gráfico 
superior direito é apresentado o gate para exclusão de agregados celulares. Por fim, no gráfico inferior 
são apresentados os gates de viabilidade celular, baseados na intensidade de incorporação de iodeto 
de propídeo (PI). 
Figura  . Análise de citometria de fluxo com sangue total - protocolo FACS Lysing Solution- 
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Abstract 

 

Introduction: Sepsis is considered a serious condition and this disease is 

characterized by a generalized infection that causes an acute systemic inflammatory 

response, and lead to death in approximately 30% of cases. Despite the recent findings, 

the mechanisms involved in the initiation and progression of sepsis have not yet been 

fully elucidated, making the treatment a challenging. One of characteristics of this 

disease is the massive death of cells of immune system. Necroptosis, a recently 

discovered cell death pathway, has high inflammatory potential and is already 

associated with several inflammatory and infectious diseases. In animal model of 

sepsis, mice deficient in components of the necroptosis pathway or treated with 

pharmacological inhibitors against this pathway presented lower mortality as well as 

fewer and less intense organic dysfunctions, indicating that necroptosis contributes to 

the deleterious effects of this condition. Purpose: To investigate whether there is an 

increase in the expression levels of necroptotic molecules in peripheral blood cells of 

patients with sepsis/septic shock compared with patients from control group without 

infection and who were hospitalized in the ICU. We also analyzed if the intensity of the 

activation of this cell death pathway correlates with different groups or with the severity 

of the disease, and investigated changes in the immune cellular component of the 

peripheral blood of these patients as well as the expression of cytokines and 

chemokines. Methods: We collected peripheral blood samples from 80 patients who 

were divided into the following different experimental groups: healthy control, ICU 

control, sepsis, septic shock and Luminex analysis, flow cytometry, qPCR and western 

blot. Results: Of the sample, plasmatic RIPK3, cytokines and chemokines with IL-4, IP-

10 (CXCL 10), IL-8, MIP-1 beta, IL-1 alpha and E-selectin presented differential 

expression with p ˂        values compared with sepsis and non-sepsis groups. 

Differences in the percentages of monocytes, NK and NKT cells were observed using 

the flow cytometry within different experimental groups, raising the possibility of using 

these immune populations as biomarkers for segregating the groups. Opposed to the 

initial hypothesis, in this cohort study the transcriptional levels of RIPK3 and MLKL did 

not vary significantly among the groups. Interestingly, there was only a slight reduction 

in MLKL protein levels in septic patients than in the control group, which does not point 

out to an increased sensitivity of PBMC from septic patients towards necroptosis. 



 

 

Conclusion: In this pilot study, differences in circulating RIPK3, plasma cytokine and 

chemokine expression and percentages of immune cell subpopulations in peripheral 

blood were identified between sepsis patients and the control group. However, contrary 

to expectations, we did not observe significant changes in RIPK3 and MLKL intracellular 

levels. 

 

Keywords:  RIPK3; MLKL; Necroptose; Sepsis; Septic shock 

 

 

 

  



 

 

Apêndices 

 

Apêndice    Compilação de todas as amostras de PBMC, buffy coat e granulócitos 

incluídas no projeto preconizando o número de células e a viabilidade celular 
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Apêndice 2. Figuras suplementares de citometria de fluxo, expressão de citocinas e 

expressão gênica 

 
Figura suplementar 1. Definição de gates de exclusão de debris (SSC-A versus FSC-A) e doublets 
(SSC-H versus SSC-A ou FSC-H versus FSC-A) das diferentes subpopulações, através de citometria 
de fluxo. As amostras de buffy coat (A), PBMC (B) e granulócitos (C) utilizadas foram a AT#17 
(descongeladas) e AT#20 (a fresco) 
 

 
Figura suplementar 2. Amostras de plasma foram obtidas de coletas de sangue periférico dos 
grupos: controle UTI, sepse e choque séptico e analisadas as citocinas usando um kit de Ensaio de 
Luminex. Cada ponto demonstrado no gráfico representa um indivíduo e os dados foram 
representados em mediana e intervalo interquartil, aplicado o teste de Krsukal-Wallis e encontramos 
alterações significativas nas citocinas: IL-12p70 e IL-13. Valores-p entre controles saudáveis, 
controles UTI e pacientes com sepse no dia   são mostrados  * p˂ , 5 e ** p˂ ,   



 

 

 

 
Figura suplementar 3. Amostras de plasma foram obtidas de coletas de sangue periférico dos grupos: 
controle UTI, sepse e choque séptico e analisadas as citocinas usando um kit de Ensaio de Luminex. 
Cada ponto demonstrado no gráfico representa um indivíduo e os dados foram representados em 
mediana e intervalo interquartil, aplicado o teste de Krsukal-Wallis e encontramos alterações 
significativas nas citocinas: IL-17A, GM-CSF e MCP-1. Valores-p entre controles saudáveis, controles 
UTI, pacientes com sepse e pacientes com choque séptico no dia   são mostrados  * p ˂  , 5 e ** 
p˂ ,   

 

 
Figura suplementar 4. Amostras de plasma foram obtidas de coletas de sangue 
periférico dos grupos: controle UTI, sepse e choque séptico e analisadas as 
citocinas usando um kit de Ensaio de Luminex. Cada ponto demonstrado no gráfico 
representa um indivíduo e os dados foram representados em mediana e intervalo 
interquartil, aplicado o teste de Krsukal-Wallis e não encontramos alterações 
significativas nas citocinas no dia 0 



 

 

 
Figura suplementar 5. Amostras de plasma foram obtidas de coletas de sangue periférico dos grupos: 
controle UTI, sepse e choque séptico e analisadas as citocinas usando um kit de Ensaio de Luminex. 
Cada ponto demonstrado no gráfico representa um indivíduo e os dados foram representados em 
mediana e intervalo interquartil, aplicado o teste de Kruskal-Wallis e não encontramos alterações 
significativas nas citocinas no dia 3 

 

 
Figura suplementar 6. Amostras de plasma foram obtidas de coletas de sangue periférico dos grupos: 
controle UTI, sepse e choque séptico e analisadas as citocinas usando um kit de Ensaio de Luminex. 
Cada ponto demonstrado no gráfico representa um indivíduo e os dados foram representados em 
mediana e intervalo interquartil, aplicado o teste de Krsukal-Wallis e não encontramos alterações 
significativas nas citocinas no dia 3 



 

 

 
Figura suplementar 7. Amostras de plasma foram obtidas de coletas de sangue periférico dos grupos: 
controle UTI, sepse e choque séptico e analisadas as citocinas usando um kit de Ensaio de Luminex. 
Cada ponto demonstrado no gráfico representa um indivíduo e os dados foram representados em 
mediana e intervalo interquartil, aplicado o teste de Krsukal-Wallis e não encontramos alterações 
significativas nas citocinas no dia 3 

 

 
Análise do dia 3 da expressão gênica de RIPK3 (A) e expressão gênica de MLKL (B) comparando os 
grupos os grupos controle UTI, sepse e choque séptico. A expressão dos genes de interesse foi 
normalizada pela média geométrica da expressão dos genes de referência GAPDH e β-actina, também 
quantificados por qPCR. Não encontramos alterações significativas quando os grupos foram 
comparados. 
Figura suplementar  . Análise da expressão gênica por qPCR de RIPK3 e MLKL dos grupos 
experimentais no dia 3 
 


