David Pablo da Cunha Jolvino

AVALIACAO DA VIA DE NECROPTOSE EM PACIENTES COM
SEPSE E SUA CORRELACAO COM A GRAVIDADE E
PARAMETROS CLINICOS DESTA ENFERMIDADE

Dissertacdo apresentada a Faculdade
Israelita de Ciéncias da Saude Albert
Einstein para obtencédo do Titulo de Mestre

em Ciéncias da Saude.

Sao Paulo
2019



David Pablo da Cunha Jolvino

AVALIACAO DA VIA DE NECROPTOSE EM PACIENTES COM
SEPSE E SUA CORRELACAO COM A GRAVIDADE E
PARAMETROS CLINICOS DESTA ENFERMIDADE

Dissertacdo apresentada a Faculdade
Israelita de Ciéncias da Saude Albert
Einstein para obtencédo do Titulo de Mestre

em Ciéncias da Saude.

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Weinlich
Coorientador: Prof. Dr. Ary Serpa Neto

Sao Paulo
2019



J75a

Jolvino, David Pablo da Cunha

Avaliacdo da via de necroptose em pacientes com sepse e sua
correlacdo com a gravidade e parametros clinicos desta
enfermidade / David Pablo da Cunha Jolvino. -- Séo Paulo, 2019.

xv, 125 f.

Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade Israelita de Ciéncias da Saude
Albert Einstein. Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein.
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias da Saude.

Titulo em inglés: Assessment of the necroptotic pathway in septic
patients and it's correlation with disease severity and patient’s clinical
parameters.

1. RIPK3. 2. MLKL. 3. Necroptose. 4. Sepse 5. Choque séptico.

NLM — OZ 180

Elaborada pelo Sistema Einstein Integrado de Bibliotecas




FACULDADE ISRAELITA DE CIENCIAS DA SAUDE ALBERT EINSTEIN

Coordenador do Curso de Pés-Graduagéao: Prof. Dr. Luiz Vicente Rizzo



David Pablo da Cunha Jolvino

AVALIACAO DA VIA DE NECROPTOSE EM PACIENTES COM
SEPSE E SUA CORRELACAO COM A GRAVIDADE E
PARAMETROS CLINICOS DESTA ENFERMIDADE

Presidente da banca: Dr. Ricardo Weinlich

BANCA EXAMINADORA

Membros titulares:

Profa. Dra. Luciana Cavalheiro Marti

Profa. Dra. Raquel de Melo Alves Paiva
Profa. Dra. Caroline Serrano Do Nascimento

Membros suplentes:

Profa. Dra. Patricia Severino

Prof. Dr. Fabiano Pinheiro da Silva

Aprovada em: 03/09/2019.



Agradecimentos

A presente dissertacdo de mestrado ndo poderia ser finalizada sem
0 enorme reconhecimento do apoio de varias pessoas. Em primeiro lugar, sempre
agradecerei ao Pai Celestial pela a vida e por essa incrivel oportunidade, que é
impossivel utilizar palavras que possam descrever esse sentimento.

Quero agradecer ao meu orientador Ricardo Weinlich, por todo o
suporte, confianca, empenho e orientacdo em todos os sentidos, especialmente na arte
em superar e vencer os desafios. Muito obrigado por sempre que necessario ter me
corrigido sem jamais me desmotivar. Embora o proposito do mestrado, de uma forma
objetiva, € para o crescimento profissional, vocé foi capaz de me ensinar diversas
coisas, como ser de fato um profissional mais bem qualificado e preparado, e de uma
forma admiravel me mostrou por incontaveis vezes como ser uma pessoa melhor. Sou
muito grato por vocé ser um exemplo para mim. Além da experiéncia do mestrado,
essa bagagem adquirida eu sempre levarei comigo. Obrigado por tudo!

Desejo agradecer de todo meu coracdo as pessoas que estiveram
comigo nessa jornada, ao meu coorientador Ary Serpa Neto e toda a equipe de
médicos e enfermagem no auxilio de recrutamento e coleta de amostras dos pacientes,
aos voluntarios que aceitaram doar “o sangue” literalmente para este projeto

Em especial também quero agradecer a Bruna Bizzarro Coli, Larissa
Cardoso Zanetti, Cléia Costa, Leticia Hummel, Caroline Mitika, Laudicéia Almeida,
Fernanda Mansur, Isadora Oliveira, Ana Eduarda Zulim de Carvalho, Bruna Mariana, e
aos meus colegas de grupo, cujo apoio e amizade estiveram presentes em todos o0s
momentos. Agradeco aos funcionarios do Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert
Einstein e todos os envolvidos no programa de pos-graduacdo que contribuiram para
minha formacdo. Quero agradecer a minha familia, amigos, e principalmente ao
Wellington Gazzola, pelo companheirismo e apoio incondicional, que todos juntos me
proporcionaram forga para vencer mais uma etapa tdo importante na minha vida.

Agradeco a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o
Paulo (FAPESP) e a Coordenacéao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pelo apoio financeiro para realizagcao deste estudo, habilitado como processo
n°® 2016/18110-5

Obrigado a todos!



“Néo é preciso ter olhos abertos para ver o sol, nem é preciso ter ouvidos afiados para

ouvir o trovao. Para ser vitorioso vocé precisa ver o que ndo esta visivel.”

(Sun Tzu — A arte da guerra)

Vi


https://www.pensador.com/autor/sun_tzu/

Sumario

o = (o [T o [ 41T 0] (01 RSP v
S 2= W0 Lo o U] = TSP IX
LiSta de taDEIAS ... e eaaee Xi
Lista de @DreVIAtUIAS ..........uuuiiiiiieiceee et e e e e e e e e eeeanes Xii
RESUMO ... Xiv
LINTRODUGAOD ..ottt ettt ettt st et et e et et e e e e tssteenaesaeenaesteaneas 1
1.1 EPidemiologia A SEPSE.....ccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieie ettt ettt 1
1.2 Fisiopatologia e definiGOES A SEPSE.......cuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 2
1.3 Inflamacdo € MOrte CEIUIAr ............oiii i e 6
G TNt Y o o] o (0 1P 8
R (] o (o 1 = PP PPPPPPPPPPPP 11
1.3.3 NECIOPLOSE ...ttt ettt e e e e ettt e r e e e e e e e e e e s e e e e e e e eennnns 12
1.4 MOITE CEIUIAT © SEPSE ..uuniii ettt e et e e e e e e e e e et e e e e e eaeeaeanes 14
RSO o1 T=3 11701 U EPPPRRPRRN 18
2 METODOS ...ttt ettt e st s et et e et s e et ene et ne et e enens 19
2.1 ASPECTIOS BLICOS ....eveeiiieiieee ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e s st e et e e e e e e e e s aannnbbeneeeeaaeeeeaanns 19
2.2 Planejamento dO €StUAO ...........uiiii i e 19
RSN ©0] 121 = Wo [0 F= To [0 IS S IR= T a1 1] = L 20
2.4 Coleta e armazenamento de dados CliNICOS ........couviiiiiiiiiiiiiiiiiee e 21
2.5 ANAIISE EStALISHICA. ... uuuuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiii e aaaaaeaeasanaasssnnannnannnnnnnnnnnnns 21
2.6 Processamento das amostras de SANQUE..........ccovivvvivviieiieeeeeeeeeeriee e e e e e eeeeeanaans 22
2.6.1 Separacédo das células mononucleares do sangue pPeriférico..........ccccvvvrvrrrnnnnnns 23

2.6.2 Separacdo do plasma e das células polimorfonucleares do sangue periférico ....24

2.7 WESEEIM DIOT ..ot e e e e e e 25
2.8 Preparacgéo do reagente quimioluminescente caseiro para western blot ................ 26
2.9 Quantificagc&o de citocinas por ensaio de LUMINEX.............uuueiiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiininiennns 26
2.10 Andlise de viabilidade de congelamento das amostras para citometria ................ 27
2.11 Estratégias de analise de células por citometria de fluxo ............ccccvvvviiiiiiiiiinnnnns 28
2.12 Expresséo de RIPK3 @ MLKL POr gPCR ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiniieineeieeenninees 29
213 ELISA O RIPKS .ot e e e e e e e e e e e eens 30
2.14 Cinética de MOIE CEIUIAN ........uuieiiiiiiiiiiiiiiiiiii e nannnnnnne 30

2.15 Treinamento e otimizac&o dos protocolos para obtencéo e analise das células. ..31

Vii



S RESULTADOS ...ttt e et e e e e e 32

3.1 Dados demograficos dos grupos eXperimentaiS...........cccuuurrrerreeeeenniiiiiiiieeeeeee e 32
3.2 Coleta das amostras d0OS PACIENTES............uuiiiiieeiiiiieiiee e e e 37
3.3 Analise da proteina C-rEatIVA ..........ccceiieriiiiiiiii e 39
3.4 Hemograma dos grupos eXPEeriMENTAIS ..........uuuuuuuuurniiiiiiiiiiiiiiiiniiiieenenneeeeeeeeeeeeeeaee 39
3.5 Analise das populag@es celulares por citometria de fluXo ...........cccccvvviviiiiiiiiiinnnnnns 43
3.6 Quantificacdo das citocinas N0 DO dOS PaCIENLES .........ccevvieeiriiiiiiiiiiie e, 49
3.7 Quantificacdo das citocinas do D3 d0S pacCieNtes .........ccceveeeeriiviiiiiiiiiieeeee e, 51
3.8 Analise da expressdo génica Por GPCR .........uuiiiiiiiiiiiiee e 55
3.9 Western blot para RIPK3 € MLKL.........ocouuuiiiiiiiccccceeeiee e 57
S A0 ELISA e RIPKS ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e eaaa e eeeens 59
A DISCUSSAD ...ttt ettt s et a et nen e e 60
5 CONCLUSOES ..ottt ettt 73
B ANEXOS. ..ottt e e e e e e e e e e e —r et e e e e e e a b —rraaaaeaaaans 74
7 REFERENCIAS ..ottt ettt ettt 110
Abstract

Apéndices

viii



Lista de figuras

Figura 1. Diagrama simplificado das trés principais vias de morte ..........ccccccvvveveeeeenenn. 10
Figura 2. Fluxograma da coleta de sangue periférico doS grupos ............uceeeeieeeeereennnns 21
Figura 3. Delineamento do fluxo de amosStras ..........c.coooevvvveviiiiiii e 25
Figura 4. Relagdo do nimero e da porcentagem das coletas realizada no projeto ...... 38

Figura 5. Representacdo da média de numero de células e viabilidade pos

processamentos de tod0S 0S PACIENTES .......coovvvvviiiiii i e e e e e eeaaens 38
Figura 6. Andlise da proteina C reativa do dia O............ccoovvmmiiiiiiiii i, 39
Figura 7. Analise dos leucOcitos dos dias: 0, 3 € 7 ..ccevevveeieeiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 40
Figura 8. Hemograma dos linfécitos totais no sangue do dia O de coleta..................... 41
Figura 9. Andlise dos neutrofilos do dia O.........ooovvviiiiiiiiiiiiece e 42

Figura 10. Analise da porcentagem de linfécitos B nos diferentes grupos experimentais

L0 T o 1= T SRR 44
Figura 11. Andlise da porcentagem de linfécitos T nos diferentes grupos experimentais
[T I 1= O PP 45
Figura 12. Andlise da porcentagem de NKT nos diferentes grupos experimentais no dia
0 ettt e et ————eeeee e e e e e a——————eeaeeeeeaaiaa————aeataeeeeaaaa——rraraeaaeaaaaans 46
Figura 13. Analise da porcentagem de NK nos diferentes grupos experimentais no dia
PRSP PPERRRR 48
Figura 14. Andlise da porcentagem de mondcitos nos diferentes grupos experimentais
L0 T o 1= N SRR 49

Figura 15. Analise das citocinas por Luminex das amostras dos pacientes no dia 0 ...50
Figura 16. Andlise das citocinas por Luminex das amostras dos pacientes com sepse e
(odo] gl ge] (=38 aTo TN o = TN 0 NPT 51
Figura 17. Analise das citocinas por Luminex das amostras dos pacientes no dia 3 ...52
Figura 18. Andlise das citocinas por Luminex das amostras dos pacientes com sepse e
(oo a1 1o ] (=N o To TN o 7= N 20U 53
Figura 19. Andlise das citocinas por Luminex das amostras dos pacientes com sepse e
(o] pToTo [UTCEST=T 1 oXo N g o TN o L= A 54
Figura 20. Heatmap da expressao das citocinas obtidas das amostras dos grupos

experimentais dO TIA O .......cooiiiiiiiie e e 55



Figura 21. Analise da expressdo génica por qPCR de RIPK3 e MLKL dos grupos
EXPErMENTAIS NO AIA O ...uuiiiiiiiiiiiiiiiiie bbb 56
Figura 22. Western blot de RIPK3 e MLKL dos grupos experimentais no dia O ........... 58



Lista de tabelas

Tabela 1. Escala de avaliacdo sequencial de disfuncdo organica (Sequential Organ
Failure ASSESSIMENT SCOME).....iiiiiiiiieiiiiiie e ettt e e e e e e et e e e e e e e e eeeetta e e eeeeeeeeenes 6

Tabela 2. Painel de anticorpos para diferenciacdo das principais populacdes celulares

...................................................................................................................................... 29
Tabela 3. Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para os ensaios de qPCR......... 29
Tabela 4. Caracteristicas demograficas dos grupos experimentais............cccccceeeeeennnn. 33
Tabela 5. Tabela demografica dos pacientes com sepse e choque séptico ................. 35
Tabela 6. Desfecho clinico dos grupos experimentais COm SEPSEe.........cccvvvveeeeeeeeeennns 36
Tabela 7. Caracteristicas do tipo de INfECGAD .........uuviiiiieiiiiiiiiiiiiieee e 36

Tabela 8. Estratégia de andlise para diferenciacdo das principais populacdes celulares

Xi



Al
APAF-1
ASC

ATP
BAD
BAK
BAX
Bcl-2
Bcl-xL
BID
BIM
CARS

cFLIP
clAP
CIvVD
DAI
DAMP

DMSO
ELISA

FADD
FasL
IAPs
LPS
MARS

Mcl-1
MLKL

Lista de abreviaturas

Protein Al (BCL2-related protein Al)

Apoptotic protease activating factor 1

Adaptor protein apoptosis-associated speck-like protein containing a
caspase activation and recruitment domain

adenosina trifosfato

Bcl-2-associated death promoter

Bcl-2 homologous antagonist/killer

BCL2 associated X protein

B-cell lymphoma 2

B-cell ymphoma-extra large

BH3 interacting-domain death agonist

Bcl-2-like protein 11

Sindrome da resposta anti-inflamatoria sistémica (Compensatory anti-
inflammatory response syndrome)

CASP8 and FADD-like apoptosis regulator

Cellular inhibitor of apoptosis

Coagulacao intravascular disseminada

DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors

Padrbes moleculares associados a lesdo (damage-associated molecular
patterns)

Dimetilsulfoxido

Ensaio imunoadsorvente ligado a enzima (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay)

Fas-associated protein with death domain

Fas ligante (Fas ligand)

Inhibitor of apoptosis proteins

Lipopolissacarideos

Sindrome da resposta antagonista mista (Mixed antagonist response
syndrome)

Myeloid cell leukemia 1

Mixed lineage kinase domain-like pseudokinase

Xii



Nlirc4
NLRP3
NOXA
PAM
PAMP

PaO,/FIO;
PBMC
PUMA
RHIM
RIG-I
RIPK1
RIPK3
ROS

SIRS

SNC
SOFA
STING
SvcO2
TNF
TNFR1
TNFRSF
TRADD
TRAF
TRAIL
TRPM
TRPM7
UTI

NLR family, CARD domain containing 4

NLR family pyrin domain containing 3
Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1

Presséo arterial média

Padrées moleculares associados a patdégenos (Pathogen-associated
molecular pattern)

Presséao parcial de oxigénio

Células mononucleares do sangue periférico

p53 upregulated modulator of apoptosis

Homotypic interaction motif

Retinoic-acid-inducible protein 1

Receptor-interacting serine/threonine-protein Kinase 1
Receptor-interacting serine/threonine-protein Kinase 3

Espécie reativa de oxigénio

Sindrome da resposta inflamatoria sistémica (systemic inflammatory
response syndrome)

Sistema nervoso central

Sequential Organ Failure Assessment Score

Stimulator of interferon genes

Saturacdo venosa central de oxigénio

Fator de necrose tumoral (Tumor necrosis factor)

Receptor do fator de necrose tumoral 1 (Tumor necrosis factor receptor 1)
Tumor necrosis factor receptor superfamily

TNFR-associated death domain

TNF receptor associated factor

TNF-related apoptosis-inducing ligand

Transient receptor potential cation channel, subfamily M

Transient receptor potential cation channel subfamily M member 7

Unidade de terapia intensiva

Xiii



Resumo

Introducdo: A sepse é definida como uma disfuncdo de 6rgdos com risco de vida
causada por uma resposta desregulada do hospedeiro frente a infeccdo, levando a
Obito em aproximadamente 30% dos casos. Apesar das descobertas recentes, 0s
mecanismos envolvidos na iniciacdo e na progressao da sepse ainda nao foram
completamente elucidados, dificultando seu tratamento. Uma de suas caracteristicas é
a morte massiva de células do sistema imune. A necroptose, uma via de morte celular
recentemente descoberta, tem alto potencial inflamatério e jA esta relacionada em
diversas patologias inflamatérias e infecciosas. Em modelos animais de sepse,
camundongos deficientes em componentes da via de necroptose ou que foram tratados
com inibidores farmacoldgicos contra esta via apresentaram menor mortalidade, menor
namero e intensidade de disfuncbes orgéanicas, indicando que a necroptose contribui
para os efeitos deletérios desta condi¢do. Objetivos: Investigar se h4A um aumento nos
niveis de expressdo de moléculas da via de necroptose em células do sangue
periférico de pacientes com sepse/choque séptico comparado a pacientes controles
sem infeccdo e internados na UTI, e analisar se estes niveis se correlacionam com o0s
diferentes grupos ou com a gravidade da doenca. Também foram investigadas as
alteracdes no componente celular imune do sangue periférico destes pacientes bem
como a expressao de citocinas e quimiocinas. Métodos: Foram coletadas amostras de
sangue periférico de um total de 80 pacientes divididos nos diferentes grupos
experimentais: controle saudavel, controle UTI, sepse e choque séptico e realizado
andlises por meio de técnicas de Luminex, citometria de fluxo, gPCR e western blot.
Resultados: Das amostras de plasma dos pacientes, RIPK3 e as citocinas e
guimiocinas IL-4, IP-10 (CXCL 10), IL-8, MIP-1 beta, IL-1 alfa e E-selectina
apresentaram expressao diferencial com valores-p <0,0001 quando comparadas entre
0S grupos de sepse e nao sepse. Foram observadas por citometria de fluxo diferencas
nas porcentagens das populacdes de mondcitos, NK e NKT nos diferentes grupos
experimentais, levantando a possibilidade de utilizar estas proporgbes para diferenciar
pacientes do quadro de sepse e choque séptico. Ao contrario da hipotese inicial, em
nossa coorte, a expressdo génica de RIPK3 e MLKL em PBMC analisada por gPCR
ndo apresentou diferencas significativas entre 0s grupos. Interessantemente, ha
somente uma discreta redugcdo dos niveis proteicos de MLKL nos pacientes sépticos

comparados ao grupo controle, ndo caracterizando assim uma sensibilizacdo destas
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células a necroptose. Conclusdo: Neste estudo piloto, diferencas de expressao de
RIPK3 plasmatico, citocinas e quimiocinas no plasma e porcentagens de
subpopulacdes de células imunes em sangue periférico foram identificadas entre os
pacientes com sepse e 0 grupo controle. Porém, ao contrario das expectativas, nao

observamos alteracgfes significativas nos niveis intracelulares de RIPK3 e MLKL.

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

1.1 Epidemiologia da sepse

A sepse € uma doenca de extrema relevancia em termos globais,
com alto impacto financeiro e social."”” Ao redor do mundo apresenta taxa de
mortalidade maior do que a do cancer de préstata, cancer de mama e HIV juntos, o que

23) Sua incidéncia vem

explicita a relevancia desta condicdo na satde publica.’
crescendo nas ultimas décadas e o numero de internacdes hospitalares secundarias a
sepse é maior do que as decorrentes de infarto agudo do miocardio.® Ainda, a maior
parte dos individuos acometidos tem idade superior a 60 anos, sendo muito baixa a
incidéncia em pacientes com idade inferior a 40 anos.” Nos EUA, anualmente, a sepse
atinge aproximadamente 970.000 pessoas,® com uma mortalidade estimada em
30%.®

Estudos epidemiologicos realizados em diferentes paises apontam o
choque séptico como principal causa de morte nas unidades de terapia intensiva
(UTI).®® Em 2018, um estudo coletou dados do Sistema Unico de Satde (SUS) e, de
2006 a 2015, foram registrados 724.458 casos de sepse em 4.271 hospitais publicos e
privados no Brasil. Estes numeros resultam em uma densidade de incidéncia de
47,4/100.000 pacientes-dia, sendo que a mortalidade em hospitais publicos foi de

(19 Além disso, os pacientes que

aproximadamente 55,5% e em hospitais privados 37%.
desenvolveram sepse em algum momento da vida tém uma menor sobrevida, mesmo
aqueles sem qualquer comorbidade associada.'"'® Além da alta incidéncia e
mortalidade, a sepse também esta associada com elevados custos ao sistema de
saude.®'™ Os custos diretos de pacientes com sepse podem atingir valores seis
vezes mais elevados do que os de outros pacientes internados na UTI, sendo
responsaveis, 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$35.979,37 por paciente.'%™ Ainda, h4 um padrdo de altos custos nos primeiros
dias de tratamento, tanto nos pacientes sobreviventes quanto nos que evoluem a
6bito.* %8 Além disso, observa-se que apds o terceiro dia de tratamento ha um

aumento ainda maior nos custos dos pacientes que vao posteriormente a o6bito,



indicando uma utilizagdo intensa de recursos na tentativa de se evitar um desfecho
desfavoravel.””’ Além de ser bastante onerosa ao sistema de salde pelos custos
diretos, a sepse ainda impde custos sociais indiretos bastante elevados e com grande
impacto social, uma vez que frequentemente o0s pacientes sobreviventes apresentam

perda da produtividade associada ao absenteismo.®

1.2 Fisiopatologia e definigbes de sepse

A sepse € um conjunto de manifestacfes graves, com risco a vida,
resultado de uma infeccdo sistémica ou local, que culmina em uma resposta
desregulada do sistema imunolégico frente ao insulto, com perda do equilibrio entre
mediadores pré- e anti-inflamatérios.'*??

Do ponto de vista tecidual, a sepse resulta da excessiva inflamacao,
alteracdes de coagulacéo, disfuncdo microcirculatoria e celular, causando disfuncao

21.23-25) Entre as principais alteracdes fisiopatoldgicas na sepse

organica e morte celular.!
encontram-se: 1) liberagdo de moléculas de ades@o dos neutréfilos nas células
endoteliais;®® 2) liberacdo de mediadores que levam a vasodilatacdo e hipotensao;®®
3) quebra da barreira endotelial e aumento da permeabilidade capilar, resultando em
edema intersticial;®” 4) alteracdes na microcirculacéo, levando a um fluxo mais lento e
heterogéneo nos leitos capilares;'®® e 5) alteracdo do sistema de coagulacdo onde ha a
inducdo de um estado pré-coagulante, contribuindo para a hipoperfusédo tecidual e

evolucao para coagulacéo intravascular disseminada (CIVD).®?%%")

Em relagdo a inflamagédo, ha uma ativacdo de mediadores pro-
inflamatorios exagerada e sustentada, em resposta aos padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPs — Pathogen-associated molecular patterns) de micro-
organismos invasores e aos padrbes moleculares associados a lesdo (DAMPs —
damage-associated molecular patterns) liberados por células danificadas ou mortas na
circulagdo, que causa uma infiltracdo excessiva de leucdcitos nos oOrgaos e €
importante para eliminar os patégenos desencadeantes da doenca.®'? Porém, em
paralelo com a inflamacdo ocasionada, mecanismos imunossupressivos também
ocorrem durante a sepse podendo resultar em disfungdo imune e infecgbes

secundarias.”® Ainda, a sepse é caracterizada por uma morte celular massiva de



diversos tipos de célula, como células imunes (principalmente linfocitos e neutrdfilos) e
ndo-imunes (por exemplo, células intestinais e hepatdcitos).®>%°)

Sendo assim, em decorréncia dos estados anti e pro-inflamatorios
presentes na sepse, 0 paciente pode manifestar trés estados: 1) pré-inflamatério, como
na sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS); 2) anti-inflamatério, como na
sindrome da resposta anti-inflamatéria sistémica (CARS — Compensatory anti-
inflammatory response syndrome); e 3) misto, correspondente a sindrome da resposta
antagonista mista (MARS — Mixed antagonist response syndrome).'?

Em 1992, em uma conferéncia internacional reunindo os principais
especialistas na area, foi proposta a primeira definicdo de sepse, denominada Sepsis-
1.87) Naquele momento, o quadro séptico foi definido como um processo continuo,
sendo subdividido em sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS), sepse,
sepse grave e choque séptico; subdivisbes estas que passaram a ser utilizados na
pratica clinica. Para definicdo de SIRS foram utilizados critérios que incluiam quatro
sinais clinicos comuns na inflamag¢do como alteracdes na temperatura, na frequéncia
cardiaca, na frequéncia respiratéria e na contagem de leucdcitos.®”) A sepse foi
definida com a identificacdo de dois ou mais critérios de SIRS, além da presenca de
infeccdo confirmada ou presumida. A sepse grave foi definida como uma evolucéo do
quadro séptico que acarreta em hipoperfusdo dos 6rgdos e disfuncdo organica
(acidose latica, coagulopatias, oliguria e/ou alteracdo do nivel de consciéncia, entre
outros) e o choque séptico como um quadro com presenca de sepse grave mais
hipotenséo arterial refrataria a ressuscitacéo volémica adequada.®”

Com o passar dos anos, foi percebida a necessidade de uma nova
conferéncia, com o0s especialistas da area, tendo o objetivo de atualizar, padronizar e
incluir novos critérios no diagndstico da sepse.(38) Dentre as razfes para uma nova
classificacéo, as principais eram: 1) dependendo do agravamento clinico do paciente e
dos sinais clinicos de inflamacdo haviam multiplas definicbes para sepse, 0 que
tornava algo confuso o manejo destes pacientes;(39) 2) os critérios de SIRS
apresentavam falta de sensibilidade e especificidade adequadas para 0 monitoramento
do paciente e foi observado que, com a melhor separacdo entre choque séptico e
sinais de disfuncdo de organica, era possivel encontrar numeros diferentes na
incidéncia e mortalidade dos pacientes;®® 3) a SIRS pode estar associada ou néo a
uma infeccdo, sendo que o manejo dos pacientes nos dois casos pode ser bastante

o:(40-42)

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



inflamatérias e anti-inflamatérias, sendo importante usar como novo eixo de
classificacdo a disfuncdo organica.“’)

Em 2001 houve uma nova conferéncia que prop6s uma nova
definicdo: sepsis-2. Com isso, uma nova definicdo para sepse foi criada, sendo esta
caracterizada por uma sindrome clinica combinada com lesdo organica. Embora a
mudanca tenha acontecido, os antigos critérios de diagnostico para sepse foram
mantidos. O mesmo aconteceu em relacdo a sepse grave que foi denominada como
uma "sepse complicada por disfuncdo organica".*? Em resumo, caracteristicas
semelhantes de duas definicbes resultaram em uma confus@o para o diagnéstico da
sepse, 0 que reforcou a ideia de uma reformulacéo desta definicdo.“*

Sendo assim, em fevereiro de 2016, por meio do 3° Consenso
Internacional para Definicdo de Sepse e Choque Séptico foram estabelecidos novos
parametros para diagnéstico (Sepsis-3), excluindo-se o uso da SIRS para
determinacdo de sepse e dividindo os pacientes somente em sepse e choque séptico.
A sepse passou a ser definida como a presenca de disfuncédo organica secundaria a
uma resposta desregulada do hospedeiro frente & infeccéo local ou sistémica.'*** Ja o
choque séptico foi definido como um quadro grave de sepse onde h& maior risco de
morte com presenca de hipotensdo arterial grave, necessidade do uso de
vasopressores e valores elevados de lactato sérico. Os pacientes com SIRS foram
excluidos desta classificacdo, por exibirem uma etiologia patologica totalmente distinta
da sepse.“*

A avaliagdo e o0 monitoramento da disfuncdo organica sao
imprescindiveis para uma efetiva abordagem terapéutica evitando o agravamento do
quadro clinico do paciente.“Z) A ferramenta mais comum utilizada para esta finalidade é
a escala de Sequential Organ Failure Assessment Score (SOFA).***) Além disso,
para garantir a avaliacdo precoce da probabilidade de sepse em um paciente, foi
incorporada uma escala rapida de SOFA (qSOFA, de quick SOFA), que avalia a
alteracdo do estado mental, pressao arterial sistdlica e frequéncia respiratéria.“®449) A
tabela 1 compila tanto os dados clinicos quanto os resultados laboratoriais que estdo
comumente relacionados a disfuncdo organica. Nesta escala, para cada alteracéao
encontrada no paciente existe um critério de pontuacdo, sendo que o estado geral do
paciente se da pela somatéria destes pontos.*® Sendo assim, a classificacdo de sepse
ocorre quando um paciente grave, com presenca de infec¢cdo, acumula dois ou mais

pontos na escala de SOFA.“°



No caso de choque séptico, como citado acima, a nova definicdo
preconiza que estes pacientes apresentem todos o0s critérios presentes para o
diagnoéstico de sepse (infeccdo e dois ou mais pontos na escala de SOFA) e ainda
apresentem a necessidade de uso de vasopressores para manutencdo da pressao
arterial média (PAM) de 65mmHg ou superior e um nivel de lactato sérico superior a
2mmol/L (>18mg/dL) na auséncia de hipovolemia.*®> Sendo assim, um dos pontos
criticos na terapéutica do paciente com sepse € o reconhecimento e a monitoracéo dos
niveis de lactato e da volemia, sendo que estes parametros séao utilizados como
marcadores de disfuncdo organica, gravidade e progndstico. Devido ao seu impacto na
gravidade e no desfecho clinico do paciente, a hiperlactatemia e a hipotensdo devem
ser, portanto, prontamente tratadas assim como a infecgdo.®

Apesar das definicbes de sepse e choque séptico terem passado
recentemente por atualizacbes, o debate sobre o diagnostico da sepse continua em
aberto, dado que um dos maiores obstaculos é a heterogeneidade que os pacientes
apresentam.®® A resposta a infecgéo, por mais claro que pareca, é dependente de dois
fatores: o hospedeiro e o patégeno.®'*? No hospedeiro varios critérios precisam ser
avaliados, desde a idade,®*** raca,®>*® género,®"*® a presenca de doencas crénicas
e comorbidades (diabetes, insuficiéncia renal, doencas cardiovasculares, doencas

59-61) .

pulmonares, e entre outras),’ até se o paciente € imunocomprometido seja por

medicamentos (quimioterapia ou corticosteroides) ou por doencas (cancer, HIV,

62-66

individuos transplantados e etc.).%2® Por outro lado, os fatores patogénicos incluem

as diferentes formas de infeccdo (viral, bacteriana ou fangica), as diferentes cepas de
cada patdgeno, a carga inicial inoculada, o local/lvia da infeccdo e até mesmo a

presenca de coinfeccdes.® "%



Tabela 1. Escala de avaliacdo sequencial de disfuncdo organica (Sequential Organ Failure Assessment

Score)
Pontuacao
0 1 2 3 4

Sistema
respiratorio

PaO,/FIO, > 400 < 400 <300 <200 (26.7) com :01;])26;:;}2

(mmHg) (53,3) (53,3) (40) suporte respiratorio respiratério
Coagulacao

Plaquetas x

109l =150 <150 <100 <50 <20
Hepatico

Bilirrubina <1,2 (20) 1,2-1,9 2,0-59 6,0-11,9 12,0

(umol/L) ’ (20-32) (33-101) (102-204) (204)

Do<pgrgl|1na Dopamina > 5.1 - Dopamina
Cardiovascular PAM = PAM < N . 15 ou epinefrina >15o0u
; = dobutamina . . . .
Hipotenséo 70mmHg 70mmHg ou norepinefrina norepinefrina ou
(qualquer . .
<0.1 epinefrina > 0,1
dose)

SNC

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

coma de

Glasgow
Renal

Creatinina

(mg/dL) 35-49 <500u

ou fluxo <tz 12-19  20-34 ou < 500 <200

urinario

(mL/d)

PaO./FIO,. pressdo parcial de oxigénio; PAM: pressao arterial média; SNC: sistema nervoso central.
Escala de Coma de Glasgow variam de 3 a 15 quanto maior a pontuacao melhor funcao neurolégica.
Fonte: Adaptado de Vincent JL, Moreno R, Takala J, Willatts S, De Mendong¢a 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):707-10. Table 3, The SOFA score. p. 708.“"

Porém, apesar de toda a heterogeneidade apresentada nos
pacientes acometidos pela sepse, algumas das caracteristicas sdo comuns a

praticamente todos os quadros, entre eles a morte celular.®>""7?

1.3 Inflamacao e morte celular

Inicialmente, pesquisadores afirmavam que a alta mortalidade da
sepse era exclusivamente decorrente de uma resposta inflamatoria sistémica

exacerbada.®” Os estudos mostravam que durante a infeccdo o sistema imunolégico



era ativado induzindo uma resposta inflamatéria tdo potente que consequentemente
impactava na gravidade do desfecho clinico, levando possivelmente o paciente a
6bito.®”) Como forma de reduzir a mortalidade sustentada por esta hipdtese, estudos
clinicos tinham como foco diminuir a ativagcdo do sistema imune e controlar a
inflamacao, por exemplo, com altas doses de corticosteroides e anti-citocinas.>"*
Porém, os resultados, em geral, foram controversos e desapontadores. Um estudo
mostrou que nao ha diferenca estatistica de mortalidade ou incidéncia de
superinfeccdo quando se compara pacientes com choque séptico que receberam
administracdo de corticosteroides no inicio do tratamento ou na terceira etapa da
terapia.”>"® J4 em um estudo, multicéntrico, em pacientes sépticos que receberam por
terapia intravenosa diferentes doses do antagonista do receptor de interleucina-1 (rhiL-
1lra), foi visto que ha associacdo 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 n&o encontrou diferenca
estatistica significativa no tempo de sobrevivéncia 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 ndo é tdo-somente resultado de uma resposta
inflamatéria exacerbada, mas que a sepse é uma doenca complexa, sendo que idade,
comorbidades e diferentes tipos de microrganismos patogénicos trazem uma
heterogeneidade de mecanismos e de sensibilidade a terapias, indicando que existem
outros fatores relevantes para a alta mortalidade e morbidade induzida por este
quadro.®?

Mais tarde, Roger Bone propds o conceito da "sindrome de resposta
anti-inflamatéria compensatéria” (CARS),(SZ) onde defendeu a ideia de que seguida a
uma resposta inflamatoria inicial exacerbada, ocorria uma resposta anti-inflamatéria,
levando os pacientes com sepse a apresentar imunossupressado e serem acometidos
por infeccdes secundarias.®? Como ja havia sido mostrado que os doentes sépticos
apresentavam morte massiva de células (principalmente células do sistema imune) e
gue grande parte destas células pareciam morrer com fenétipo apoptotico, este tipo de
morte foi rapidamente associado a inducdo do quadro imunossupressor nestes

(35,83,84

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

inflamatoria exacerbada, a CARS é, de fato, bastante danosa ao individuo; pacientes
gue sobrevivem ao choque séptico e desenvolvem CARS possuem um risco de o6bito

por infeccdo bem mais elevado do que na populacéo controle.®



Por outro lado, sabendo-se que processos de morte celular sédo tao
presentes durante a sepse, foi aventada a possibilidade de que outros mecanismos de
morte celular, ndo-apoptoticos e com caracteristicas inflamatorias, poderiam contribuir

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

1.3.1 Apoptose

A morte celular pode ocorrer por processos bioquimicos distintos,
que podem resultar em diferentes consequéncias para o organismo.®”) A apoptose, via
de morte celular classica,®® é um processo dependente de caspases (cisteina-
aspartato proteases), que desmantela a célula de forma organizada, com reducdo do
volume celular, condensacao da cromatina e preservacgao da integridade das organelas
e da membrana plasmatica. Isto impede o extravasamento do conteddo citoplasmatico,
0 que confere a este tipo de morte caracteristicas nao-inflamatorias, tendo funcdes e
papéis muito bem estabelecidos no desenvolvimento e homeostase do organismo.®®%°)
Existem duas vias principais de ativacdo e sinalizacdo de apoptose, sendo elas a via
extrinseca e a via intrinseca.®'%

A via intrinseca é ativada, como o préprio nome sugere, atraves de
sinais intrinsecos a célula, tais como dano no DNA, estresse reticular, rompimento de
lisossomos, producéo excessiva de espécie reativas de oxigénio,®” falta de nutrientes
ou sinais de sobrevivéncia.®® O ponto central desta via bioquimica de apoptose é a
formacdo de uma estrutura multimolecular chamada de apoptosomo.®® A formacéo
desta estrutura se inicia através da liberacédo do citocromo ¢ da mitocondria, um passo
estritamente regulado pelos membros da familia B-cell lymphoma 2 (Bcl-2).(92) Esta
familia € subdividida em trés subfamilias, sendo a primeira caracterizada por membros
anti-apoptoticos, tais como Bcl-2, B-cell lymphoma-extra large (Bcl-xL), myeloid cell
leukemia 1 (Mcl-1) e Bcl-2-related protein Al (A1)."%®) Estes membros tém como
funcdo inibir os membros de outra subfamilia, chamada de BH3-only, que sé&o ativados
na presenca dos estresses celulares citados acima. As moléculas desta subfamilia, 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 funcao ativar dois membros da ultima subfamilia, sendo eles BCL2 associated X



protein (BAX) e Bcl-2 homologous antagonist/killer (BAK).®® Estas duas proteinas,
quando ativadas, se oligomerizam na membrana externa da mitocéndria, induzindo sua
despolarizacdo e permitindo a liberagdo do citocromo c. Uma vez liberado da
mitocondria, o citocromo ¢ induz a oligomerizacdo de moléculas Apoptotic protease
activating factor 7 (APAF-1), que formam uma plataforma de recrutamento e ativacao
da caspase-9, denominada apoptossomo. A caspase-9, por sua vez, processa e ativa
as caspases efetoras, denominadas caspase-3 e 7, que sdo responsaveis pela
execucdo do fenotipo de apoptose através da clivagem de dezenas de diferentes
alvos.('%)

A via extrinseca, na figura 1, € ativada através da ligacdo de uma
subfamilia de receptores pertencente a familia 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 4/5 (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. ApOs a interacdo com o ligante, 0s receptores se trimerizam
e induzem uma mudanca conformacional nas suas porc¢des intracitoplasmaticas, 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 ativacdo de caspases iniciadoras (caspases-8 e -
10, em humanos), que podem clivar diretamente caspase-3 e caspase-7, induzindo
diretamente apoptose, ou, alternativamente, clivar e ativar Bid (um membro da
subfamilia BH3-only), que pode alterar o balanco das moléculas da familia Bcl-2,
induzindo & liberacdo de citocromo ¢ e formacao do apoptossomo.('%?

Além da ativacdo de nucleases e proteases, que fragmentam e
condensam o DNA, um dos principais mecanismos resultantes da ativacdo das
caspases efetoras é a exposicao da fosfatidilserina na porcédo externa da membrana
plasmatica, evento que auxilia na identificacdo fenotipica dessa morte e funciona como
um sinal para a remocdo das mesmas, através de fagocitose tanto por células do
entorno como por fagoécitos profissionais, além de fornecer sinais anti-inflamatorios

para as células fagociticas.'®
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Em um modelo classico de morte celular induzida por TNF, a ligacdo do TNF com seu
receptor TNFR1 resulta na formag¢éo com complexo | constituido por TRADD, RIPK1,
TRAF2 (ou TRAF5), clAP1 e clAP2, que é poliubiquitinado. Esta via é capaz de levar a
inducéo de fatores de transcricdo génica e sobrevivéncia celular. No entanto, uma vez
gue ha a desubiquitinacdo deste complexo por CYLD ou A20, é formado outro complexo
citosolico consistido por caspase-8, FADD, cFLIP e RIPK1, que ativa a caspase-8,
iniciando o processo apoptético. Neste contexto, os dimeros de caspase-8/cFLIP
suprimem a atividade de fosforilacdo 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, constituido por RIPK1,
RIPK3 e MLKL. A autofosforilacdo de RIPK1 permite o recrutamento de RIPK3, que por
sua vez é capaz de se autofosforilar, recrutar e fosforilar uma pseudoquinase chamada
MLKL. Apos sua fosforilagdo, MLKL é oligomerizada e por mecanismos ainda
desconhecidos, ela é capaz de interagir com fosfatidilinositideos presentes na face
interna na membrana plasmatica, causando a desestabilizacdo e permeabilizagdo
liberando contetdo intracelular (proteases, ROS, DAMPs etc.), fenétipo classico
conhecido como necroptose. A via da piroptose candnica se da inicio através de padrbes
moleculares associados a patégenos (PAMPS) ou padr6es moleculares associados ao
dano (DAMPS) que ativam respectivos sensores denominados inflamassomas, que
podem ser NLRP1b, NLRP3, NLRC4, AIM2 ou Pyrin. Essa ativacdo do inflamassoma, na
figura representado por NLRP3, ativa sensores que desencadeiam o recrutamento do
adaptador ASC e da pré-caspase-1 no mesmo complexo macromolecular. Apés a
maturacdo da pré-caspase 1 em caspase-1 ativa, ela € capaz de clivar diretamente a
gasdermina D e maturar as citocinas precursoras pro-IL-18 e pr6-1L-18 em IL-1B e IL-18,
respectivamente. Poros na membrana sdo formados através da regido N-terminal da
gasdermina D oligomerizada, que resulta na liberacdo do conteddo citoplasmatico. A
piroptose ndo candnica € independente de caspase-1. Nessa via, o LPS citosolico de
bactérias Gram-negativas é reconhecido pela caspase-4 ou caspase-5 em células
humanas ou pela caspase-11 em células murinas. Estas caspases inflamatorias clivam
diretamente a gasdermina D, induzindo piroptose.

Figura 1. Diagrama simplificado das trés principais vias de morte
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1.3.2 Piroptose

A piroptose foi descrita em 1992 como uma morte celular
bioquimicamente controlada que pode ser desencadeada por invasao de patégenos
que causam alteracdo da homeostase celular.'® Diferentemente do fenétipo de
apoptose, este modo de morte celular apresenta pequena condensacdo da cromatina,
permeabilizacdo da membrana plasmatica e extravasamento de conteudo
citoplasmatico para o espaco extracelular, além da producdo e maturacdo de citocinas
com propriedades altamente inflamatérias, tais como a IL-1B e I1L-18.1%51%) T3] como a
apoptose, a piroptose também € dependente de caspases, mas de um subgrupo
completamente distinto, sendo elas a caspase-1 e caspase-11 em modelos murinos e
seus homologos caspase-4 e caspase-5 em humanos.!"”” A via canénica de ativacéo
de piroptose se da pela formacdo de complexos multiproteicos denominados
inflamassomas apds o reconhecimento de PAMPs ou de alteracdes decorrentes de
estresses celulares associados a infec¢goes ou danos celulares, tais como rompimento
de lisossomo, efluxo de potassio e grande mobilizacdo 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 sao
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 proteina conttm um dominio de ativacdo e
recrutamento de caspases (CARD), que se liga a mondémeros de caspase-1 inativa,
circunstancia que possibilita o autoprocessamento da caspase-1 em sua forma
heterotetramerica ativa. Uma vez ativa, a caspase-1 cliva a gasdermina D, molécula
gue quando clivada se oligomeriza, migra para a membrana plasmaética, onde se insere
e forma poros, que irdo resultar na ruptura da mesma (Figura 1).(108) A caspase-1 ainda
€ responsavel pelo processamento e maturacdo das citocinas IL-13 e IL-18, que irdo
ser liberadas, num primeiro momento, pelos poros feitos pela gasdermina D e, a
posteriori, passivamente com o rompimento da membrana.'%""9 Alternativamente, ha
a possibilidade da ativacdo da via ndo-canbnica dos inflamassomas e de piroptose, que
se inicia pelo reconhecimento de lipopolissacarideos (LPS) diretamente pela caspase-
11."" A caspase-11, entdo, cliva diretamente gasdermina D ou cliva caspase-1, que

irA atuar sobre seus alvos descritos acima (Figura 1). Desta forma, a piroptose se
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apresenta como um tipo de morte celular extremamente inflamatério e associado a

patologias graves, tais como HIV(''? e hepatite C.('"®

1.3.3 Necroptose

O termo necroptose foi cunhado em 2005 para descrever um tipo de
morte celular com caracteristicas fenotipicas de necrose, mas que depende da acédo da
qguinase 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) estdo inibidas ou ausentes.'"™ Os primeiros estimulos descritos com
capacidade de ativar esta via foram os ligantes de morte FasL, TNF e TRAIL, que

(115,116) (ver

curiosamente estdo classicamente associados a estimulos apoptoticos
secdo 1.3.1). A escolha da via pela qual estes estimulos induzirdo morte, se apoptose
ou necroptose, se da 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 nao totalmente elucidados.""®"""

Uma vez ativo, RIPK1 recruta através da interacdo via dominios
homotipicos (RHIM — Homotypic interaction motif), a proteina Receptor-interacting
serine/threonine-protein Kinase 3 (RIPK3), outra quinase da mesma familia, 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 plasmatica.'"® Os oligdmeros de MLKL
interagem com fosfatidilinositideos presentes na face interna na membrana, causando
a desestabilizagdo e permeabilizacdo da mesma (Figura 1). O mecanismo pelo qual
ocorre esta ruptura ainda é pouco conhecido; alguns grupos descrevem uma acéo
direta do MLKL, mostrando que este consegue permeabilizar sozinho lipossomas; por
outro lado, outros grupos relataram uma acao indireta do MLKL, seja por alterar o
influxo de ions (principalmente calcio e sddio) 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).(118120)

Além dos membros da familia de ligantes de morte, diversos outros
estimulos foram descritos como indutores de necroptose, sendo eles: receptores do

tipo Toll (TLR3 e TLR4), receptores virais Stimulator of interferon genes (STING),
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retinoic-acid-inducible protein 1 (RIG-1), DNA-dependent activator of IFN-regulatory
factors (DAI), receptores de interferons (IFNAR), dano no DNA (UV, irradiacdo gama),

(121125 Em alguns destes

hipoxia, agentes alquilantes, quimioterapicos, entre outros.
casos, a atividade quinase de RIPK1 ndo € so dispensavel, mas também supressora
da via de necroptose.'®) Neste contexto, a ativacdo da via se da diretamente pelo
recrutamento e ativacdo de RIPK3 e, em seguida, de MLKL. Sendo assim, a definicao
mais atualizada de necroptose € uma via dependente da atividade quinase de RIPK3,
que é executada por MLKL e modulada pela atividade e presenca de RIPK1.1%®

A ruptura da membrana plasmatica, com a liberacdo do contetdo
intracelular [proteases, espécie reativa de oxigénio (ROS), DNA, entre outros DAMPSs],
pelos mecanismos mediados por MLKL fazem com que este tipo de morte esteja
associado a uma forte resposta inflamatéria e elicitacéo de resposta imune."'®'2") vale
ressaltar, porém, que diferentemente de piroptose, a necroptose ndo induz a
maturacdo de citocinas pré-inflamatérias, tais como a IL-1B e IL-18. Existe ainda uma
corrente de pensamento que, em contextos especificos, a morte por necroptose pode
assumir uma funcao “anti-inflamatéria”. Isto se daria quando células inflamatorias, que
estdo produzindo quantidades grandes de citocinas e quimiocinas, sao rapidamente
mortas por esta via, bloqueando a producdo continua de mais moléculas
inflamatérias.'*® Esta hipotese, porém, ainda precisa ser testada em modelos
experimentais mais sofisticados do que os utilizados até o momento para se avaliar
qual é a relevancia deste mecanismo frente ao extravasamento de seu conteldo
intracitoplasmatico.'?®)

A relevancia fisiopatolégica desta via foi inicialmente demonstrada
no artigo que inclusive cunhou o termo necroptose.(”‘” Neste trabalho, a inibicdo 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 fisiologicos, tanto durante o desenvolvimento embrionario, como em tecidos
adultos, por exemplo, no controle da homeostase de linfécitos T e B apds resposta
imune.'® Além disso, diversas patologias apresentam a ativagcédo excessiva (ou falta)
da via de necroptose como um dos mecanismos de génese ou progressao da doenca.
Por exemplo, diversos tipos de cancer possuem expressdo diminuida ou ausente de
RIPK3 e esta baixa expressao esta associada a um pior prognéstico em pacientes com
cancer de mama."™® Por outro lado, a inibicdo da via de necroptose durante

pancreatite aguda,!"*" infarto do miocardio,!"*? isquemia e reperfuséo renal,!"*® diminui
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a gravidade destas doencas, sugerindo que o blogueio da necroptose reduz o
componente inflamatério destes processos patolégicos.

Vale ainda ressaltar que, recentemente, 0os genes de RIPK3 e MLKL
foram associados a modulacéo positiva de respostas inflamatorias, por processos que
ndo envolvem a morte das células por um processo litico. Ambas as moléculas foram
descritas como mediadores de ativacao do inflamassoma NLRP3 e também da via do

134139 Sendo assim, os efeitos da ativagéo de

Canonical nuclear fator kappa B NF-kB.{
RIPK3 e MLKL ndo podem ser exclusivamente associados a morte da célula por
necroptose, ainda que, até o momento, os trabalhos demonstrem que os efeitos desta

via sdo preponderantes as demais.

1.4 Morte celular e sepse

Como ja mencionado, a sepse € caracterizada por morte massiva de
diversos tipos de células, num contexto de exacerbada resposta inflamatéria.(#>3%13%
140143) Ao longo dos dltimos vinte anos diversos artigos cientificos foram publicados
demonstrando que em modelos murinos de sepse, tanto pela injecdo de LPS ou
ligacdo e perfuracéo cecal (CLP) ha a recapitulacdo destes eventos, ou seja, nestes
modelos ha uma forte inducdo de morte celular em células do sistema imune. Isto
parece estar associado a imunossupressao induzida pela sepse com consequente falta
de resposta adequada a infeccdo geradora deste quadro e a infeccbes
secundarias. ®384.144-146)

Na ultima década, foi demonstrado em diversos estudos utilizando
modelos experimentais e em pacientes que a resposta imunoldgica no quadro séptico
segue um padréo bifasico. O estagio inicial se apresenta de forma 'hiperinflamatéria’,
caracterizada por altos niveis de citocinas pré-inflamatérias e forte resposta
imunoldgica. O segundo estagio é caracterizado pela atenuacdo da responsividade de
células imunes a estimulos inflamatorios, tal como uma 'imunoparalisia’, sendo um
periodo extremamente vulneravel dos pacientes a infeccdes decorrentes desta

(146-148)

imunossupressao. O mecanismo para esta paralisia imune parece ter o

envolvimento da apoptose, especialmente nos linfocitos."***)

A apoptose foi
relacionada com a sepse quando experimentos utilizando a injecéo intraperitoneal de

bactérias Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
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aeruginosa) em camundongos resultou na morte celular de linfocitos T CD4+ e T CD8+
no timo, sendo que o mesmo foi observado para bactérias Gram-positivas
(Streptococcus pneumoniae).®” Em modelos CLP, foi mostrado que a apoptose
também ocorre em linfécitos do baco, células do parénquima no ileo, colon, pulméo,
musculo esquelético e no rim."*® E n&do se demorou muito para ver que tal fenémeno
também estava presente em humanos, principalmente em relacdo aos linfcitos 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, € essa apoptose ocorria em
linfocitos T circulantes (T CD4+, T CD8+) e linfécitos B (CD19+).""? Logo, ficou
evidente que a morte por apoptose estava associada a esta perda massiva de células
imunes e ndo-imunes.®*®149 Assim, foi levantada a hipétese de que uma reducéo nos
niveis de apoptose durante a sepse poderia ser uma boa alternativa terapéutica para
estes pacientes. Foi entdo testada a delecao de genes pré-apoptéticos da familia Bcl-2,
tais como Bid e Bim, em modelos murinos, e se observou a reducdo dos niveis de
morte celular, indicando que, de fato, a apoptose ocorre durante a sepse e pode ser

141

importante para o quadro de imunossupresséo apresentado.*" Por outro lado, a

reducao dos niveis de morte de linfocitos T ndo foi associada a uma melhora no quadro
séptico destes animais.('%*1%%

Sendo assim, é possivel que outros tipos de morte celular,
principalmente com fenotipo necrético, 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 niveis
elevados de piroptose e producéo de citocinas pro-inflamatorias eram mais propensos
a desenvolver um quadro mais grave.(155) Em modelos murinos de sepse (LPS e CLP),
em estagio inicial da sepse foi mostrado que os macrofagos residentes no local da
infeccdo secretam IL-1B8 que por sua vez tem como uma de suas fungbes recrutar os
neutroéfilos, e logo em seguida, os neutrofilos sofrem piroptose e tornam-se a principal
fonte de secrecdo de IL-1B, ocasionando um aumento da sinalizagdo para recrutar
mais neutréfilos para os locais das infeccdes.®® Além disso, animais deficientes em
IL-18 e IL-18, mas ndo em caspase 1 e caspase 11, sdo bem mais resistentes ao
choque séptico.®” Ainda, a mesma dicotomia foi vista na injecdo de TNF, que é
também utilizada como um modelo de quadro inflamatério grave. Em conjunto, estes

dados apontam para uma grande relevancia das citocinas pro-inflamatorias, que séo, a
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principio, produzidas pela ativacdo de inflamassomas e durante o processo de

e.®® porém, como a deficiéncia em caspase-1 e -11 ndo apresentou 0 mesmo

piroptos
efeito, & possivel que estas citocinas estejam sendo maturadas por outras proteases e
em outros contextos, distintos da piroptose, colocando em xeque a real relevancia
desta via durante a sepse.

Por outro lado, se ndo central, a ativacao de caspases-1 e -11 pode
ter um efeito potencializador durante o quadro séptico. Foi demonstrado que o LPS se
liga diretamente a caspase-11 e a ativa, 0 que estd associado com uma maior
progressdo da sepse induzida por bactérias gram-negativas, tais como a P.
aeruginosa.!'®®

A necroptose, por sua vez, foi recentemente associada, em modelos
murinos, com um pior progndéstico na SIRS induzida por injecdo de TNF e também no
que se denomina choque hiperagudo, que € induzido por injecdo de TNF
conjuntamente com inibidores de caspases.!"® Fenémeno semelhante foi encontrado
quando se utilizou inibidores especificos para a atividade quinase de RIPK1.(18%16D A
mesma associacdo também foi encontrada em modelos de CLP e injecdo de LPS.(¢9)
Isto foi demonstrado através de camundongos deficientes em RIPKS3, que
apresentaram reducdo dos niveis sistémicos de citocinas pré-inflamatérias e de
marcadores de lesdo organica e lesdo pulmonar atenuada, resultando em maior
integridade da arquitetura pulmonar, menos morte celular do epitélio pulmonar e
diminuicdo da producéo local de citocinas pré-inflamatorias, além de terem infiltragdo
neutrofilica pulmonar e hepética reduzida. Mais importante, em todos estes modelos de
sepse a deficiéncia de RIPK3 reduziu drasticamente as taxas de mortalidade.!'%%163
Assim como RIPK3, MLKL vem sendo associada como fator preditivo de gravidade e
mortalidade em pacientes criticos. Um estudo observou que niveis séricos elevados de
MLKL em pacientes com sepse apos trés 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 trés 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 niveis de RIPK3, que
estavam significamente mais altos nos grupos de sepse grave e choque séptico do que

no grupo de sepse, assim como 0s niveis RIPK3 tiveram associacao positiva com o
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escore SOFA e nivel de procalcitonina (PCT). Sendo assim, eles sugerem que 0s
niveis de RIPK3, o escore SOFA e o nivel de PCT poderiam, juntos, serem utilizados
como biomarcadores para progndstico de pacientes com sepse.'®® Um outro estudo
mostrou dados utilizando a mesma metodologia de se avaliar os niveis plasmaticos 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
Obito apresentaram maiores niveis de RIPK3 no plasma comparado aos pacientes
sobreviventes que tiveram alta hospitalar. A relacdo também foi positiva associada a
maiores niveis de RIPK3 no plasma e a disfuncao organica mais severa em pacientes
com sepse e choque séptico.'®® E mais recentemente, utilizando os dados de RIPK3
encontrados no estudo comentado anteriormente, 0 mesmo grupo mostrou, em uma
coorte de 570 pacientes em 3 UTlI's diferentes, que niveis mais baixos de TRAIL no
plasma foram associados com choque séptico e disfuncdo organica e também ao
aumento de RIPK3.(1%"

Diante do exposto acima, é possivel que a ativacdo da via de
necroptose tenha relevancia para a gravidade e mortalidade da sepse e que sua
inibicdo possa vir a ser um potencial alvo terapéutico no controle da letalidade do
quadro séptico. Porém, até o presente momento, ha limitados estudos correlacionando
necroptose e sepse em seres humanos. Sendo assim, faz-se necessario investigar se
ha alteracdo nos niveis de expressdo das moléculas da via de necroptose em células
do sangue periférico de pacientes sépticos e avaliar se ha uma possivel associacéo
entre estes niveis 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 niveis de inflamacdo, também sdo prementes estudos que visam analisar
estes parametros na nova classificacdo de pacientes com sepse e correlaciona-los a
diferentes niveis de expressao de moléculas envolvidas nas vias de morte celular.

A hipotese estabelecida para esta dissertacdo € que ha associacao
entre 0s niveis das moléculas efetoras da via da necroptose e um pior prognostico e
desfecho clinico em pacientes com sepse e choque séptico. Além disso, levantamos a
hipotese de que os diferentes grupos experimentais exibem celularidade imune e niveis
de mediadores inflamatérios distintos no sangue periférico dos pacientes. Sendo assim,
0 intuito principal deste projeto € investigar se h4& um aumento nos niveis das

moléculas presentes na via da necroptose e alteracdo de celularidade imune e niveis
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de mediadores inflamatorios no sangue periférico de pacientes com sepse/choque
séptico comparado a pacientes controles sem infeccdo e internados na UTI e controles

saudaveis.

1.5 Objetivos

1. Avaliar a relagdo entre os niveis de RIPK3 e MLKL presentes na
via da necroptose em células do sangue periférico e a presenca ou nao de sepse;

2. Investigar se os niveis de RIPK3 e MLKL podem ser preditivos do
grau de gravidade da doenca (sepse versus choque séptico);

3. Comparar o perfil de citocinas pré- e anti-inflamatérias no plasma
dos pacientes sépticos;

4. Analisar por imunofenotipagem o perfil celular dos pacientes com
sepse e choque séptico e se é possivel diferencia-los entre si e do grupo controle;

5. Analisar a relagé@o entre os niveis de necroptose e os desfechos

clinicos dos pacientes.
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2 METODOS

2.1 Aspectos éticos

Anteriormente a coleta dos pacientes, amostras de sangue periférico
doadas por individuos voluntarios foram utilizadas para otimizacéo e treinamento. Apéos
treinamento e otimizacado, foi dado inicio as coletas de sangue de individuos a serem
alocados nos grupos definidos no projeto. Foi aplicado o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) para todos os pacientes ou responsaveis pelos pacientes
para inclusdo no projeto. A equipe de enfermagem da UTI do Hospital ficou designada
para coleta da amostra de sangue dos pacientes e pela codificacdo e anonimizacéo
das mesmas. Todas as coletas realizadas foram identificadas por um cédigo de
namero e dias de coleta (ex: ID: 021-D7), mantendo o estudo de forma cega. O
protocolo do estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Israelita Albert Einstein, Sdo Paulo, sob o numero de referéncia CAAE:
64490117.8.0000.0071.

2.2 Planejamento do estudo

Por se tratar de um estudo piloto e gerador de hipoéteses, foi
estipulado por conveniéncia que 20 pacientes de cada grupo seriam o suficiente para
mostrar a relevancia do estudo.

Este estudo € observacional e prospectivo conduzido na Unidade de
Terapia Intensiva do Hospital Israelita Albert Einstein e nos laboratérios do Instituto de
Ensino e Pesquisa (IIEP) da Instituicdo. Os individuos elegiveis 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 exclusao
foram considerados: pacientes moribundos, ou que apresentavam insuficiéncia
hepatica e/ou hipertensdo craniana. Como grupo controle saudavel foram utilizadas
amostras de adultos saudaveis recrutados no Hospital, sem doenca aguda ativa, e
como grupo controle de UTI pacientes sem infec¢des e internados na UTI. A exclusao

de pacientes do estudo ocorreu apenas nos casos de retirada do consentimento por
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parte do paciente ou do representante legal. Pacientes podiam deixar o estudo em
qualquer momento sem quaisquer consequéncias. Esperava-se que nem todos 0s
pacientes teriam coletada a série inteira de amostras por diferentes motivos, dentre
eles o Obito, alta hospitalar ou por desisténcia de continuar no projeto. A coleta da série
de forma parcial ndo foi considerada impeditivo para a utilizacdo destas amostras nas
analises. Em relag&o aos integrantes dos grupos controle saudavel, foi feita uma Unica
coleta de sangue, assumindo que se o paciente € saudavel, ele tera como resultado os

mesmos parametros analisados em qualquer dia.

2.3 Coleta de dados e amostras

A quantidade de sangue obtida por coleta foi de 20mL, separados
em trés tubos distintos, dois para coleta de PBMC e granulécitos e um para plasma,
RNA e buffy coat. Os dados clinicos foram coletados por meio de fichas clinicas
eletrbnicas e foram inseridos pela equipe do estudo no REDCap (ver secédo abaixo).
Dados demograficos, diagndstico de admisséo no hospital e na UTI, comorbidades, e o
indice progndstico (SAPS lll e SOFA) foram coletados na admissédo a UTI. Em cada dia
de coleta foram coletadas variaveis clinicas e laboratoriais.

Foram coletadas amostras de sangue periférico dos pacientes
divididos nos quatro grupos: 1) pacientes diagnosticados com sepse, com coleta nos
dias de internacdo 1 (primeiras 24 horas), 3, 7 e 14; 2) pacientes diagnosticados com
choque séptico nestes mesmos dias de coleta; 3) controles internos da UTI sem
infeccéo coletados nos dias 1 e 3; e 4) pacientes controles saudaveis com uma unica

coleta (Figura 2).
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Amostra de sangue
Dia 01

Dia 07
|
\ Amostra de sangue
Dia 03

Controle
; _— Amostra de sangue
saudavel Dia 01

Critério de exclusdo
Pacientes moribundos
Hipertensao intracraniana
Insuficiéncia hepatica

Fluxograma de cada grupo de pacientes e seguimento do dia de coletas de sangue
periférico
Figura 2. Fluxograma da coleta de sangue periférico dos grupos

2.4 Coleta e armazenamento de dados clinicos

A coleta de dados foi realizada por meio de formularios eletrénicos
Research Electronic Data Capture (REDCap®, Vanderbilt University, EUA) no Hospital
Israelita Albert Einstein. O sistema tem as seguintes fungdes: registro do paciente,
entrada de dados e exportacdo de dados para analise estatistica. Os arquivos
eletrbnicos foram arquivados no servidor do Hospital Israelita Albert Einstein em um
ambiente seguro e controlado para manter a confidencialidade. Os documentos
eletrbnicos foram controlados com protecédo por senha, de acordo com as melhores
praticas (Anexo 1).

2.5 Andlise estatistica

A distribuicdo continua dos dados foi avaliada por inspecédo visual
dos histogramas e pelos testes de normalidade de D'Agostino-Pearson. As
caracteristicas iniciais foram representadas como contagens e porcentagens, meédias e
desvios-padréao (DP) ou medianas e intervalos interquartis (IQR), quando apropriado.

Os testes de hipéteses tém dois lados com um nivel de significancia

de 5%. O ajuste de Benjamini-Hochberg foi usado para corrigir valores-p para taxa de
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descoberta falsa. As analises foram realizadas usando o programa R v.3.4.1 (R Core
Team, 2016, Viena, Austria).

Comparacdes das condi¢des basais, avaliacdo diaria de pacientes e
os resultados clinicos estdo apresentados por grupos do estudo e 0s pacientes com
sepse foram comparados aos controles usando o teste exato de Fisher para variaveis
categoricas ou teste de soma de postos de Wilcoxon para variaveis continuas. Os
dados também s&o apresentados e comparados entre pacientes com sepse e choque
séptico.

Os dados da quantificacdo e analises das citocinas, citometria de
fluxo, western blot e gPCR foram apresentados como médias e desvios-padrao ou
mediana e intervalos interquartis. Para as comparacfes entre os grupos foi aplicado o
teste de Kruskal-Wallis. Também foi utilizado o teste Mann-Whitney para avaliar
significancia estatistica quando comparado somente dois grupos. Como exemplo foram
feitas comparagdes entre os individuos controles (controles UTI combinados com o0s
saudaveis) versus doentes (pacientes com sepse combinados com o0s choques
sépticos). Para ambos os testes, um valor-p<0,05 foi considerado estatisticamente
significativo.

Para a exclusdo dos dados que se diferenciam de forma relevante
de todos os outros, levando consequentemente a uma intepretacdo de resultados
falsos positivos, utilizamos o método ROUT no préprio software Graph Pad® Prism,
gue possibilita uma andlise estratégica que detecta um ou mais outliers das amostras.
Sendo assim, para todos as andlises deste estudo utilizamos o limiar de 0,2% para
deteccdo do que realmente era discrepante e discutimos os dados em cima dos
resultados obtidos pds excluséo dos outliers. Todas as analises estatisticas dos dados

foram feitas no software Graph Pad® Prism (verséo 7).

2.6 Processamento das amostras de sangue

Foi estabelecido um fluxograma de coleta de amostras de sangue
periférico em diferentes tubos, para as diferentes aplicagbes e testes (Figura 3). O
sangue coletado em tubos contendo anticoagulante ACD-A (Sarstedt) foi utilizado para

a separacdo de PBMC e de granuldcitos, através de um protocolo adaptado.('®® O
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sangue coletado em tubos contendo anticoagulante EDTA K3 (Sarstedt) foi utilizado

para a separacao de buffy coat, plasma e RNA.

2.6.1 Separacao das células mononucleares do sangue periférico

O PBMC (células mononucleares de sangue periférico) foi isolado
utilizando o reagente Ficoll Premium Plus com densidade de 1.077g/mL (GE
Healthcare). O sangue coletado foi centrifugado a 400g 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 centrifugagdo a 400g por 10min. O
pellet de PBMC foi ressuspendido em tampao de lise de cloreto de amdnio-potassio
(ACK) (Thermo Fisher Scientific) e incubado durante 3 minutos a temperatura ambiente
para lisar as hemacias contaminantes na amostra. Seguiu-se o0 processo de lavagem
com PBS para se obter um pellet limpo e esbranquicado sem qualquer contaminante.
O numero de ceélulas e a viabilidade foram determinados usando um contador
automatizado de células Countess® Automated Cell Counter (Thermo Fisher
Scientific). Este equipamento utiliza a coloracéo por azul de Tripan 0,4% para distinguir
células viaveis de células nao viaveis.

Um total de 15 x 107 células das amostras de PBMC foram utilizadas
para extracdo proteica através do uso de solucdo RIPA (Thermo Fisher Scientific), na
concentracdo de 15 x 10’ células para 100pl de RIPA. O restante das amostras foi
colocado em meio de congelamento constituido por 90% soro fetal bovino e 10%
Dimetilsulfoxido (DMSO) armazenadas em -80°C. Nos casos onde a amostra
apresentou menos que 15 x 10" de células, toda a amostra seguiu para a extracdo
proteica, seguindo a concentracdo adequada.('®®

Com o sedimento do tubo de ACD-A, foi prosseguido o protocolo de
separacdo dos granulocitos com Dextran 6% (GE Healthcare). Brevemente, a este
sedimento foi adicionado o Dextran a 6% com incubac&o por 40min a 37°C. ApGs o
tempo de incubacdo o sobrenadante, contendo os granulécitos, foi coletado e a
amostra submetida a ciclos de lavagem e lise de heméacias até que, visualmente, ndo

houvesse mais contaminante de hemacias (precipitado branco, sem pontos
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vermelhos). Em seguida foi feita a contagem celular, extracdo proteica e

criopreservacdo de células de forma similar ao protocolo de PBMC.1¢170)

26.2 Separacdo do plasma e das células polimorfonucleares do sangue

periférico

Inicialmente, foram retirados 500uL do sangue total para extragéo do
RNA com o Kit RiboPure™-Blood (Invitrogen), que posteriormente seguiu para
conversdo de cDNA e analise de gPCR.

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

A interface  constituida 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 eliminacdo das heméacias. Parte destas amostras foram congeladas para
futuro uso (seguindo o mesmo protocolo citado anteriormente) e parte foi utilizada para

analise de imunofenotipagem via citometria de fluxo.
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Fluxograma do processamento das amostras de sangue coletadas e as diferentes técnicas que
serdo realizadas nas mesmas.
Figura 3. Delineamento do fluxo de amostras

2.7 Western blot

Para a andlise de proteinas, os lisados celulares de PBMC foram
quantificados utilizando o Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific). As
amostras de treinamento e otimizacdo foram quantificadas no espectrofotdmetro
SpectraMax i3x (Molecular Devices) e as amostras dos pacientes foram quantificadas
no espectrofotdbmetro DXT 880-Multimode Detector (Beckman Coulter).

Para analise de western blot, as amostras foram preparadas nas
concentracdes desejadas pela sua diluicdo em Tampao de Amostra 6x (200mM Tris
HCI 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 a 95°C e aplicados em gel de poliacrilamida 10%, que foi corrido a 100V por
75 minutos. Como marcador molecular foi utilizado o Ladder Precision Plus Protein
Kaleidoscope Standards 10-250 kD (BioRad). Posteriormente a corrida, as amostras
foram transferidas para membrana de PVDF através de uma corrente de 295mA por 80
minutos em sistema molhado de transferéncia. Foi realizado o bloqueio com solucéo de

5% leite em p6 desnatado em TBS-T durante 1 hora. Para marcacéo das proteinas de
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interesse, as membranas foram incubadas com anticorpos primarios anti-B-actina
(clone AC-74, Sigma Aldrich) na proporcao de 1:15000, e com o anticorpo anti RIPK1
(clone D94C12, Cell Signaling) na proporcdo 1:1000, RIPK3 (clone B-2, Santa Cruz)
1:100, MLKL (clone D2I6N, Cell Signaling) 1:2000, GAPDH (MA5-15738, Invitrogen)
1:5000 overnight. Apés este periodo, as membranas foram lavadas com tampéo TBS-
Tween, seguido da incubacdo com anticorpo secundéario anti-mouse.HRP (monoclonal,
7076S Cell Signaling) na concentracdo de 1:2500 (para membranas incubadas com
anti RIPK3), 1:5000 (para membranas incubadas com anti GAPDH) e 1:15.000 (para
membranas incubadas com anti -B-actina) para a membrana marcada com anti RIPK1
e anti MLKL a concentracédo foi de 1:5000 do anticorpo anti-rabbit (monoclonal, 7074S
Cell Signaling). As bandas foram reveladas com a incubacdo da membrana em ECL
caseiro e visualizadas e documentadas no equipamento ChemiDoc Imaging Systems
(Bio-Rad).

2.8 Preparagao do reagente quimioluminescente caseiro para western blot

Os reagentes foram: Luminol (250mM em DMSO, armazenado no
escuro a -20° C), acido p-coumarico (90mM em DMSO, armazenado no escuro a -
20°C), Peroxido de hidrogénio a 30%, 1M Tris-HCI pH 8,5 e agua destilada. Foram
identificados dois recipientes (com tampa ambar) e rotulados de 'A’' e 'B'. No primeiro
tubo (A), foram adicionadas 1mL da solu¢do de Luminol, 0,44mL de solucdo de acido
p-coumarico, 10mL de Tris-HCI 1M, pH 8,5 e agua destilada até um volume final de
100mL. No segundo tubo (B), foi adicionado 64uL de peréxido de hidrogénio, 10mL de
Tris-HCI 1M, pH 8,5, e agua destilada até um volume final de 100mL. As duas solugdes
foram armazenadas a 4°C e cobertas com papel aluminio para manter os recipientes
fora de exposicdo a luz. Para o uso, a mistura em propor¢édo 1:1 das solucdes A e B é

feita na hora.

2.9 Quantificacao de citocinas por ensaio de Luminex

Os niveis plasmaticos de 20 citocinas e quimiocinas foram

guantificados através do kit Inflammation 20-Plex Human ProcartaPlex™ Panel
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(Invitrogen™) e do equipamento XPONENT® 4.2 (Merck Millipore). Sdo 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-
lalfa / CCL3; MIP-1 beta / CCL4; sP-selectina; TNF alfa. Os dados estédo apresentados
em mediana, com os intervalos interquartis, j& que a maioria das citocinas nao exibiu
uma curva normal de distribuicdo entre os pacientes de cada grupo.

Para as analises de agrupamento de dados gerados com o0s
resultados das citocinas, foi realizado um dendograma através do software de
programacao R. Para isso, as citocinas em que os valores apresentaram zero (0) n&o
foram utilizados nessa andlise, logo apdés a exclusdo foi realizada para os outros
valores a transformacado logaritmica para andlise estatistica. Um numero minimo de
citocinas foram selecionadas para posicionar com precisdo 0s pacientes nos subgrupos
identificados pelo software R e utilizado o teste exato de Fisher para comparacéo entre

0S grupos.

2.10 Analise 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 € bastante longo, foi feita a avaliagdo se é possivel fazer esta analise com
amostras congeladas. Dois processos de descongelamento de amostras foram
testados, sendo um utilizando como solucéo de congelamento HBSS (Gibco) e o outro
RPMI 1640 (Gibco) com 30% de soro fetal bovino inativado (Gibco). Para efeitos de
comparacdo também foram analisadas as células logo apds o processamento
sanguineo (a fresco). As amostras foram analisadas em citometria de fluxo utilizando
um marcador de viabilidade celular - lodeto de Propidio (Pl) 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 MpP9-557831, BD Pharmingen).
As células foram adquiridas no citometro LSRFortessa (BD Pharmingen). Os dados
foram analisados usando o software FlowJo na versdo 10 (TreeStar Inc., Ashland,
EUA).
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2.11 Estratégias de andlise de células por citometria de fluxo

Para se avaliar as porcentagens das principais populacdes imunes,
bem como os niveis de morte em cada uma destas populacbes nas diferentes
amostras, foi estabelecido um painel de oito anticorpos combinados com os
marcadores de morte celular. A tabela 2 apresenta a especificidade dos anticorpos,
seus clones bem como o fluoréforo de cada um deles. Para marcacdo das células,
primeiramente foi realizada a padronizacdo de congelamento, descongelamento e
andlise das células por citometria de fluxo (Figuras Suplementares 1 e 8). Pos
padronizacao foi utilizada a porcao celular do buffy coat que estava armazenada em
aliquotas no freezer -80°C. As células foram descongeladas em banho-maria a 37°C,
ligeiramente por gotejamento ressuspendidas em 9mL de RPMI 1640 com 30% de soro
fetal bovino inativado em tubo falcon de 15mL e levado para centrifugagao a 300g por
10 minutos. ApGs a centrifugacdo, 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®)
especifico para citometria de fluxo e centrifugado por 5 minutos a 200g, apos isso foi
descartado o sobrenadante e posteriormente adicionado ao pellet 100uL do mix de
PBS com os anticorpos na diluicAo/concentracdo previamente estabelecida e
homogeneizadas. As células ficaram por um periodo de 30 minutos incubadas no
escuro a 4°C. Logo apos para lavagem das células, elas foram ressuspendidas em
500uL de PBS e centrifugadas a 200g por 5 minutos, descartado o sobrenadante. O
pellet de células foram ressuspendidas em tampé&o de anexina junto com a anexina V e
o LiveDead, e entdo as células foram adquiridas no citometro LSRFortessa (BD) na

configuracéo de 300.000 eventos e analisados com o software FlowJo.
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Tabela 2. Painel de anticorpos para diferenciacéo das principais populacdes

celulares

Painel 1 Clone Cor
CD19 HIB19 SB416
LiveDead Aqua Kit V500
CD4 SK-3 SB600
CD3 OKT3 SB702
Annexin V FITC
CDi14 M5E2 PE
CD16 3G8 PerCP
CD15 HI198 APC
CD56 5.1H11 APC-R700
CD8 RPA-T8 APC-eFluor® 780

212 Expressao de RIPK3 e MLKL por gPCR

Para quantificagdo da expressao de RIPK3, MLKL e IL-13 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 analise da qPCR foi realizada usando o PowerUp™ SYBR™ Green
Master Mix (Invitrogen™) no termociclador QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR
(Applied Biosystems™). Condi¢des iguais de ciclagem foram usadas para amplificar
genes de interesse: RIPK3, MLKL e IL-1B e os genes de referéncia: GAPDH e B-actina.
As condicbes de temperatura dos ciclos foram configuradas da seguinte maneira: 1)
Hold stage - um ciclo de 2 minutos por 50°C e 10 minutos por 95°C; 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 analise da curva
de melting foi utilizada para confirmar a amplificacdo especifica do produto. Para as
analises dos genes de interesse foi utilizada a normalizacdo da média geométrica dos
genes de referéncia. As seguintes sequéncias de primers foram utilizados para analise
de gPCR:

Tabela 3. Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para os ensaios de

gPCR

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

hMLKL FW TCCAGATGCTAAGAAGAGATAATGA
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213 ELISA do RIPK3

Para a determinacdo quantitativa das concentracdes 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 quantificacdo das citocinas por Luminex. O ensaio de ELISA de RIPK3 foi feito de

acordo com as instrucdes do fabricante.

2.14 Cinética de morte celular

Para o estabelecimento de controles positivos para 0os parametros
de morte celular, foram utilizadas as células HT-29 e Hela, que sdo documentadas
como sensiveis a estimulos apoptoéticos e necroptoticos. Tanto HT-29 quanto Hela
foram cultivadas em meio DMEM-high glucose (Invitrogen) enriquecido com soro fetal
bovino (Gibco) e os antibidticos penicilina e streptomicina (Invitrogen).

Para a inducao de morte celular, as células HT-29 e HelLa foram
plaqueadas em placas de 24 pocos na concentracdo de 1x10° células/poco. Apés 24h
ambas as células foram tratadas com TNF (R&D), z-VAD (APEXBIO) e cicloheximida
(CHX), nas seguintes combinacdes, sempre com a adicdo de SytoxGreen (Invitrogen
™) que € um marcador de viabilidade celular: 1) 50nM SYTOX® Green; 2) 10ng/mL
hTNF + 20uM zVAD + 50nM SYTOX® Green; 3) 10ng/mL mTNF + 20uM zVAD + 25uM
CHX + 50nM SYTOX® Green e 4) 10ng/mL hTNF + 20uM zVAD + 25uM CHX + 50nM
SYTOX® Green.

Imediatamente apés 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 poco tratado, a cada 45 minutos por um total de 24h.
Dessa forma é possivel acompanhar por meio de imagens e videos o tempo de
incorporacdo do SytoxGreen, que € um intercalante de DNA, ou seja, nos indica
quando a célula perdeu sua integridade de membrana. Além da incorporacdo deste
reagente, é possivel observar também a morfologia das células conforme essas vao

morrendo, podendo indiretamente diferenciar a apoptose da necroptose.
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2.15 Treinamento e otimizacdo dos protocolos para obtencdo e andlise das
células.

O treinamento e otimizagdo dos protocolos realizados neste projeto
estdo descritos no Anexo 2. Em resumo, ambos foram bem sucedidos e essenciais
para o bom andamento do projeto.
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3 RESULTADOS

3.1 Dados demogréaficos dos grupos experimentais

Inicialmente, para comparacdo mais geral entre as caracteristicas
dos grupos controles e os com qualquer quadro séptico, 0s grupos sepse e choque
séptico foram unificados. A tabela 4 mostra a distribuicdo geral de parametros clinicos
dos participantes, separados nestes trés grupos. Em relacdo a 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 voluntarios saudéaveis foi de 28 anos. Em relagdo ao sexo dos
individuos 42,5% dos participantes com sepse, 75% dos pacientes controles da UTI e
40% dos individuos saudaveis eram homens. O tipo de admissédo foi divido em
cirdrgico e clinico. Trinta e nove pacientes com quadro de sepse foram admitidos por
motivo clinico, sendo somente um paciente por motivo cirdrgico enquanto no grupo
controle interno da UTI, dez pacientes foram internados por motivos cirdrgicos e dez
pacientes por motivos clinicos. Nao houve diferenca estatistica entre 0s grupos
controle UTI e sepse em relacdo a presenca de qualquer das comorbidades enquanto
gue para os scores SOFA e SAPS Illl houve diferenca estatistica. Nenhum dos
pacientes do grupo controle UTI foi submetido a tratamento com antibiotico, reforcando
a inexisténcia de infec¢ao neste grupo.

Em seguida, foram feitas as comparacdes diretas entre o grupo
sepse e 0 grupo choque séptico, cujos dados estdo compilados na tabela 5. Tanto o
parametro género como o parametro idade nao apresentaram diferenca estatistica
significativa. O local mais frequente de infeccdo entre os pacientes com sepse foi 0
trato respiratério (55%) e nos casos de choque séptico foi infeccbes abdominais (40%),
com p<0,007. A média de score SOFA nos pacientes com sepse foi de 3 e dos
pacientes com choque séptico foi de 8 com p<0,001. Da mesma forma, a média do
score SAPS Il foi maior em pacientes com choque séptico do que nos com sepse,
sendo respectivamente 63 e 49, p<0,006. Em relacdo a disfuncdo organica, houve uma
incidéncia significativamente maior no grupo choque séptico de problemas
cardiovasculares se comparado com o0 grupo sepse. Para as outras disfuncbes

organicas, presenca de comorbidades, numero de antibidticos ministrados, quantidade
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de fluido e cristaloides infundidos, n&o foi encontrada diferenga estatisticamente
significativa.

Em relacdo aos desfechos clinicos, ndo foi encontrada diferenca
significativa entre os grupos de sepse e choque séptico, exceto na variavel de tempo
de internacédo (p<0,013), sendo que 0s pacientes com choque séptico permanecem em
média trés dias e pacientes com sepse um dia (Tabela 6).

Na coorte dos pacientes com sepse, 0s locais primarios de infeccao
mais comuns foram pulméo (35%), abdémen (25%), seguidos de rim (15%), trato
urindrio (10%) e sanguinea (7,5%). Ao comparar os dois grupos, ha diferenca
estatistica em relacdo ao sitio de infec¢cdo, sendo que ha uma preponderancia de
casos de pneumonia em pacientes do grupo sepse (55%) e de infec¢cdo abdominal no
grupo de choque séptico (40%) (Tabela 6). Em ambos os grupos, 0s agentes
etiolégicos mais comuns nas infec¢des foram causados por bactérias Gram-negativa,
como E. coli e Klebsiella pneuminiae. No entanto, o tipo de infeccdo e as infeccdes
confirmadas por exames microbiolégicos ndo apresentaram diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos (Tabela 7).

Tabela 4. Caracteristicas demograficas dos grupos experimentais

Voluntérios
Sepse Controle saudaveis Valor-p
(N=40) N=20 (n=20)
Anos, idade 72 (62-84) 56 (48-69) 28 (24-36) 0,004
Sexo masculino 17 (42,5) 15 (75,0) 8 (40,0) 0,027
BMI, Kg/m* 27,9 (25,1-29,8) 25,9 (25,6-29,1) 25,1 (22,4-26,5) 0,719
Tipo de admisséo
Cirarrgico 1(2,5) 10 (50,0) <0,001
Clinico 39 (97,5) 10 (50,0)
Motivo de admisséo
Cirurgia eletiva 0 (0,0) 10 (50,0)
Cirurgia de emergéncia 0 (0,0) 0 (0,0)
Monitoracéo 0 (0,0) 2 (10,0)
Sepse 20 (50,0) 0 (0,0)
Choque séptico 20 (50,0) 0 (0,0)
Outro tipo de choque 0 (0,0) 4 (20,0)
Insuficiéncia cardiaca 0 (0,0) 1(5,0)
Abdominal aguda 0 (0,0) 1(5,0)
Outros 0(0,0) 2(10,0)
Comorbidades
Hipertensdo 22 (55,0) 9 (45,0) 0,585
Diabetes mellitus 16 (40,0) 5(25,0) 0,389
DPOC 6 (15,0) 0(0,0) 0,165
Céncer 10 (25,0) 3(15,0) 0,512
AIDS 0(0,0) 0(0,0)
Imunossupressao 1(2,5) 1(5,0) 0,999
Consumo de alcool 0 (0,0) 2 (10,0) 0,107

continua...
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Insuficiéncia cardiaca 11 (27,5) 2(10,0) 0,185
Doengca renal cronica 7(17,5) 0(0,0) 0,083
Outras 9 (22,5) 2 (10,0) 0,306
Sitio de infeccéo
Pneumonia 14 (35,0)
Urinario 4 (10,0)
Pielonefrite 6 (15,0)
Abdbémen 10 (25,0)
Infecggo da corrente 3(7.5)
sanguinea
Outros 3(7,5)
SAPS Il 56 (45-67) 27 (25-39) <0,001
SOFA 5(3-8) 2 (0-3) <0,001
qSOFA
Hipotenséo 28 (70,0)
Taquipnéia 20 (50,0)
Depre_§sa9 do nivel de 16 (40,0)
consciéncia
Disfunc¢édo organica
Cardiovascular 31(77,5)
Hepatica 2 (5,0)
Metabolica 24 (60,0)
Hematoldgica 4 (10,0)
Renal 14 (35,0)
Coagulacéo 12 (30,0)
Pulmonar 33 (82,5)
Neuroldgica 15 (37,5)
Lactato, mg/dL 20,5 (13,0-29,2) 22,4 (16,2-26,7) 0,890
Tratamento inicial
Antibiético
Ceftriaxona 18 (45,0)
Meropenem 9 (22,5)
Piperacilina/Tazobactan 13 (33,4)
Claritromicina 11 (27,5)
Clindamicina 4 (10,0)
Metronidazol 5(12,5)
Teicoplanina 5(12,5)
Vancomicina 4 (10,0)
Outros 5(12,5)
Ndmero de antibidticos 2(1-2) 0(0,0)
R_ecebe_u 30mL/kg de 30 (85,7)
cristaloides
Quantidade total de fluidos 2000
recebida, mL (1000-2000)

uma

Comparagdo entre sepse e controle. IMC: Indice de massa corporal; doenca pulmonar
obstrutiva crbnica; SAPS: Simplified Acute Physiology Score; SOFA: Sequential Organ Failure
Assessment. Caracteristicas demograficas dos participantes separados em trés grupos (Controles
Saudaveis, Controles UTl e com Quadro Séptico) O ndimero em paréntesis indica o intervalo
interquartil para as variaveis continuas e o percentual para variaveis categoéricas.
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Choque séptico Sepse
(N=20) N=20 valor-p
Anos, idade 74 (62-84) 71 (60-84) 0,645
Sexo masculino 10 (50,0) 13 (65,0) 0,523
BMI, Kg/m® 29,0 (26,0-26,7) 27,2 (24,8-30,4) 0,808
Tipo de admissao
Cirdrgico 0 (0,0) 1(5,0) 0,311
Clinico 20 (100,0) 19 (95,0)
Comorbidades
Hipertensdo 11 (55,0) 11 (55,0) 0.999
Diabetes mellitus 6 (30,0) 10 (50,0) 0,333
DPOC 4 (20,0) 2(10,0) 0,661
Cancer 6 (30,0) 4 (20,0) 0,716
AIDS 0(0,0) 0(0,0)
Imunossupressao 0 (0,0) 1(5,0) 0,999
Consumo de &lcool 0(0,0) 0(0,0)
Insuficiéncia cardiaca 7 (35,0) 4 (20,0) 0,480
Doenca renal crbnica 5(25,0) 2(10,0) 0,407
Outras 5(25,0) 4 (20,0) 0.999
Fonte de infeccao
Pneumonia 3 (15,0) 11 (55,0)
Urinaria 3 (15,0) 1(5,0)
Pielonefrite 3 (15,0) 3 (15,0) 0,007
Abdbmen 8 (40,0) 2(10,0)
Infecggo da corrente 3 (15,0) 0(0,0)
sanguinea
Outros 0(0,0) 3(15,0)
SAPS Il 63 (52-75) 49 (41-57) 0,006
SOFA 8 (5-8) 3(2-3) <0,001
gSOFA
Hipotensao 18 (90,0) 10 (50,0) 0,013
Taquipnéia 10 (50,0) 10 (50,0) 0.999
Depressdo do nivel de 11 (55,0) 5 (25,0) 0,105
consciéncia
Disfung&o organica
Cardiovascular 19 (95,0) 12 (60,0) 0,019
Hepatica 2(10,0) 0(0,0) 0,487
Metabolica 13 (65,0) 11 (55,0) 0,747
Hematoldgica 2(10,0) 2(10,0) 0.999
Renal 10 (50,0) 4 (20,0) 0,095
Coagulacéo 9 (45,5) 3 (15,0) 0,082
Pulmonar 16 (80,0) 17 (85,0) 0.999
Neurolégica 10 (50,0) 17 (85,0) 0,190
Lactato, mg/dL 21 (19-28) 19 (13-30) 0,956
Tratamento inicial
Antibiético
Ceftriaxona 5(25,0) 13 (65,0)
Meropenem 8 (40,0) 1(5,0)
Piperacilina/Tazobactan 6 (30,0) 7 (35,0)
Claritromicina 4 (20,0) 7 (35,0) 0.009
Clindamicina 0(0,0) 4 (20,0) ’
Metronidazol 3 (15,0) 2 (10,0)
Teicoplanina 5(25,5) 0 (0,0)
Vancomicina 3 (15,0) 1(5,0)
Outros 4 (20,0) 1(5,0)
Numero de antibiéticos 2 (2-2) 2 (2-2) 0,838
Recebeu 30mL/kg de 15 (75,0) 15 (75,0) 0.999

cristaléides

continua...
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...continuacao

Quantidade total de fluidos 2000 i
recebida, mL (1125-2500) 1000 (1000-2075) 0,402

IMC: indice de massa corporal; DPOC: doenga pulmonar obstrutiva crénica; SAPS: Simplified Acute
Physiology Score. Tabela demografica das caracteristicas dos pacientes com sepse e choque
séptico. O ndimero em paréntesis indica o intervalo interquartil para as variaveis continuas e o
percentual para variaveis categéricas.

Tabela 6. Desfecho clinico dos grupos experimentais com sepse
Choque séptico Sepse

(N=20) N=20 Valor-p
Mortalidade na UTI 1(5,0) 0 (0,0) 0.999
Mortalidade hospitalar 1(5,0) 0 (0,0) 0.999
Mortalidade em 28 dias 1(5,0) 0 (0,0) 0.999
Tempo de permanéncia ha UTI 3 (2-4) 1(1-2) 0,013
Tempo de permanéncia hospitalar 11 (7-16) 7 (5-9) 0,082

UTI: Unidade de terapia intensiva. Desfechos clinicos de acordo com o tipo de sepse. O nimero
em paréntesis indica o intervalo interquartil para as variaveis continuas e o percentual para
variaveis categoricas.

Tabela 7. Caracteristicas do tipo de infeccéo
Sepse (sepse + Choque

choque séptico) séptico Sll\le:pzsoe Valor-p
(N=40) (N=20)
Fonte de infecgéo
Pneumonia 14 (35,0) 3 (15,0) 11 (55,0)
Urinaria 4 (10,0) 3 (15,0) 1(5,0)
Pielonefrite 6 (15,0) 3 (15,0) 3 (15,0)
Abdémen 10 (25,0) 8 (40,0) 2(10,0) 0,007
Corrente sanguinea 3(7,5) 3 (15,0) 0 (0,0)
Prétese articular 1(2,5) 0 (0,0) 1(5,0)
Outras 2 (5,0) 0(0,0) 2(10,0)
Tipo de infeccéo
Comunidade 29 (72,5) 14 (70,0) 15 (75,0)
Adquira no hospital 10 (25,0) 6 (30,0) 4 (20,0) 0,716
Re!acionadas ao cuidado da 1(2,5) 0(0,0) 1(5,0)
saude
Infecgao confirmada por 15 (37,5) 9 (45,0) 6(30,0) 0,514
microbiologia
Tipo de culturas
Sangue 39 (97,5) 20 (100,0) 19 (95,0) 0.999
Traqueal 3(7,5) 3 (15,0) 0 (0,0) 0,230
Urina 24 (60,0) 11 (55,0) 13 (65,0) 0,747
Liquido cefalorraguidiano 1(2,5) 1(5,0) 0(0,0) 0.999
Outros 7(17,5) 3(15,0) 4 (20,0) 0.999
Microrganismo (em 83 culturas
de sangue)
Negativo 61 30 31
Escherichia coli 10 06 04
Klebsiella pneumoniae 02 00 01
Staphylococcus aureus 02 02 00
Achromobacter xylosoxidans 01 00 01
Raoultella ornithinolytica 02 02 00
Microrganismo (em 03 culturas
traqueais)
Pseudomonas aeruginosa 01 01 00

continua...
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...continuacao

Staphylococcus aureus 01 01 00
Stenotrophomonas maltophilia 01 01 00
Microrganismo (em 01 cultura
LCR)
Negativo 01 01 00
Microrganismo (em 24 culturas
de urina
Negativo 14 05 09
Escherichia coli 07 04 03
Klebsiella pneumoniae 02 01 01
Céandida albicans 01 01 00
Citrobacter koseri 01 01 00
Microrganismo (em 07 outras
culturas)
Negativo 06 03 03
Enterococcus faecalis 01 00 01

‘"% Comparacdo entre choque séptico e sepse. LCR: liquido cefalorraquidiano. Caracteristicas

do tipo, fonte e espécie dos agentes etiolégicos. O nimero em paréntesis indica o intervalo
interquartil para as variaveis continuas e o percentual para variaveis categoéricas.

3.2 Coleta das amostras dos pacientes

Uma vez finalizados os processos de otimizacdo e treinamento
(Anexo 3), foi dada a autorizacao para a equipe médica e multiprofissional para obter a
assinatura dos TCLEs (Anexo 1) e coletar as amostras dos pacientes que poderiam ser
incluidos em qualquer um dos nossos grupos de estudo. Vale ressaltar que o estudo foi
cego e, portanto, ndo houve a transmissao de informacfes sobre qual estado de saude
e a qual grupo experimental aquele sujeito pertence. Assim que as amostras eram
coletadas, imediatamente recebiam uma codificacdo, que foi a Unica forma utilizada
para sua identificacdo durante a analise dos resultados.

Nenhum paciente foi excluido do estudo e, portanto, no dia 0 foram
coletadas 80 amostras. Ja no dia 3, no qual estavam previstas coletas de 60 amostras,
somente 41 amostras (68,3%) 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 4).
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Como pode ser visto, em ambito geral, obtivemos sucesso na
obtencéo e preservacdo da viabilidade das populacdes (Figura 5 e Tabela do Apéndice
1). Em algumas delas, porém, a quantidade de células ficou aquém do desejado,
principalmente pela coleta de um volume menor de sangue (Tabela Apéndice 1). Para
estas amostras, demos prioridade para a confec¢do das amostas de western blot.
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0 projeto.

Figura 5. Representacado da média de numero de células e viabilidade pés processamentos de
todos os pacientes
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3.3 Analise da proteina C-reativa

A proteina C reativa (PCR) € um importante biomarcador de estado
inflamatorio. Sendo assim, utilizamos os dados da PCR dos pacientes para 0s quais
foram pedidos este exame para confirmar o estado inflamatério dos pacientes com
sepse. Como esperado, os dados apresentaram diferenca estatistica significativa entre
0s grupos controle UTI versus sepse e controle UTI versus choque séptico, sendo
possivel associar o aumento da PCR em pacientes em quadro séptico. Vale ainda
destacar que nao houve diferenca entre os grupos sepse e choque séptico (Figura 6).
Outro resultado importante acerca da PCR é dado que somente um paciente veio a
Obito de nossa coorte, ndo foi possivel associar este parametro com a mortalidade

destes pacientes.
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A concentracdo da PCR apresentou o valor-p
<0,05 entre controle UTI versus sepse e controle
UTI versus choque séptico.

Figura 6. Andlise da proteina C reativa do dia 0
Analise do dia 0 da concentragdo da PCR através
do hemograma comparando 0s grupos: controle
UTI (n:07), sepse (n:18) e choque séptico (n:17)

3.4 Hemograma dos grupos experimentais

E sabido que os leucécitos sdo de extrema importancia durante o
processo da sepse, sendo o hemograma o primeiro exame clinico para detectar

alguma alteracéo e assim diagnosticar uma possivel infeccdo nestes pacientes.
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Sendo assim, apés cada uma das coletas dos grupos controle UTI,
sepse e choque séptico foi feito um hemograma para obter as frequéncias e
qguantidades das diferentes séries de células presentes no sangue periférico, a fim de
verificar se ha diferenca entre os grupos do estudo.

No dia 0, ndo encontramos diferengas estatisticamente significativas
no nuamero de leucdcitos totais entre os grupos, apesar de parecer haver uma
tendéncia de diminuicdo nos grupos com sepse ou choque séptico se comparados ao
grupo controle UTI (Figura 7A). No dia 3 (Figura 7B) e no dia 7 (Figura 7C) ndo houve

diferencga entre os grupos em relagdo ao numero total de leucdcitos.
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Andlise dos leucécitos 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
graficos A, B e C representa um individuo e os dados foram representados em mediana e
intervalo interquartil, aplicado o teste de Kruskal-Wallis quando trés grupos e Mann-Whitney
quando dois grupos. N&o encontramos alteragBes significativas quando os grupos foram
comparados.

Figura 7. Analise dos leucécitos dos dias: 0, 3e 7
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Em contraste, foram encontradas diferencas estatisticas
significativas entre os grupos em relacdo aos linfocitos totais no dia 0. Na figura 8A, é
possivel observar que a porcentagem de linfocitos totais esta diminuida no grupo
choque séptico em relacdo aos outros dois grupos. JA em termos de contagem
absoluta por microlitro de sangue, a diferenca foi observada entre os dois grupos
sépticos em relagdo ao grupo controle UTI (Figura 8B).

Quando os pacientes de sepse e choque séptico foram agrupados
em um Unico grupo e comparados com o grupo controle UTI, ficou ainda mais evidente

a diferenca entre o grupo controle e os pacientes sépticos (Figuras 8C, D).
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(A-B) Andlise do dia 0 da porcentagem (A) e nimero dos linfocitos totais por pL (B)
através do hemograma comparando os grupos controle UTI, sepse e choque séptico.
(C-D). Andlise do dia 0 da porcentagem (C) e nimero dos linfécitos totais por uL (D)
através do hemograma agrupando os pacientes de sepse e choque séptico em um
Unico grupo e comparando-o com os controles UTI. * p<0,05. **p<0,01. ***p<0,001.
Figura 8. Hemograma dos linfdcitos totais no sangue do dia O de coleta
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Analisamos também outra subpopulacdo de grande importancia no
cenario da sepse, que sdo os neutrdfilos. Na comparacdo entre 0s grupos, tanto
usando o parametro porcentagem como contagem absoluta, a Unica diferenca
estatisticamente relevante observada foi no aumento discreto na porcentagem de
neutrofilos nos pacientes em choque séptico se comparados com os controles UTI
(Figuras 9A e 9B). E possivel notar uma tendéncia de aumento também no grupo
sepse em comparacdo ao grupo controle, porém sem confianca estatistica. Quando
agrupamos sepse e choque séptico em um unico grupo, confirmou-se o aumento na
porcentagem de neutréfilos nos pacientes sépticos (Figura 9C). Vale ressaltar que ndo
houve diferenca na contagem absoluta de neutrdéfilos entre os grupos (Figura 9D).
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Analise por hemograma dos neutrdfilos totais no sangue do dia 0 de coleta. (A-
B) Analise do dia 0 da porcentagem (A) e nimero dos neutrofilos totais por puL
(B) através do hemograma comparando os grupos controle UTI, sepse e
choque séptico. (C-D). Analise do dia 0 da porcentagem (C) e ndmero dos
neutrofilos totais por uL (D) através do hemograma agrupando os pacientes de
sepse e choque séptico em um Unico grupo e comparando-0 com 0s controles
UTI. **p<0,01.

Figura 9. Analise dos neutréfilos do dia 0
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3.5 Analise das populag8es celulares por citometria de fluxo

Apesar dos dados obtidos por hemograma serem importantes para a
analise das possiveis alteracbes nos componentes celulares do sangue periférico,
optamos por fazer uma analise mais aprofundada destas populacdes através da
técnica de citometria de fluxo. Apds exclusdo de debris celulares e doublets (Figura
Suplementar 1), os leucdcitos foram classificados em seguintes subpopulagdes:
linfécitos T (totais, CD4+ ou CD8+), linfdcitos B, células NKT (totais, CD4+ ou, CD8+),
neutréfilos, mondcitos (totais, classicos ou intermediarios) e células NK (totais,
CD569MCD16™" CD569MCD16-, CD56-CD16™™). A estratégia de gating aplicada
para deteccdo de cada tipo celular por citometria de fluxo esta representada na tabela
8.

Tabela 8. Estratégia de andlise para diferenciacdo das principais populagfes celulares

Populagéo Passo 1 Passo 2 Passo 3 Passo 4
Linfocitos B CD3- x CD19+ AXx LD

Linfocitos T CD3+ x CD19- AXx LD

CDA4+ T-helper CD3+ x CD19- CD56- x CD16- CD4+ x CD8- AXxLD
CD8+ T-citotoxico CD3+ x CD19- CD56- x CD16- CD4- x CD8+ AXLD
NKT total CD3+ x CD19- CD56+ x CD16-

NKT CD4+ CD3+x CD19- CD56+ x CD16- CD4+ x CD8- AXLD
NKT CD8+ CD3+ x CD19- CD56+ x CD16- CD4- x CD8+ AXx LD
Neutréfilos CD3-x CD19- CD15+ x CD14- AXLD

Monécitos classicos CD3- x CD19- CD15- x CD14+ CD14+ x CD16- AXLD
Monécitos intermediarios CD3- x CD19- CD15- x CD14+ CD14+ x CD16+ AXxLD
NK CD56°™ cD16""™ CD3-xCD19- CD15- x CD14- CD16"™ x CD56"™ A X LD
NK CD56”"" CD16- CD3-xCD19- CD15- x CD14- CD16- x CD56™" A xLD
NK CD56- CD16™" CD3-xCD19- CD15- x CD14- CD16™"x CD56-  AxLD

A x LD: Anexina x LiveDead.

Como explicitado na tabela 8, a identificagcéo dos linfécitos B foi feita
através da marcacéao positiva para CD19 e negativa para CD3. Quando comparadas as
porcentagens destas células nos diferentes grupos, nédo foi possivel observar diferenca
estatistica, mesmo quando os pacientes com sepse e choque séptico foram agrupados

em um mesmo grupo e comparados com o controle UTI (Figura 10).
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(A) Grafico representativo de gating para identificacéo dos linfécitos B, levando em
consideragdo a expressdo de CD3 versus CD19. (B) comparacdo da porcentagem
de linfécitos B entre os grupos controle, sepse e choque séptico. (C) comparacdo
da porcentagem de CD19+ entre os grupos controle e pacientes com quadro
séptico (sepse + choque séptico). Em ambas as andlises ndo houve diferenca
estatistica.

Figura 10. Andlise da porcentagem de linfécitos B nos diferentes grupos
experimentais no dia 0

Em relacdo aos linfocitos T (CD3+CD19-CD16-CD56-), também nao
foi encontrada nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre 0os grupos,
mesmo quando separados em linfocitos T helper (CD4+) e citotoxicos (CD8+) (Figura
11). Da mesma forma, nao foi observada diferenca quando os pacientes com sepse e

choque séptico foram agrupados e comparados com o grupo controle UTI (Figura 11).
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(A) Gréfico representativo de gating para identificacdo dos linfocitos T, levando em consideragéo a
expressdo de CD3 versus CD19. (B) Gréfico representativo de gating levando em consideracdo a
expressdo de CD16 versus CD56. (C-D) Grafico representativo de gating levando em consideracgéo a
expressdo de CD4 versus CD8. (E a G) comparacao da porcentagem de linfécitos CD3, CD4 e CD8
entre 0s grupos controle, sepse e choque séptico. (H a J) comparacéo da porcentagem de CD3, CD4
e CD8 entre os grupos controle e pacientes com quadro séptico (sepse + choque séptico). Em ambas
as andlises nao houve diferenca estatistica.

Figura 11. Analise da porcentagem de linfocitos T nos diferentes grupos experimentais no dia 0

As células NKT (CD3+CD19-CD16-CD56+) podem ser analisadas
como um grupo Unico ou ser subdivididas em populacdes distintas, sendo as mais
importantes as que expressam CD4+ (CD3+CD19-CD16-CD56+CD4+CD8-) ou CD8+
(CD3+CD19-CD16-CD56+CD4-CD8+) (Figura 12). Quando analisado se ha diferencas
nas porcentagens destas populacdes celulares entre 0os grupos experimentais, €
possivel observar uma diferenca estatistica que aponta para uma maior porcentagem
de NKT total nos pacientes sépticos comparados aos pacientes controles (Figura 12E),
sendo que esta diferenca € explicada majoritariamente pelas diferencas encontradas
para a subpopulacdo NKT CD4+ (Figura 12F), ja que apesar da tendéncia ser a
mesma, nao foi possivel determinar significancia estatistica para as NKT CD8+ (Figura
12G).

Nas andlises com o0s grupos separados entre controle, sepse e
choque séptico, é possivel perceber que a diferenca vista anteriormente € em grande

parte contida nos pacientes com sepse e ndo choque séptico, jA que ha diferenca
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estatistica entre os pacientes com sepse mas ndo com choque séptico quando
comparados com o grupo controle (Figuras 12H, 121, 12J). 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.
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(A) Gréfico representativo de gating para identificacdo das células NKT, levando em consideracéo a
expressdo de CD3 versus CD19. (B) Gréfico representativo de gating levando em consideracdo a
expressdo de CD16 versus CD56. (C-D) Grafico representativo de gating levando em consideracgéo a
expressdo de CD4 versus CD8. (E a G) comparacéo da porcentagem de NKT CD4 e NKT CD8 entre
0s grupos controle, sepse e choque séptico. (H a J) comparacao da porcentagem de NKT CD4 e NKT
CD8 entre os grupos controle e pacientes com quadro séptico (sepse + choque séptico). * p<0,05.
**p<0,01.

Figura 12. Andlise da porcentagem de NKT nos diferentes grupos experimentais no dia 0

Para identificacdo dos fendtipos das células NK foram utizadas as
estratégias de gating ja descritas anteriormente na tabela 8: NK CD56"" (CD16-CD3-
CD19-CD15-CD14-CD16-CD56")  NK CD56%"CD16"" (CD3-CD19-CD15-CD14-
CD16"™"CD56%™), NK CD56-CD16"" (CD3-CD19-CD15-CD14-CD16""9"CD56-) ou a
soma destas trés populacées, indicando NK total (Figura 13). E possivel observar
diferencas estatisticamente significativas de NK total quando se compara o grupo
controle com o0s pacientes com sepse e choque séptico agrupados (Figura 13l).
Quando separados em dois grupos, somente o grupo de choque séptico mantém

diferenca estatisticamente significativa quando comparada com o controle,
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apresentando menor quantidade de porcentagem de NK total circulantes no sangue
periférico (Figura 13M).

Para entender qual subpopulacdo de NK seria a responsavel pelas
diferencas observadas, fizemos a analise para cada fenotipo. As células NK
CD56"™"CD56- ndo apresentaram diferenca estatistica entre controle versus sepse e
entre os grupos, quando os pacientes foram separados em sepse e choque séptico
(Figuras 13G e 13K).

As subpopulacdo de células NK CD56%™CD16"9" apresentaram o
mesmo padrao encontrado quando as NKs sdo analisadas em sua totalidade, ou seja,
quando agrupados, os pacientes com quadro séptico apresentam diferenca estatistica
comparados com o grupo controle, sendo que esta diferenca se mantém somente na
comparacao entre o grupo choque séptico e controle, quando o0s pacientes séo
separados (Figuras 13H e 13L).

Talvez o dado mais interessante seja em relacdo as células NK
CD56-CD16""" Nesta subpopulacdo, a comparacdo entre o grupo controle e 0s
pacientes com quadro séptico apresenta um p bastante significativo (P<0,0001). Mais
importante, na comparacao entre os trés grupos, além de existir diferenca entre o
grupo choque séptico e controle (como visto para NK total e NK CD56%™CD16""9"), é

possivel verificar diferencas entre os grupos com sepse (Figuras 13l e 13M).
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(A) Grafico representativo de gating para identificagdo das células NK, levando em consideragdo a
expressdo de CD3 versus CD19. (B) Grafico representativo de gating levando em consideracdo a
expressdo de CD14 versus CD15. (C a E) Gréfico representativo de gating levando em consideracéo a
expressdo de CD16 versus CD56. (F a I) comparagdo da porcentagem de NK, NK CD56°"" NK
CD56°™CD16°"™ e NK CD56-CD16°"™ entre os grupos controle, sepse e chogue séptico. (J & M)
comparacéo da porcentagem de NK, NK CD56""9"™ NK CD56""CD16""" e NK CD56-CD16""" entre os
grupos controle e pacientes com quadro séptico (sepse + choque séptico). * p<0,05. **p<0,01.
***n<0,001. ****p<0,0001.

Figura 13. Andlise da porcentagem de NK nos diferentes grupos experimentais no dia O

Em relacdo aos mondcitos, foi possivel analisar a populacédo de
mondocitos classicos, de mondcitos intermediarios e também de mondcitos totais
(Figura 14). A anélise dos mondcitos totais indica que existem diferencas estatisticas
guando comparados 0s 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 frequéncia desta populacdo em
seu sangue periférico.

Quando analisadas as subpopula¢fes, os mondcitos intermediarios
ndo apresentaram diferenca estatistica em nenhuma comparacao (Figuras 14F e 14l).
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Ja os mondcitos classicos recapitularam as diferencas vistas na analise dos mondcitos

totais e, provavelmente, sdo os responséaveis pelas mesmas (Figuras 14G e 14J).
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(A) Gréfico representativo de gating para identificacdo dos mondcitos, levando em consideracdo a
expressdo de CD3 versus CD19. (B) Gréfico representativo de gating levando em consideracdo a
expressdo de CD14 versus CD15. (C a D) Gréfico representativo de gating levando em consideragéo
a expressdo de CD16 versus CD14. (E & G) comparacdo da porcentagem dos mondcitos, mondcitos
intermediarios e mondcitos classicos entre os grupos controle, sepse e choque séptico. (H a J)
comparacéo da porcentagem dos mondcitos, mondcitos intermediérios e mondcitos classicos entre 0s
grupos controle e pacientes com quadro séptico (sepse + choque séptico). * p<0,05.

Figura 14. Andlise da porcentagem de mondcitos nos diferentes grupos experimentais no dia 0

3.6 Quantificacao das citocinas no DO dos pacientes

Para determinacédo 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

guimiocinas sabidamente envolvidas durante a resposta inflamatéria. Inicialmente,

foram comparados os perfis das amostras no primeiro dia de coleta, ou seja, no Dia 0.
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A concentracdo plasmética 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 saudaveis e aos controles internos da UTI (Figura 15). As
demais citocinas ndo apresentaram diferencas claras entre os grupos e seus graficos

encontram-se compilados nas figuras suplementares 2 a 4.
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Amostras de plasma foram obtidas de coletas de sangue periférico dos grupos: controle saudavel,
controle UTI, sepse e choque séptico e analisadas as citocinas usando um kit de Ensaio de Luminex.
Cada ponto demonstrado no gréfico representa um individuo e os dados foram representados em
mediana e intervalo interquartil, aplicado o teste de Kruskal-Wallis e encontramos altera¢des
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 sdo mostrados:
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001.
Figura 15. Andlise das citocinas por Luminex das amostras dos pacientes no dia 0

Além disso, como ndo houve diferencas entre os grupos controles e

também entre o grupo sepse e choque séptico, fizemos uma segunda analise

agrupando os controles em um mesmo grupo e as amostras de sepse e choque séptico

em um segundo grupo. Nesta analise, a diferenca entre as concentracdes plasmaticas

das mesmas citocinas apresentou um p ainda maior, sendo <0,0001 (****) (Figura 16).
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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 saudavel e controle UTI versus sepse e choque séptico.
Cada ponto demonstrado no gréafico representa um individuo e os dados foram representados em
mediana e intervalo interquartil, foi aplicado o teste de Mann-Whitney e encontramos alteracfes
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<0,0001 (****) quando comparado entre os dois grupos com amostras obtidas
no DO.

Figura 16. Analise das citocinas por Luminex das amostras dos pacientes com sepse e controle no dia 0

3.7 Quantificacao das citocinas do D3 dos pacientes

Na analise do Dia 3, os pacientes diagnosticados com sepse e
choque séptico e os pacientes controles internos da UTI que ndo haviam recebido alta
foram submetidos a uma nova coleta de sangue periférico, tiveram uma nova
quantificacdo de citocinas e quimiocinas realizadas pelo ensaio de Luminex. Como
resultado, somente detectamos diferenca significativa em duas moléculas, sendo elas
IL-8 e a E-selectina. Enquanto a expressao da E-selectina seguiu o padrao encontrado
no dia 0, ou seja, pacientes com qualquer quadro séptico possuem expressao
aumentada em relagdo ao controle, a IL-8 no dia 3 foi a uUnica molécula a ser
diferencialmente expressa em choque séptico se comparada a sepse, sendo que nao

foi encontrada diferenca entre os grupos sepse e controle (Figura 17).
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Amostras de plasma foram obtidas de coletas de sangue periférico no dia 3 de internag¢do dos grupos:
controle UTI, sepse e choque séptico e analisadas as citocinas usando um kit de Ensaio de Luminex.
Cada ponto demonstrado no grafico representa um individuo e os dados foram representados em
mediana e intervalo interquartil, aplicado o teste de Krsukal-Wallis encontramos alteragfes significativas

em 2 citocinas: IL-8 (A) e E-selectina (B). Valores-p entre controles, pacientes com sepse e choque
séptico no dia 3 sdo mostrados: * p<0,05, ** p<0,01.

Figura 17. Analise das citocinas por Luminex das amostras dos pacientes no dia 3

Da mesma forma que foi feito na anélise do DO, os pacientes foram
agrupados em controles versus “‘com quadro séptico” e comparados entre si. As
citocinas que apresentaram diferenca estatisticamente significativa foram: IL-4, IP-10
(CXCL 10), IL-8 e IL-1 alfa com valor-p<0,05 (*) e E-selectina com valor-p<0,0001 (****)
(Figura 18). Para as outras citocinas analisadas sem/baixo valor estatistico, todos os

graficos se encontram compilados nas figuras suplementares 5a 7.
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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 gréafico representa um individuo e os dados foram representados em mediana e
intervalo interquartil, foi aplicado o teste de Mann-Whitney e encontramos altera¢gdes significativas em 5
citocinas: IL-4 (A), IP-10 (CXCL 10) (B), IL-8 (C) e, IL-1 alfa (D) com valores-p<0,05 (*) e E-selectina (E)
com valor-p<0,0001 (****) quando comparado entre os dois grupos com amostras obtidas no D3.

Figura 18. Analise das citocinas por Luminex das amostras dos pacientes com sepse e controle no dia 3

Como a Unica citocina a apresentar diferencas entre 0s 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 gréafico (Figura 19), apesar de uma tendéncia
de aumento na expressado desta citocina no grupo choque séptico em comparagdo com
0 grupo sepse, ndo foi detectada diferenca 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<0,17.
Figura 19. Analise das citocinas por Luminex das

amostras dos pacientes com sepse e choque
séptico no dia 7

Na sequéncia, fizemos uma analise de agrupamento ndo 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 andlise tinha como
objetivo saber se era possivel obter um perfil de citocinas que diferenciassem o0s
pacientes controles dos pacientes com quadro séptico e, mais importante,
diferenciasse os pacientes com choque séptico dos pacientes com sepse.

Com base nos niveis das citocinas, dois grandes subgrupos foram
formados (Figura 20). O subgrupo do “cluster” azul, com 18 pacientes no total,
apresentou um perfil de expressdo com menor nivel geral de citocinas e é enriquecido
de individuos controle: sdo 14 controles, dois pacientes com sepse e dois com choque
séptico. Ja o outro subgrupo, representado pela cor vermelha, apresentou um perfil
com maior nivel geral de citocinas e com 40 amostras no total. Destas amostras,
somente cinco sao de individuos controles e o restante é de pacientes com sepse (18)
ou com choque séptico (17). Embora visualmente e numericamente fica a impressao
de que os individuos controles e os com sepse podem ser agrupados pelo perfil de
citocinas plasmaticas, ndo foi encontrado uma diferenca estatisticamente significativa,
com valor-p igual a 0,678001. Além disso, infelizmente n&o foi possivel observar
separacdo obvia de pacientes com choque séptico dos com sepse pelo perfil de

expressao 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
gréfico pela cor azul e vermelha. Foi aplicado o teste exato de Fisher, com p<0,678001.

Figura 20. Heatmap da expresséo das citocinas obtidas das amostras dos grupos experimentais do
dia 0

3.8 Analise da expressao génica por gPCR
Para investigar o papel da necroptose em pacientes com sepse e

choque séptico, foi extraido o RNA das amostras de sangue periférico de todos os

grupos experimentais, posteriormente realizado a conversdo de RNA em cDNA e feito
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0 qPCR com os genes de interesse RIPK3 e MLKL. Para a normalizagao da expressao
destes genes, utilizamos a média geométrica de GAPDH e B-actina.

Como pode ser observado na figura 21A, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na expressao génica de RIPK3 das amostras do dia 0
quando comparamos 0 grupo com todos 0s 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 21B). Em relacao
a expressao de MLKL, também nédo ha diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos experimentais (Figuras 21C e 21D). O mesmo acontece quando realizada a
andlise do dia de coleta 3, em ambos os casos RIPK3 e MLKL n&do apresentaram
diferenca estatisticamente significativa entre o0s grupos experimentais (Figura

Suplementar 8).
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Andlise do dia 0 da expressdo génica de RIPK3 (A) e expressdo génica de MLKL (C)
agrupando os pacientes com sepse e choque séptico em um Unico grupo e comparando-0s
com os controles UTI. Analise do dia 0 da expresséo génica de RIPK3 (B) e expresséo génica
de MLKL (D) comparando os grupos os grupos controle UTI, sepse e choque séptico. A
expressdo dos genes de interesse foi normalizada pela média geométrica da expressao dos
genes de referéncia GAPDH e B-actina, também quantificados por gPCR. N&o encontramos
alteracdes significativas quando os grupos foram comparados.

Figura 21. Andlise da expressao génica por gPCR de RIPK3 e MLKL dos grupos experimentais
no dia 0
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3.9 Western blot para RIPK3 e MLKL

Além da quantificacdo dos transcritos de RIPK3 e MLKL, também
realizamos a expressao proteica destas moléculas, a fim de entender se ha variacéo
das mesmas entre 0s grupos experimentais. Para tanto, foi feita a extracao proteica de
lisados de PBMC e foram utilizados os anticorpos anti-RIPK3, anti-MLKL e, para
normalizagdo, anti-GAPDH, como exemplificado na figura 22A.

A andlise da expressao proteica de RIPK3 das amostras do dia O
ndo mostrou diferengas estatisticas quando comparamos 0 grupo controle versus o0s
pacientes com sepse e choque séptico agrupados (Figura 22B). Da mesma forma, ndo
foi vista diferenca de expressado quando os pacientes foram separados em grupos
controle, sepse e choque séptico (Figura 22D).

Quando analisamos MLKL, foi observada uma diferenca
estatisticamente significante quando comparado o grupo controle versus o0s pacientes
com choque séptico e também quando agrupados em quadro séptico (Figura 22C).
Esta diferenca existe principalmente pela diminuicdo de expressdo de MLKL no grupo
choque séptico quando comparado com o grupo controle (Figura 22E). Em ambas as
situacbes € possivel observar que pacientes com quadro séptico e pacientes com
sepse apresentam menor expressao de MLKL comparados com o grupo controle.
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Western blot para as proteinas de PBMC dos grupos controle, sepse e choque séptico (A).
Andlise da expressdo proteica de RIPK3 (B) e MLKL (C) agrupando os pacientes com
sepse e choque séptico em um U(nico grupo e comparando-os com os controles UTI.
Andlise da expresséo proteica de RIPK3 (D) e MLKL (E) comparando os grupos controle
UTI, sepse e choque séptico. A expressdo dos genes de interesse foi normalizada pela
razdo da expressdo do gene de referéncia GAPDH, também quantificados por western
blot. * p<0,05. **p<0,01.

Figura 22. Western blot de RIPK3 e MLKL dos grupos experimentais no dia 0
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A partir das amostras de plasma obtidas das coletas, decidimos

utiliza-las para analisar a concentracéo de RIPK3 plasmatico dos grupos experimentais

no dia 0. Quando agrupados em controle (controle saudavel e controle UTI) e sepse

(sepse e choque séptico), foi encontrada diferencas estatisticamente significativas

(Figura 23A). Também quando os grupos sdo separados, € possivel observar

diferencas entre os grupos de pacientes doentes dos grupos controles no dia 0 (Figura

23B).
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Amostras de plasma foram obtidas de coletas de sangue periférico dos grupos: controle saudavel,
controle UTI, sepse e choque séptico e analisadas o RIPK3 circulante através dos dados obtidos pelo
ensaio de ELISA. Cada ponto demonstrado no grafico representa um individuo e os dados foram
representados em mediana e intervalo interquartil e média e desvio padrdo, aplicado o teste de ANOVA
e Mann-Whitney e encontramos alteracdes significativas e valores-p correspondentes a *** p<0,001 e

**k 520,0001.

Figura 23. Andlise de RIPK3 circulante no plasma dos grupos experimentais no dia 0
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4 DISCUSSAO

O estudo incluiu coletas de sangue periférico dos individuos que se
deram inicio 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 saudavel, controle interno UTI (sem infeccéo), sepse e choque séptico. Dado
ao rigoroso controle e a excelente abordagem terapéutica para os pacientes internados
na UTI do Hospital Israelita Albert Einstein, o recrutamento dos pacientes foi bastante
cuidadoso e meticuloso para que se respeitasse 0s critérios estabelecidos na
categorizacdo dos grupos experimentais. Ao final deste periodo, foi possivel recrutar
100% do total de individuos previstos inicialmente, numero que foi estabelecido por
conveniéncia, como ja abordado anteriormente. Os nameros totais dos seguimentos
ndo foram atingidos por situacdes que ja haviam sido previstas no desenvolvimento do
projeto, e foi decorrente da alta hospitalar, dificuldade e restricdo de acesso venoso,
desisténcia de permanéncia no projeto e ébito. Curiosamente, nenhum dos pacientes
evoluiu de quadro entre controle UTI, sepse e choque séptico. Sendo assim, nao foi
preciso fazer a alocacdo dos mesmos para um grupo diferente do original.

As caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes
apresentaram algumas diferencas importantes. Por exemplo, existe uma diferenca
marcante de idade entre os individuos saudaveis e 0s grupos de sepse, choque séptico
e controle UTI. Isto ocorreu devido a uma dificuldade inicial de recrutamento dos
pacientes. Sendo assim, decidimos antecipar a inclusdo dos individuos saudaveis, o
que impediu um melhor pareamento (Tabela 4). Em retrospectiva, deveriamos ter
antecipado que Nn0SsS0S grupos experimentais iriam ser compostos de pessoas com
mais idade, pelo perfil da populagéo que utiliza os servigos da UTI da Instituicdo e fazer
uma busca por esta populacdo mais idosa para formacdo do grupo de controles
saudaveis. De qualquer forma, o grupo saudavel foi utilizado somente como validagéo
do grupo interno da UTI, que serviu como grupo controle primario.

Outro ponto importante € a diferenca dos sitios primarios de
infeccdo. Enquanto que nos pacientes com sepse a infeccdo € mais frequente no
pulmdo, nos casos de choque séptico ha uma maior prevaléncia das infecgbes
abdominais. Esta heterogeneidade pode ser um fator importante, pois diferentes
microrganismos podem induzir mecanismos de resposta diversos, aumentando risco de

viés de andlise. Ainda sobre os patégenos, € interessante notar que mesmo nesta
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coorte reduzida, houve uma maior frequéncia de infeccdo pela Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae, o que esta em acordo com o que é reportado na literatura."""
Como era de se esperar, dado que os sitios de infeccdo (bem como o agente
infeccioso) eram diferentes entre 0s grupos experimentais (Tabela 5), também foi
encontrada discrepancia na antibioticoterapia utilizada (p<0,009).

Em conjunto com a ressuscitacao fluidica adequada, a utilizagdo 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 a terapia antimicrobiana. Estes fatores sdo dependentes do
diagnéstico rapido de qual microrganismo € o efetor da infeccdo, e além disso um dos
fatores que contribui para a escolha e a dosagem do antibiético € a presenca da
disfuncdo organica.®®®® Especialmente em pacientes gravemente doentes o uso
simultaneo de muitos agentes farmacolégicos pode afetar significativamente a
farmacocinética e farmacodindmica da terapia antimicrobiana, o que pode ser
catastrofico para pacientes sépticos em estado critico, pois pode aumentar de forma
consideravel a mortalidade e a morbidade dos mesmos. E, portanto, importante
salientar a baixissima incidéncia de 6bito (Tabela 6), mesmo no grupo choque séptico,
0 que indica bom uso da antibioticoterapia e um excelente manejo destes pacientes na
Instituicdo. Estes resultados, comparados com os indices médios encontrados no Brasil
(37,5% em instituicbes privadas e 55% em instituicdes publicas) sdo fortes indicativos
de que ha uma oportunidade enorme para uma reducdo acentuada de O&bitos
decorrentes da sepse utilizando-se somente tratamentos ja existentes. Por outro lado,
por ndo existir uma quantidade maior de 6bitos, nao foi possivel utilizar este parametro
como variavel de desfecho, o que prejudicou algumas de nossas andlises que visavam
comparar os niveis de citocinas e de expressao de RIPK3 e MLKL entre os pacientes
sobreviventes e 0s que vieram a oObito.

Diversos parametros importantes estdo bastante equilibrados entre
0S grupos experimentais (sepse e choque séptico), tais como a idade, género, indice
de massa corporal, tipo de admissdo e comorbidades, além de quantidade de
cristaloides e fluidos infundidos, o que facilita a analise das variaveis explicativas. Além
disso, € importante ressaltar que este estudo tem como caracteristicas principais ser

prospectivo, piloto e um gerador de hipoteses. Estudos futuros para validagdo dos
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achados deste projeto deverdo obrigatoriamente ser realizados com grupos bem
maiores e mais pareados.

A partir dos hemogramas, pudemos fazer diversas andlises sobre a
composicao da série branca nos diferentes grupos analisados. Um dos parametros do
diagndstico clinico para um paciente com algum tipo de inflamacao e/ou infec¢ao é a
realizado pela contagem dos leucdcitos que apresentam alteracbes, exibindo
resultados com numeros dos leucdcitos totais maior que 12.000/mm?® ou menor que
4.000/mm2.""? Apesar de encontrarmos pacientes com sepse que apresentam estas
alteracdes, também foram encontrados pacientes no grupo controle com as mesmas
caracteristicas. E quando analisamos o numero dos leucdcitos totais entre 0s grupos
controle, sepse e choque séptico, seja no dia 0, 3 ou 7 ndo foi encontrada diferenca
estatistica (Figura 7). E possivel perceber visualmente uma tendéncia de diminuicéo
dos leucécitos totais nos pacientes com quadro séptico no dia 0, mas que, talvez pelo
baixo n ou pelas condicbes especificas do grupo de pacientes estudados, ndo nos
permite ter confianca estatistica para afirmar que existe diferenca entre 0s grupos.

Por outro lado, a reducdo da porcentagem e concentracdo dos
linfécitos observada nos grupos experimentais (Figura 8), sdo concordantes com
artigos ja publicados, que relatam uma diminuicdo desta populacdo em pacientes com
quadro séptico utilizando parametros de diagndstico de sepsis-1."52) Da mesma forma,
foi possivel observar um aumento da porcentagem de neutréfilos em pacientes com
quadro séptico. Este desbalanco de neutréfilos em pacientes sépticos podem estar
associados a mecanismos de maior resisténcia a morte celular desta populacéo,'™® o
gue pode contribuir para a alteracéo do perfil de liberacdo de citocinas, trazendo como
consequéncia um quadro mais inflamatério ao paciente.

Para avaliar a gravidade da enfermidade causada pela sepse,
inicialmente tentamos avaliar as concentracoes de PCR e procalcitonina, mas nao
conseguimos coletar dados suficientes de procalcitonina, por motivo de opc¢bes de
conduta médica durante o pedido e solicitagdo dos exames laboratoriais. Seguimos a
analise com os dados de PCR, e observamos na figura 6 a relacdo positiva dos
pacientes com quadro séptico quando comparados com o grupo controle. Apesar do
numero reduzido de coletas da PCR, nosso resultado confirma o que ja foi mostrado

e.") Qutro fato importante é que, mesmo com a diferenca na gravidade

anteriorment
da doenca, ndo encontramos alteracdes significativas no PCR quando comparado os

grupos de sepse versus choque séptico.
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Os resultados obtidos por citometria trouxeram dados novos e
importantes, que podem auxiliar no diagnéstico dos pacientes sépticos, caso estes
achados sejam validados em estudos com coortes maiores.

Os linfocitos B desempenham papéis imunorreguladores importantes
durante a fase inicial da doenga tais como células apresentadoras de antigenos e
também como células produtoras de citocinas.""” Foi mostrado em um estudo que
utilizou o critério de diagndéstico sepsis-1, que desde a admisséo, dia 3, dia 7, dia 14 e
dia 28 o numero absoluto de células CD19+ no sangue periférico foi significativamente
menor em pacientes com choque séptico quando comparados com doadores

SaUdé.VEiS.(176’177)

Além disso, foi demonstrado que os linfécitos B tem funcao
importante na producao de IL-10, auxiliando na inibicdo das citocinas pro-inflamatorias
e diminuindo as respostas inflamatérias que ocorre durante o processo séptico.'”® Em
nosso estudo nao observamos diferengas estatisticamente significativas nas
populacées de linfécitos B entre os grupos experimentais. Isso pode estar diretamente
correlacionado com o fato da IL-10 ndo ter apresentado diferenca estatistica em
nossos resultados, o que sera discutido posteriormente. Outro fato importante, € que é
possivel ver alguns pacientes outliers com niveis elevados de CD19+ no grafico 10-B.
Curiosamente, todos sao do sexo feminino, e no grupo do choque séptico, todos
possuem infeccdo abdominal (dados ndo mostrados). Nao € possivel afirmar que ha
correlacdo de fato entre estas caracteristicas e os numeros elevados de linfécitos B,
mas talvez seja uma possibilidade a ser analisada em estudos com coortes maiores.

Os resultados apresentados na figura 11 mostram que os linfocitos
CD3+, seja CD4+ ou CD8+, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes
entre 0s grupos, em termos de porcentagem. Este dado esta conflitante com o que foi
encontrado através do hemograma nos mesmos pacientes, que mostram uma queda
no namero de linfécitos em pacientes com sepse. Uma das possiveis explicacdes é
que o hemograma nao diferencia linfocitos T, B e células NKT, mas ainda temos
dificuldade em conciliar estes dados. De qualquer forma, estudos prévios mostram uma
menor quantidade de linfécitos CD3+ em pacientes sépticos quando comparados com
o grupo controle,**1%*179) o que parece estar mais alinhado com os resultados
encontrados neste projeto através do hemograma.

Células NKT séo células que possuem caracteristicas de células NK
e linfocitos T,!"®% apresentando marcadores presentes em ambas as populacdes. Sua

principal subpopulacdo expressa um TCR Va14i semi-invariante, que é responsavel
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pelo reconhecimento dos lipidios e glicolipidios apresentados por CD1d. Apesar de
possuirem TCR, sua participagdo durante uma resposta imune se assemelha mais as
células NK, ja que respondem prontamente ao estimulo, liberando quantidades
importantes de citocinas que sao relevantes para a modulacdo e a polarizacdo da
resposta adaptativa posterior.('®" Dependendo do contexto e do estimulo, as células
NKT podem assumir perfis de liberacdo de citocinas bastante distintos, secretando
tanto IFN-gama, TNF como IL-4."8""82) pouco, ou nada, se sabe sobre o envolvimento
das células NKT no estabelecimento, gravidade ou progressdo do quadro séptico em
humanos. Foram encontradas até o momento evidéncias que as NKTs possam estar
envolvidas em processos semelhantes advém de um estudo que correlaciona o
aumento da proporcdo das células NKT CD4+ em pacientes com trauma quando

comparados com os individuos saudaveis!'®)

e gue ndo ha diferenca estatistica
significante entre as células NKTs circulantes no sangue periférico de pacientes com
sepse grave comparados com O grupo controle nas primeiras 24 horas de
internacdo.® Em nosso estudo, detectamos uma alteracdo na porcentagem de
células NKT, principalmente NKT CD4+ em pacientes com sepse (Figuras 12F e 12I).
O aumento da propor¢do destas células talvez possa ser utilizado ndo somente como
um marcador celular de um quadro séptico, mas também como apontar para um
possivel mecanismo presente na fisiopatologia desta doenca. Entendemos que uma
analise mais aprofundada sobre esta populacdo deva ser alvo de futuros estudos em
sepse.

Outro possivel relevante resultado em nosso estudo é em relacéo a
células NK (Figura 13), que reforcam os estudos anteriores que mostram uma reducao

desta populacao (18186

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-1, infectados por bactérias Gram-negativas, foi relatado um aumento
de NK em porcentagem das células sanguineas assim como uma melhora na
sobrevida dos pacientes.“sg) 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 infeccdo de bactérias Gram-negativas, o que poderia explicar
esta discrepancia entre os estudos.'® Em geral, no nosso estudo, as células NK

foram importantes diferenciadores do perfil séptico, em especifico as NK
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CD56+°MCD16+"9" que apresentou p<0,001 entre controle versus choque séptico e
p<0,05 entre sepse versus choque séptico.

Em relacdo a populacdo de mondcitos (Figura 14), foram detectadas
diferencas entre os grupos controle versus choque séptico, sendo que esta diferenca &
explicada principalmente pela subpopulacdo de mondcitos classicos, ja que ndo houve
valor estatistico significativo com os mondcitos intermediarios. Nao foi encontrada
diferenca entre os grupos choque séptico e sepse, nem entre sepse e controle, apesar
de visualmente notarmos uma tendéncia, talvez pelo baixo ndamero amostral.
Interessantemente, estes resultados estdo em parcial concordancia com um estudo
anterior, que mostrou que em quadro de sepse com inflamacao aguda, os mondécitos
nao classicos e intermediarios aumentam em porcentagem e ha uma menor
porcentagem dos mondcitos classicos. ("%

As citocinas sdo caracterizadas por uma classe funcional de
pequenos mediadores proteicos com baixo peso molecular (aproximadamente <40
kDa), que sao liberados para promover a ativacdo e diferenciacdo da resposta
imune."™) A interacdo de antigenos bacterianos e a ativacdo da resposta imune
desencadeiam uma liberagc&o inicial de citocinas e quimiocinas durante a infeccéo,
auxiliando a depuracdo de patdgenos invasores através de uma ativacdo subsequente
da resposta imune inata e/ou adaptativa.“*'%? Normalmente, no inicio da infeccdo ha
uma producdo aumentada de citocinas pré-inflamatérias, como fator de necrose
tumoral (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6), IL-1, IL-2, IL-8 e IFN-y.("® Curiosamente, a
Unica citocina que nossos pacientes com sepse e choque séptico apresentaram no dia
0 (primeiras 24 horas), de forma coincidente as citocinas acima citadas foi a IL-
1G.(194’195)

A IL-1 tem duas formas pré-inflamatérias principais, IL-1a e IL-1,
que sdo centrais para as respostas do hospedeiro frente & infeccao.'%'%) A pro-IL-1B
€@ uma citocina inflamatéria que é canonicamente clivada e, portanto, ativada pela
caspase-1, sendo assim relacionada a presenca de caspases ativas, formagcédo de
inflamassoma (canbnico ou ndo-candnico) e frequentemente morte celular por

pirOptOSE.(109’157’198)

Como ja mencionado anteriormente, IL-13 n&o apresentou
diferenca significativa entre os grupos do nosso estudo, embora ja tenha sido
associada a uma reposta pro-inflamatéria exacerbada e sepse em outros
trabalhos.'%1%) por outro lado, a IL-1a ndo requer clivagem por caspases para ser

ativada, pois ja € produzida em sua forma ativa, sendo sua regulacdo a nivel
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transcripcional e/ou traducional®®?

Curiosamente, a necroptose, em modelos
experimentais, mostrou ser um tipo de morte capaz de liberar IL-1a sem a liberacéo de
IL-1B,@°Y diferentemente da piroptose, onde ha uma producdo de ambas citocinas.%?
Em nosso estudo, a IL-1a esta aumentada nos grupos de pacientes com sepse e
choque séptico, seja no dia 0 ou no dia 3, 0 que poderia indicar que este tipo de morte
celular pode estar acontecendo em nossos pacientes durante estes dias.

Como mostrado na quantificacdo das citocinas por Luminex, nas
figuras 15 e 16, 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 individuos controle. A IL-4 é uma citocina anti-inflamatéria conhecida por ter
funcdes imunorreguladoras, participando na regulacdo da proliferacdo e diferenciacao
de diversos tipos de celulares: células T ativadas, mastocitos, eosindfilos e
basofilos.?®® Para ilustrar a sua participacdo na resposta imune, ela é importante para

204-208) nromovendo sua

maturacdo e aumento da imunogenicidade das células T CD4* )
diferenciacéo para um perfil Th2.%°” Além disso, a IL-4 influi na secre¢éo de citocinas
anti-inflamatérias causando a diminuicdo de citocinas pro-inflamatérias derivadas de
mastécitos.?®® Em sepse, um estudo relatou que os niveis plasmaticos de IL-4 em
pacientes sépticos no dia da admissdo quando quantificados ndo diferiram entre
sobreviventes e ndo sobreviventes.?®® Como houve um Unico paciente que foi a 6bito
em nosso estudo, ndo foi possivel fazer este mesmo tipo de analise Porém, sabendo-
se que o quadro de sepse também pode induzir a producdo de citocinas anti-
inflamatdrias (que podem inclusive levar a um quadro de imunossupressao expressivo
nestes pacientes) ndao é totalmente inesperado que tal citocina esteja aumentada
nestes pacientes em comparagao 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 relacdo positiva de IL-4 e a
imunossupressdo em pacientes com choque séptico.?'%?"") |nteressante, porém, é o
fato que esta citocina em nossa coorte ja esta elevada desde o inicio do diagnaéstico,
mesmo em pacientes menos graves (sem choque), 0 que sugere que 0S mecanismos
de contrabalanco entram em acdo em um momento mais precoce do que se pensava.
Em relacdo a necroptose, ha relatos que a infecgcdo hepatica induz necroptose de
células de Kupffer, que estimulam os hepatécitos a liberarem IL-33 e, assim,

aumentarem a producéo de IL-4 em basdfilos.®?
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A lesao tecidual associada a infec¢des bacterianas é resultante, em
parte, da infiltracdo de leucdcitos recrutados por mediadores locais para o local da
infeccdo, sendo que um grupo de mediadores importantes neste recrutamento sao as
quimiocinas. S&o caracterizadas por pequenas moléculas quimiotaticas, que sao
capazes de atrair e ativar os leucécitos nos tecidos durante a resposta inflamatéria®'®
A quimiocina chamada de proteina inflamatéria de macréfagos-13 (MIP-13) tém papel
potencialmente importante no desenvolvimento de respostas inflamatdrias durante a
infeccdo por meio do recrutamento de células mononucleares para locais de
inflamacé&o, modulando a producdo de citocinas e mediando sinais encontrados na
SIRS, como a febre.??'® Sua expressdo é advinda das células hematopoiéticas e
fibroblastos, sendo induzida por endotoxina, IL-1 e TNF-a. As respostas inflamatérias
desencadeadas pela MIP-18 atraem células T auxiliares do fendtipo naive
(CD45RA).#'® Além de modular as respostas inflamatérias das citocinas e o trafego
celular, as moléculas de MIP-13 tém papel importante nas doencas infecciosas. O
receptor celular para MIP-1B, CCR5, demonstrou ser um co-receptor obrigatorio para a

S.(217’218) Em um

entrada do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) em macréfago
estudo que foram analisadas 17 citocinas em 30 pacientes com sepse, foi observada
uma associacgao positiva entre SOFA e MIP-1 no dia 1 de diagnéstico e, nos primeiros
trés dias, os niveis de MIP-1B estavam elevados.®'® Fato importante é que essa
guimiocina se mostrou relevante durante a avaliacdo em nossos pacientes no dia 0
(Figura 15), o que parece corroborar os dados ja publicados, reforcando a possibilidade
de que MIP-1B3 possa ser utilizada como um biomarcador durante a fisiopatologia da
sepse.

Como abordado anteriormente, a fisiopatologia da sepse esta
associada ao recrutamento de leucocitos da corrente sanguinea para o espaco extra
vascular, sendo necessario para um melhor manejo de uma resposta inflamatoria a
lesdo ou infeccdo.®?'®) Estudos mostraram que varias citocinas, quimiocinas e
moléculas de adesado sdo essenciais para esse processo.‘zzo) Uma das fases iniciais da
cascata de adesdo, chamada de rolamento leucocitario, € mediada por membros da
familia da selectina: L-selectina, P-selectina, E-selectina e adesao pela molécula de
adesdo intercelular-1 (ICAM-1).??" A E-selectina tem sua expressdo fortemente
regulada positivamente pelas citocinas inflamatérias TNF-a e IL-13. A E-selectina é
considerada a mais importante selectina para o trafego celular em locais de inflamacéo

em humanos, sua atividade retarda o rolamento de leucécitos para velocidades mais
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baixas favorecendo a subsequente adesdo de leucécitos, desempenhando um papel
significativo na fisiopatologia do paciente séptico.?*? Interessante enfatizar que a E-
selectina pode ser encontrada em niveis baixos, de forma basal, mesmo na auséncia

(223

de processos inflamatérios.®®® Isto vai ao encontro de que nossos pacientes controles

tanto internos da UTI quanto saudaveis mostrarem a expressao de tal molécula. Ja os

222) 3ssim como 0s

pacientes que apresentam bacteremia mostram valores elevados.'
individuos com quadro séptico em nosso estudo (Figura 15). Vale ressaltar que entre
os principais membros da familia 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 ndo foi incluida em
nossa analise).

Outro fato importante € que as quimiocinas podem ser
subclassificadas em quatro grupos principais, através do niumero e espacamento de
cisteinas conservadas, sendo elas: CXC, CC, C e CX3C. A IL-8 pertence a familia das
guimiocinas Cisteina X Cisteina (CXC), que tem a sequéncia de acidos Glutamico-
Leucina-Arginina (ELR), € um dos principais mediadores da resposta inflamatdria tendo
comsua principal funcdo a inducdo de quimiotaxia em suas células-alvo,
especialmente os neutréfilos.®?? Portanto, esta citocina é descrita na literatura como
fator quimiotatico de neutrofilos. Sua relevancia no quadro séptico vem sendo indicado
como o fator mais preditivo para a morte desses pacientes. Em um destes estudos,
além de altos niveis de IL-8, foi observada uma associac@o positiva significativa entre
os niveis de MCP-1 e MIP-1B nos primeiros trés dias da sepse.?'® Vvale, portanto,
pontuar, que apesar de ndo termos condi¢cbes de medir a associacao da IL-8 com risco
de 6bito em nossa coorte, esta quimiocina foi a Unica molécula investigada que
apresentou diferenca de expresséo entre os grupos sepse e choque séptico no dia 03,
apontando para sua correlacdo com a gravidade da doenca (Figura 17). Nao foi
observada diferenca entre os pacientes nestes dois grupos no Dia 07, apesar de
conseguirmos enxergar um discreto (e nao estatisticamente significativo) aumento no
grupo choque séptico. Esta falta de significaAncia estatistica pode ser resultado da
inexisténcia de diferenca entre os dois grupos ou um numero amostral reduzido
(somente 19 amostras, divididas entre os grupos).

A quimiocina CXCL-10, ou também conhecida como IP-10, é
produzida durante periodos de infeccdo e inflamacdo em resposta a interferons tipo | e

tipo 11.%2>%226) O CXCL10 ativa 0 CXCR3, que é um receptor de quimiocinas acoplado a
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proteina G, um relevante regulador do trafico de linfocitos T natural killer (NKT) e T
helper (Thl) que podem ser encontradas em PBMC.*?” Recentemente, foi proposto
um papel para a ativacdo do CXCR3 na patogénese da sepse grave.????9 Em
comparacdo com camundongos do tipo selvagem, camundongos deficientes em
CXCRS3 apresentam menor producdo sistémica de citocinas, atenuando a disfuncao
fisiologica e melhoram a sobrevida durante a sepse grave causada por ligadura e

228) Em modelos murinos altas concentracdes de CXCL10 estdo

puncao do ceco (CLP).!
presentes no liquido de lavagem peritoneal e plasma durante choque séptico induzido
por CLP e se correlaciona com o desenvolvimento de disfuncédo fisiolégica e
mortalidade.®® O mesmo é encontrado em pacientes humanos, quando altos niveis
de concentracdes plasmaticas € correlacionada com a sepse e o choque séptico, tanto
em adultos como em recém-nascidos.®%%3" Os resultados CXCL10 e IL-8 de nossos
pacientes reforcam a ideia existente que os mesmos podem ser biomarcadores uteis
na fisiopatologia da sepse humana e, talvez, possiveis alvos de intervencao
terapéutica.

Na tentativa de conseguir utilizar o perfil de secrecéo de citocinas de
forma global, e ndo somente analisando-as individualmente, realizamos uma andlise de
agrupamento ndo enviesado utilizando a expressdo de todas as citocinas. Como
mostra a figura 20, o grupo de pacientes se separa do grupo de pacientes controle,
mas as analises estatisticas ndo nos permitem afirmar com confianca que € possivel
usar esta andlise para segregar os individuos nestes dois grupos. Acreditamos que
com um maior numero amostral seria possivel encontrar diferenca significativa entre os
dois grupos, ja que a segregacdo entre 0s mesmos € visualmente bastante clara. Por
outro lado, nado 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 importancia das moléculas de RIPK3 e
MLKL (portanto, provavelmente a via de necroptose) na gravidade e letalidade do
quadro séptico ja foi fartamente documentada.(**1%%1%®) Além disso, ja foi demonstrado
que a inflamacdo excessiva contribui para a depuragdo bacteriana de S. aureus
defeituosa exibida por camundongos deficientes na expressdo de MLKL (MLKL™).??9
Neste estudo, foi observado que depois do dia 5 de infeccdo, os camundongos MLKL™
tinham significativamente mais neutréfilos, macrofagos e células T yd recrutadas que

camundongos selvagens no local da infeccdo. Além disso, no dia seguinte a infeccao,



70

camundongos MLKL™ apresentaram significativa expressao da citocina IP-10 / CXCL10
derivadas de células T.

Baseado nestes resultados, tornou-se imperativo o estudo da
relevancia da via de necroptose na sepse e no choque séptico em humanos. Sendo
assim, este trabalho teve como um dos seus focos principais a avaliacdo dos niveis de
RIPK3 e MLKL nas células do sangue periférico de pacientes com esta enfermidade.

Os dados que avaliam a expressdo de RIPK3 e MLKL, tanto por
western blot (Figura 22) quanto por gPCR (Figura 21), nos mostraram resultados contra
intuitivos se comparado com o que ja foi publicado anteriormente. Como j& abordado
anteriormente na secdo de introducdo, existem poucas evidéncias que foram
publicadas durante o periodo deste projeto, que avaliaram em pacientes sépticos a

e.18+167) curiosamente todos eles utilizaram a

relacdo de RIPK3 e MLKL com seps
técnica de ELISA para os estudos. Para o critério de diagnostico somente um estudo
utilizou o sepsis-3"%" mas, indiferentemente da forma escolhida para o critério de
diagnéstico, o resultado encontrado foi 0 mesmo. Todos apresentaram uma relacéo
positiva de niveis mais altos de RIPK3 ou MLKL em pacientes com o quadro séptico,
sendo que estes niveis se correlacionam fortemente com progndstico, gravidade e
mortalidade dos pacientes.!'%41¢"

Também fizemos o mesmo experimento utilizando o kit de ELISA
para detectar RIPK3 plasmatico e, de fato, em pacientes sépticos ha uma maior
concentracéo 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 ndo diretamente nas células. Como a proteina
RIPK3 e MLKL néo sao normalmente secretadas, colocamos a prova e com o intuito de
validar estes achados, quantificando RIPK3 e MLKL diretamente na fragao celular.

Quando analisamos os dados gerados por qPCR de RIPK3 nos
surpreendeu o fato de que ndo havia associagao significativa de maior expressao nos
pacientes sépticos quando comparados com 0s pacientes controles (Figura 21B). Os
mesmos resultados foram observados quando analisamos o gPCR de MLKL (Figura
21D). O que nos chamou a atencédo foi observar que no grafico podemos observar
alguns outliers nos resultados de RIPK3 nos pacientes sépticos. Estes outliers que
apresentaram maior expressao de RIPK3, quando foram identificados individualmente,
todos tiveram o mesmo tipo de infecgéo, que foi a pneumonia. De forma semelhante,

0s outliers que podem ser visualizados nos pacientes sépticos no grafico de expressao
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proteica por western blot de MLKL (Figura 22E), também apresentaram pneumonia, 0
gue sugere que possa ser um subgrupo interessante de avaliar em novos estudos.
Exceto esta variavel ndo foi possivel rastrear outra caracteristica 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
qgue pode ter interferido de forma consideravel em nossos resultados. Nao observamos
diferenca estatistica significativa entre os grupos experimentais com o0 gene RIPK3,
corroborando os dados encontrados por gPCR. Por outro lado, MLKL apresentou
diferenca estatisticamente significante quando comparado o grupo controle versus 0s
pacientes seépticos. Diferenca esta que existe principalmente pela diminuicdo de
expressdo de MLKL. Esses dados sugerem que em nossa coorte, de alguma forma
ainda ndo compreensivel, a necroptose pode estar sendo modulada e até mesmo
inibida nos pacientes sépticos quando comparado com 0s pacientes controles.

Uma das possibilidades aventadas seria que em pacientes com
sepse ou choque séptico, as células mais sensiveis a este tipo de morte celular (com
maior expressdo destas moléculas) morrem. Neste caso, as células com baixa
expressdo seriam mais prevalentes nos pacientes com quadro séptico do que nos
individuos controle. Isto também poderia explicar porgue nos artigos ja publicados seria
possivel ver um aumento de RIPK3 e MLKL plasmatico.

Outra possibilidade é que a diferenca estatistica encontrada ndo se
sustente em coortes maiores. Seria forgoso, portanto, concluir que, ao olhar para o
conjunto total de células, o aumento ou diminuicdo de RIPK3 e MLKL seja
experimentalmente imperceptivel e que a averiguagdo dos niveis de ativacdo destas
moléculas seja mais importante do que seus niveis de expressao. Infelizmente, ao
testar os anticorpos contra as versdes fosforiladas destas moléculas ndo obtivemos
sucesso em sua visualizacdo, talvez pelos niveis 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 esta ativa em pacientes com sepse ou choque séptico. Mesmo
0s artigos que mostram um aumento de RIPK3 e MLKL circulantes ndo respondem
diretamente esta questdo, jA que a liberacdo destas moléculas pode ocorrer por
diferentes tipos de morte celular necroticas.
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Sendo assim, a relevancia desta via para a progresséo e gravidade
de sepse ainda é incerta em seres humanos, apesar de evidéncias fortes em modelos
animais sugerirem o mesmo. Ha, portanto, ainda a necessidade de estudos mais

aprofundados para entender a real relacdo da necroptose e a sepse em humanos.
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5 CONCLUSOES

1. Nao foi possivel identificar uma relacéo clara entre os niveis de
MLKL e ou RIPK3 e a presenca ou ndo de sepse, apesar de um indicativo que MLKL
pode estar reduzido em pacientes com quadro séptico em relagéo ao grupo controle;

2. Em nossa coorte, os niveis de expressao de RIPK3 ou MLKL néo
séo preditivos do grau de gravidade da doenca (sepse versus choque séptico);

3. Como houve somente um Obito de paciente durante o tempo do
projeto, ndo foi possivel fazer as andlises entre os niveis de RIPK3 e MLKL e este
desfecho clinico;

3. Foram encontradas diferencas nas concentracdes plasmaticas de
IL-4, IP-10 (CXCL 10), IL-8, MIP-1 beta, IL-1 alfa e E-selectina entre 0s grupos sepse e
choque séptico e os grupos controles saudaveis e controles internos da UTI;

4. A analise por imunofenotipagem indicou que as porcentagens de
células NKT, células NK e mondcitos tem o potencial de serem utilizados como

biomarcadores de sepse e/ou choque séptico.
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6 ANEXOS

Anexo 1. Formularios eletrénicos Research Electronic Data Capture (REDCap®)

Confidential

Dados Demograficos

Record ID

Avaliagdo da Via da Necroptose em Pacientes com Sepse
Page 1 of 27

INCLUSAO

Data de Inclusdo
Data de Admissdo no Hospital

Local do Paciente

Data de Admissdo na Semi-Intensiva

Data de Admissdo na UTI
Data de Inicio da Sepse

Procedéncia

Q Ala

QO Semi-Intensiva
uTl

QO Unidade de Pronto Atendimento

O Ala

QO Semi-Intensiva

QO Nicleo Assistencial / Consultério HIAE

QO Consultério Externo
QO Centro Cirdrgico
O Hemodindmica / RAVA
O MDP
Q Outros
Outra Procedéncia
Unidade de Pronto Atendimento QO Morumbi
Q Alphaville
Q Ibirapuera
QO Perdizes
QO Klabin
QO Oncologia
Cédigo Amarelo? OSim QO Néo
Diagnéstico QO Sepse
O Choque Séptico
DADOS DEMOGRAFICOS
Prontudrio
Passagem
Data de Nascimento
Idade
(Anos)
Sexo O Masculino O Feminino

05-02-2018 16:44
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Peso

Altura

Raga

Tipo de Admissao
Tipo de Cirurgia

Sitio da Cirurgia

Outra cirurgia

05-02-2018 16:44
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Page 2 of 27

(Kilogramas)

(Centimetros)

Q Negra
QO Branca
Q Oriental
Q Parda

Q Cirtrgica QO Clinica

O Eletiva
O Urgéncia
QO Emergéncia

Q Cirurgia Abdominal
QO Cirurgia Toracica
Q Cirurgia Vascular
Q Transplante

Q Cirurgia Ortopédica
QO Cirurgia Ginecolégica ou Obstétrica
QO Neurocirurgia

Q Cirurgia Cardiaca
Q Cirurgia do Trauma
Q Cirurgia Urolégica
O Cabeca e Pescogo
Q Outros

www.projectredcap.org ﬁEDCap‘
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Page 3 of 27

Motivo Clinico da Internagéo O Monitorizagao
(em caso de mais de um motivo, marque o mais O Choque Hipovolémico Nao-Hemorrégico
relevante) O Choque Hemorragico
O Choque Cardiogénico
O Choque Séptico
O Choque Anafildtico
O Choque Misto ou Indefinido
QO Arritmia Cardfaca
QO Sindrome Coronariana Aguda
Q Crise Hipertensiva
QO ICC Aguda sem Choque
O Rebaixamento do Nivel de Consciéncia
Q Convulsdo
QO Hipertensdo Intra-Craniana
O AVC Isquémico
O AVC Hemorrégico
QO Hemorragia Subaracnoidea
QO Insuficiéncia Renal Aguda Pré-Renal
QO Insuficiéncia Renal Aguda Pés-Renal
QO Insuficiéncia Renal Aguda Renal
QO Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo
QO Exacerbagdo de Doenga Pulmonar Crénica
(qualquer)
Q Insuficiéncia Hepética Aguda
O Abdome Agudo
QO Pancreatite
QO Sindrome Hemorragica / CIVD
O Hemoblise Grave
O Distdrbio Acido-Base ou Hidroeletrolitico
QO Hipotermia ou Hipertermia
Q Hipoglicemia ou Hiperglicemia
QO Sepse
Q Outros

Co-Morbidades [J Nenhuma
[ Hipertensdo Arterial
[ Insuficiéncia Cardiaca
[ Diabetes Mellitus
[ Insuficiéncia Renal Cronica
[J Cirrose Hepética
[J bPOC
[J Cancer
[ Doenga Neuromuscular
O AIDS
[J Transplantado Prévio
[J Imunossupressao
[ Desnutrigdo Grave
[ Etilismo
[ Outra

Qutra Co-Morbidade

Classe Funcional da ICC QO NYHAI
O NYHAIl
O NYHAIII
QO NYHA IV

Tratamento Diabetes Mellitus O Nenhum
QO Hipoglicemiante Oral
Q Insulina

Tratamento da Insuficiéncia Renal Cronica O Conservador O Hemodiélise

05-02-2018 16:44 www projectredcap.org QEDCap‘
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Estagio do Cancer

Tipo de Céancer

Outro Tipo de Cancer

Tipo de Doenga Neuromuscular

Tipo de Imunossupressdo

QO Atual Localizado
QO Atual Metastético
Q Prévio (tratado com sucesso)

[ Sistema Nervoso Central
[ Cabega e Pescogo
[ Pulméo

[J Estémago

[ Figado

[J Rim

[J Mama

[ Préstata

[ Colén

[J Pancreas

[ Bexiga

[ Hematoldgico

[J Mdsculo-esquelético
[ Outro

QO Sindrome de Guillain-Barre
QO Esclerose Mdltipla

Q Esclerose Lateral Amiotréfica
(O Miastenia Gravis

Q Outro

Q Corticéide
QO Quimioterapia
QO Outros

Page 4 of 27

DADOS DA INFECCAO

Foco Infeccioso

Infecgdo de Corrente Sangufnea

Outro Foco Infeccioso

Tipo de Infecgdo

Infeccdo Comprovada Biologicamente por Cultura

Data e Hora da Confirmacgdo Microbiolégica

05-02-2018 16:44

QO Pneumonia

Q Infecgdo Urinéria Baixa

QO Pielonefrite

QO Infecgdo Abdominal Aguda
QO Meningite

QO Peles / Partes Moles

QO Infecgdo Ossea / Articular

QO Infecgdo de Ferida Operatéria

Q Infecgdo de Corrente Sanguinea

QO Endocardite
QO Infecgéo de Prétese
QO Outras

QO Esponténea
QO Relacionada a Cateter Central
Q Associada a Cateter Central

QO Comunitéria
QO Nosocomial

QO Relacionada a Assisténcia em Salide

Osim O Nso

www.projectredcap.org

fEDCap
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Page 5 of 27

ESCORES PROGNOSTICOS

Valor do SAPS Ili

qSOFA Prévio ou no Dia do Diagnéstico [J Nenhum
[ Pressdo Arterial Sistélica <= 100 mmHg
[ Frequéncia Respiratéria = 22 mpm
[0 Alteracdo do Nivel de Consciéncia (Glasgow <

15)

DISFUNGAO ORGANICA NA INCLUSAO
Disfungdo Organica Presente? QOSim Q Néo
(considerar o momento do diagnéstico e que ndo
esteja relacionado ao local da infecgdo e que ndo
seja secundério a uma doenca cronica)
(ATENCAQ: disfungdo respiratéria deve ser
considerada mesmo em casos de infec¢do
respiratéria)
Data e Hora da Primeira Disfungdo Organica

Sim N&o
Pressdo Arterial Sistélica < 90 O O
mmHg
Pressdo Arterial Média < 65 O O
mmHg
Queda da Pressdo Arterial O O
Sistélica > 40 mmHg
Bilirrubina Total > 2 mg/dL O O
Lactato > 2 mmol/L (18 mg/dL) O O
Plaquetas < 100.000 O O
Creatinina > 2 mg/dL O O
Diurese < 0.5 ml/kg/h nas @) O
(ltimas 2 horas
INR > 1.5 O O
TTPa > 60 segundos @) O
Infiltrado Pulmonar Bilateral O O
Recente e Pa02 / Fi02 < 300
Infiltrado Pulmonar Bilateral @] O

Recente e Necessidade de
Oxigénio para manter Sp02 >
90%

Maior Necessidade de Oxigénio
Alteragdo do Nivel de

mgncia

(ONON®)
(ONON®)

05-02-2018 16:44 www projectredcap.org QEDCap‘
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SOFA Respiratério

SOFA Sistema Nervoso Central

SOFA Cardiovascular

SOFA Hepdtico

SOFA Coagulagao

SOFA Renal

Evolugdo para Choque Séptico

Suporte Necessario Antes da Admissdo a UTI

79

Page 6 of 27

QO Pa02 / Fi02 > 400
QO Pa02 / Fi02 < 400
QO Pa02 / Fi02 < 300
QO Pa02 / Fi02 < 200 e Ventilagdo Mecanica
(O Pa02 / Fi02 < 100 e Ventilagdo Mecanica

QO Glasgow 15

QO Glasgow 13 - 14
QO Glasgow 10 - 12
QO Glasgow 6 - 9
QO Glasgow < 6

(O Sem Hipotensdo

Q Pressdo Arterial Média < 70 mmHg

QO Dopamina = 5 ug/kg/min ou Dobutamina (qualquer
dose)

QO Dopamina > 5 ug/kg/min ou Noradrenalina < 0.1
ug/kg/min ou Adrenalina =< 0.1 ug/kg/min

O Dopamina > 15 ug/kg/min ou Noradrenalina > 0.1
ug/kg/min ou Adrenalina > 0.1 ug/kg/min

Q Bilirrubina < 1.2 mg/dL

Q Bilirrubina 1.2 - 1.9 mg/dL
Q Bilirrubina 2.0 - 5.9 mg/dL
Q Bilirrubina 6.0 - 11.9 mg/dL
QO Bilirrubina > 12.0 mg/dL

QO Plaqueta > 150.000

QO Plaqueta 100.000 - 149.000
QO Plaqueta 50.000 - 99.000
Q Plaqueta 20.000 - 49.000
QO Plaqueta < 20.000

Q Creatinina < 1.2 mg/dL

QO Creatinina 1.2 - 1.9 mg/dL

Q Creatinina 2.0 - 3.4 mg/dL

Q Creatinina 3.5 - 4.9 mg/dL ou Débito Urindrio <
500 ml/dia

Q Creatinina > 5.0 mg/dL ou Débito Urindrio < 200
mi/dia

O Sim QO Nao
O Reanimagdo Cardio-Pulmonar

QO Droga Vasoativa
QO Ventilagdo Invasiva

O Nenhum
EXAMES LABORATORIAIS
Lactato Coletado OSim Q Néo
Data e Hora do Primeiro Lactato Coletado
Valor do Primeiro Lactato

(mg/dL)
Data e Hora do Segundo Lactato Coletado
Valor do Segundo Lactato

(mg/dL)

05-02-2018 16:44
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Confidential
Page 7 of 27
Clearance do Lactato
Culturas Coletadas QSim QO Néao
Momento de Coleta das Culturas QO Antes do Inicio do Antibiético
QO Apbs o Infcio do Antibiético
Tipo de Cultura [J Hemocultura
[J Secregédo Traqueal
[J Liquor
[ Urina
[ Outra

Data e Hora da Primeira Hemocultura

Resultado da Primeira Hemocultura

(Colocar "Negativa" se nenhum germe)

Data e Hora da Segunda Hemocultura

Resultado da Segunda Hemocultura

(Colocar "Negativa" se nenhum germe)

Data e Hora da Cultura de Secre¢do Traqueal

Resultado da Cultura de Secregdo Traqueal

(Colocar "Negativa" se nenhum germe)

Data e Hora da Cultura de Liquor

Resultado da Cultura de Liquor

(Colocar "Negativa" se nenhum germe)

Data e Hora da Cultura de Urina

Resultado da Cultura de Urina

(Colocar "Negativa" se nenhum germe)

Qutro Tipo de Cultura (Material)

Data e Hora do Qutro Tipo de Cultura

Resultado do Outro Tipo de Cultura

(Colocar "Negativa" se nenhum germe)

05-02-2018 16:44 www projectredcap.org QEDCap‘
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Confidential
Avaliagdo da Via da Necroptose em Pacientes com Sepse
Page 8 of 27

Tratamento Inicial

INICIO DO TRATAMENTO

Coletado Pacote Sepse OSim (Q Néo

Momento de Abertura do Protocolo

ANTIBIOTICOTERAPIA

Recebia Antibiético Antes da Sepse

oS
Nimero de Antibiéticos Recebidos Antes do O1
Diagnéstico 02
O3
Q4

Antibiético Recebido Antes da Sepse (1)

Data e Hora de Inicio do Antibidtico 1

Antibiético Recebido Antes da Sepse (2)

Data e Hora de Inicio do Antibidtico 2

Antibi6tico Recebido Antes da Sepse (3)

Data e Hora de Inicio do Antibidtico 3

Antibiético Recebido Antes da Sepse (4)

Data e Hora de Inicio do Antibidtico 4

Recebeu Antibiético no Momento do Diagnéstico de
Sepse

O
Nimero de Antibiéticos Recebidos no Momento do o1
Diagnéstico de Sepse (@)
O3
Q4

Antibiético Recebido no Momento do Diagnéstico de
Sepse (1)

Data e Hora de Inicio do Antibiético 1

Antibiético Recebido no Momento do Diagnéstico de
Sepse (2)

Data e Hora de Inicio do Antibidtico 2

Antibiético Recebido no Momento do Diagnéstico de
Sepse (3)

Data e Hora de Inicio do Antibidtico 3

05-02-2018 16:44 www.projectredcap.org QE DCa p
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Antibiético Recebido no Momento do Diagnéstico de
Sepse (4)

Data e Hora de Inicio do Antibidtico 4
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Page 9 of 27

TRATAMENTO DA HIPOTENSAO
O Paciente Apresentava Hipotensdo

Tipo de Hipotensdo

O Paciente Apresentava Lactato Inicial = 20 mg/dL
Recebeu > 30 ml/kg de Cristal6ide ou Equivalente em
Coléide

Total de Fluido Recebido na Ressuscitagao Inicial
Inicio da Primeira Infusdo Volémica

Manutengdo da Pressdo Arterial Média = 65 mmHg
Ap6s Ressuscitagao Inicial

Necessidade de Vasopressor

Tipo de Vasopressor

Dose de Dopamina no Momento da Inclusdo
Dose de Dobutamina no Momento da Inclusdo
Dose de Noradrenalina no Momento da Inclusdo
Dose de Vasopressina no Momento da Inclusdo
Dose de Adrenalina no Momento da Incluséo

Manutengdo da Pressao Arterial Média = 65 mmHg
Apés 6 Horas

05-02-2018 16:44

OSim QO Nédo

[ Pressdo Arterial Sistélica < 90 mmHg

[] Pressao Arterial Média < 65 mmHg

[ Queda na Presséo Arterial Sistélica > 40 mmHg
O Sim QO Nao

O Sim O Nao

(Mililitros)

QO Sim QO Néao

Osim O Nio

[J Dopamina

[] Dobutamina
[ Noradrenalina
[ Vasopressina
[ Adrenalina

(ug/kg/min)

(ug/kg/min)

(ug/kg/min)

(Ul/min)

(ug/kg/min)
OSsim O Néo

www.projectredcap.org

fEDCap
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Page 10 of 27

CORTICOTERAPIA

Indicagdo para Receber Corticéide

Recebeu Dose Preconizada de Corticide

Data e Hora de Inicio do Corticide

QO Sim QO Néo

O Néo
QO Sim, apés 24 horas
QO Sim, dentro das primeiras 24 horas

OUTROS SUPORTES DE VIDA

Outros Suportes

Tipo de Hemodialise

05-02-2018 16:44

[J Nenhum

[ Ventilagdo Mecanica

[0 Ventilagao Néo-Invasiva
[ Hemodiélise

QO CWHDF QO Convencional

www.projectredcap.org ﬁEDCap‘
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Avaliacao Diaria

Avaliagdo da Via da Necroptose em Pacientes com Sepse

Page 11 of 27

Realizado Follow-Up QO Sim QO Néo
Data da Avaliagdo
AMOSTRAS PARA O ESTUDO
Amostra Biolégica Coletada O Sim QO Néo
Data e Hora da Coleta da Amostra
Sitio de Coleta Q Arterial
QO Venosa Periférica
Q Venosa Central
SINAIS VITAIS

Escala de Coma de Glasgow

Maior Temperatura

(2C)
Maior Frequéncia Cardiaca

(bpm)
Menor Pressdo Arterial Sistélica

(mmHg)
Menor Pressdo Arterial Média

(mmHg)
Maior Frequéncia Respiratéria

(mpm)
Total de Fluido Recebido em 24 Horas

(Mililitros)
Diurese em 24 Horas

(Mililitros)
Balango Hidrico em 24 Horas

(Mililitros)
SUPORTE DE VIDA
Necessidade de Vasopressor em Algum Momento O Sim Q Nao
Vasopressor [ Dopamina

05-02-2018 16:44

[ Dobutamina
[ Noradrenalina
[] Vasopressina
[ Adrenalina
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Dose Acumulada Diédria de Dopamina

(ug)
Dose Acumulada Didria de Dobutamina

(ug)
Dose Acumulada Diéria de Noradrenalina

(ug)
Dose Acumulada Diéria de Vasopressina

(V)
Dose Acumulada Diédria de Adrenalina

(ug)
Necessidade de Ventilagdo Mecanica Invasiva em QO Sim QO Néo
Algum Momento
Maior FiQ2

(%)
Necessidade de Hemodialise em Algum Momento OSim QO Néo
Tipo de Hemodidlise QO CWHDF QO Convencional
EXAMES LABORATORIAIS
Menor pH
Maior Lactato

(ma/dL)
Menor Base Excess

(mEq/L)
Menor Bicarbonato

(mEg/L)
Menor Pa02

(mmHg)
Maior PaC02

(mmHg)
Creatinina

(mg/dL)
Uréia

(mg/dL)
Maior Sédio

(mEq/L)
Maior Potdssio

(mEq/L)
Leucdcitos

(cels/mm?3)
Plaquetas

(10%/dL)

05-02-2018 16:44 Www.projectredcap.org QE DCa P
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Bilirrubina Total

05-02-2018 16:44

(mg/dL)
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Avaliagdo da Via da Necroptose em Pacientes com Sepse
Page 14 of 27

SOFA NA ALTADA UTI

SOFA Respiratério

SOFA Sistema Nervoso Central

SOFA Cardiovascular

SOFA Hepético

SOFA Coagulagdo

SOFA Renal

QO Pa02 / Fi02 > 400
QO Pa02 / Fi02 < 400
QO Pa02 / Fi02 < 300
QO Pa02 / Fi02 < 200 e Ventilagdo Mecanica
QO Pa02 / Fi02 < 100 e Ventilagdo Mecénica

QO Glasgow 15

Q Glasgow 13 - 14
QO Glasgow 10 - 12
QO Glasgow 6 - 9
QO Glasgow < 6

QO Sem Hipotensdo

QO Pressdo Arterial Média < 70 mmHg

O Dopamina = 5 ug/kg/min ou Dobutamina (qualquer
dose)

O Dopamina > 5 ug/kg/min ou Noradrenalina < 0.1
ug/kg/min ou Adrenalina = 0.1 ug/kg/min

QO Dopamina > 15 ug/kg/min ou Noradrenalina > 0.1
ug/kg/min ou Adrenalina > 0.1 ug/kg/min

Q Bilirrubina < 1.2 mg/dL

Q Bilirrubina 1.2 - 1.9 mg/dL
Q Bilirrubina 2.0 - 5.9 mg/dL
Q Bilirrubina 6.0 - 11.9 mg/dL
Q Bilirrubina > 12.0 mg/dL

O Plaqueta > 150.000

Q Plaqueta 100.000 - 149.000
QO Plaqueta 50.000 - 99.000
QO Plaqueta 20.000 - 49.000
Q Plaqueta < 20.000

QO Creatinina < 1.2 mg/dL

QO Creatinina 1.2 - 1.9 mg/dL

Q Creatinina 2.0 - 3.4 mg/dL

Q Creatinina 3.5 - 4.9 mg/dL ou Débito Urindrio <
500 ml/dia

QO Creatinina > 5.0 mg/dL ou Débito Urindrio < 200
mi/dia

CUIDADOS PALIATIVOS

Evolugdo Para Cuidados Paliativos em Algum Momento

Data e Hora do Inicio do Paliativo

05-02-2018 16:44

OSsim O Nao

REDCap

www.projectredcap.org
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DESFECHO CLINICO
Data da Alta da UTI
Destino na Alta da UTI O Semi-Intensiva
Q Ala
QO Casa
QO Obito
Data da Alta da Semi-Intensiva
Destino na Alta da Semi-Intensiva Q Ala
O Casa
O Obito
Data da Alta do Hospital
Destino na Alta do Hospital QO Casa
QO Instituigdo de Longa Permanéncia
O Obito
Status no Dia 28 QO Vivo em Casa
QO Vivo na UTI
QO Vivo no Hospital
QO Vivo em Instituicdo de Longa Permanéncia
QO Obito
Causa da Obito

05-02-2018 16:44
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Avaliacao Laboratorial

E-Selectin

GM-CSF

ICAM-1 / CD54

IFN-alfa

IFN-gamma

IL-1 alfa

IL-1 beta

IL-4

IL-6

IL-8

IL-10

IL-12p70

IL-13

IL-18

IL-33

IL-17A/CTLA-8

IP-10/CXCL10

MCP-1/CCL2

MIP-1 alpha/CCL3

MIP-1 beta/CCL4

Sp-Selectin

TNF-alfa

RIPK-1

RIPK-3

PRIPK-3

MLKL

pMLKL

Caspase 8 Clivada

Caspase 3 Clivada

Caspase 8

Caspase 11

05-02-2018 16:44 www.projectredcap.org QE DCa P
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Caspase 1
CYLD
clAP1
clAP2
cFLIP
FADD
PARP

05-02-2018 16:44
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Avaliagdo da Via da Necroptose em Pacientes com Sepse
Page 18 of 27

Dados Demograficos (Paciente UTI)

INCLUSAO

Data de Inclusdo
Data de Admissdo no Hospital
Data de Admissdo na UTI

Procedéncia

O Unidade de Pronto Atendimento

O Ala

QO Semi-Intensiva

QO Nicleo Assistencial / Consultério HIAE

O Consultério Externo
QO Centro Cirdrgico
O Hemodindmica / RAVA
O MDP
QO Outros
Outra Procedéncia
Unidade de Pronto Atendimento O Morumbi
QO Alphaville
Q Ibirapuera
QO Perdizes
O Klabin
QO Oncologia
DADOS DEMOGRAFICOS
Prontudério
Passagem
Data de Nascimento
Idade
(Anos)
Sexo O Masculino O Feminino
Peso
(Kilogramas)
Altura
(Centimetros)
Raga QO Negra
QO Branca
Q Oriental
Q Parda
Tipo de Admissdo Q Cirtirgica O Clinica

05-02-2018 16:44
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Tipo de Cirurgia Q Eletiva
QO Urgéncia
QO Emergéncia

Sitio da Cirurgia QO Cirurgia Abdominal
QO Cirurgia Toracica
Q Cirurgia Vascular
Q Transplante
QO Cirurgia Ortopédica
Q Cirurgia Ginecolégica ou Obstétrica
QO Neurocirurgia
Q Cirurgia Cardiaca
Q Cirurgia do Trauma
Q Cirurgia Urolégica
QO Cabega e Pescogo
QO Outros

Qutra cirurgia

Motivo Clinico da Internagdo O Monitorizagdo
(em caso de mais de um motivo, marque o mais O Choque Hipovolémico N&o-Hemorrégico
relevante) QO Choque Hemorrégico
O Choque Cardiogénico
QO Choque Anafildtico
Q Arritmia Cardiaca
QO Sindrome Coronariana Aguda
Q Crise Hipertensiva
QO ICC Aguda sem Choque
QO Rebaixamento do Nivel de Consciéncia
QO Convulsdo
Q Hipertenséo Intra-Craniana
O AVC Isquémico
O AVC Hemorragico
QO Hemorragia Subaracnoidea
Q Insuficiéncia Renal Aguda Pré-Renal
QO Insuficiéncia Renal Aguda P6s-Renal
QO Insuficiéncia Renal Aguda Renal
QO Sindrome Hemorrégica / CIVD
QO Hemblise Grave
QO Disttirbio Acido-Base ou Hidroeletrolitico
QO Hipotermia ou Hipertermia
QO Hipoglicemia ou Hiperglicemia
QO Outros

Outro Motivo de Internagdo

Co-Morbidades [J Nenhuma
[ Hipertensao Arterial
[ Insuficiéncia Cardiaca
[ Diabetes Mellitus
[ Insuficiéncia Renal Crénica
[ Cirrose Hepética
[J brPOC
[J Céancer
[] Doenga Neuromuscular
O AIDS
[J Transplantado Prévio
[0 Imunossupressao
[ Desnutrigdo Grave
[ Etilismo
[ Outra

Outra Co-Morbidade

05-02-2018 16:44 www.projectredcap.org QE DCa P
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Classe Funcional da ICC

Tratamento Diabetes Mellitus

Tratamento da Insuficiéncia Renal Crénica

Estégio do Cancer

Tipo de Céncer

Outro Tipo de Cancer

Tipo de Doenga Neuromuscular

93

Page 20 of 27

ONYHAI
O NYHAII
O NYHAI
O NYHA IV

O Nenhum
QO Hipoglicemiante Oral
Q Insulina

Q Conservador QO Hemodiélise

QO Atual Localizado
QO Atual Metastético
QO Prévio (tratado com sucesso)

[ Sistema Nervoso Central
[ Cabega e Pescogo
[ Pulmao

[ Estémago

[ Figado

[J Rim

[J Mama

[ Préstata

[ Colén

[ Pancreas

[J Bexiga

[J Hematoldgico

[ Mdsculo-esquelético
[ Outro

QO Sindrome de Guillain-Barre
QO Esclerose Mltipla

QO Esclerose Lateral Amiotréfica
O Miastenia Gravis

QO Outro
QOutra Doenga Neuromuscular
Tipo de Imunossupressao QO Corticoide
QO Quimioterapia
QO Outros
ESCORES PROGNOSTICOS
Valor do SAPS I
SOFA Respiratério QO Pa02 / Fi02 > 400
QO Pa02 /[ Fi02 < 400
QO Pa02 /Fi02 < 300
QO Pa02 / Fi02 < 200 e Ventilagdo Mecanica
QO Pa02 / Fi02 < 100 e Ventilagdo Mecanica
SOFA Sistema Nervoso Central QO Glasgow 15

05-02-2018 16:44

QO Glasgow 13- 14
QO Glasgow 10 - 12
QO Glasgow 6 - 9
Q Glasgow < 6
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SOFA Cardiovascular

SOFA Hepético

SOFA Coagulagdo

SOFA Renal

Suporte Necessério Antes da Admissao a UTI

94
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QO Sem Hipotensdo

QO Presséo Arterial Média < 70 mmHg

QO Dopamina = 5 ug/kg/min ou Dobutamina (qualquer
dose)

O Dopamina > 5 ug/kg/min ou Noradrenalina < 0.1
ug/kg/min ou Adrenalina =< 0.1 ug/kg/min

O Dopamina > 15 ug/kg/min ou Noradrenalina > 0.1
ug/kg/min ou Adrenalina > 0.1 ug/kg/min

Q Bilirrubina < 1.2 mg/dL

QO Bilirrubina 1.2 - 1.9 mg/dL
Q Bilirrubina 2.0 - 5.9 mg/dL
Q Bilirrubina 6.0 - 11.9 mg/dL
QO Bilirrubina > 12.0 mg/dL

Q Plagueta > 150.000

QO Plaqueta 100.000 - 149.000
QO Plaqueta 50.000 - 99.000
QO Plaqueta 20.000 - 49.000
QO Plaqueta < 20.000

Q Creatinina < 1.2 mg/dL

Q Creatinina 1.2 - 1.9 mg/dL

Q Creatinina 2.0 - 3.4 mg/dL

QO Creatinina 3.5 - 4.9 mg/dL ou Débito Urindrio <
500 mli/dia

Q Creatinina > 5.0 mg/dL ou Débito Urindrio < 200
mi/dia

[0 Nenhum

[J Reanimagdo Cardio-Pulmonar
[ Droga Vasoativa

[ Ventilagdo Invasiva

EXAMES LABORATORIAIS

Lactato Coletado
Data e Hora do Lactato Coletado

Valor do Lactato

05-02-2018 16:44

Osim O Nao

(mg/dL)
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Avaliagdo da Via da Necroptose em Pacientes com Sepse
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Realizado Follow-Up QO Sim QO Néo
Data da Avaliagdo
AMOSTRAS PARA O ESTUDO
Amostra Biolégica Coletada O Sim QO Néo
Data e Hora da Coleta da Amostra
Sitio de Coleta Q Arterial
QO Venosa Periférica
Q Venosa Central
SINAIS VITAIS
Escala de Coma de Glasgow
Maior Temperatura
(2C)
Maior Frequéncia Cardiaca
(bpm)
Menor Pressdo Arterial Sistélica
(mmHg)
Menor Pressdo Arterial Média
(mmHg)
Maior Frequéncia Respiratéria
(mpm)
Total de Fluido Recebido em 24 Horas
(Mililitros)
Diurese em 24 Horas
(Mililitros)
Balango Hidrico em 24 Horas
(Mililitros)
SUPORTE DE VIDA
Necessidade de Vasopressor em Algum Momento O Sim Q Nao
Vasopressor [ Dopamina

05-02-2018 16:44

[ Dobutamina
[ Noradrenalina
[] Vasopressina
[ Adrenalina
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Dose Acumulada Diédria de Dopamina

(ug)
Dose Acumulada Didria de Dobutamina

(ug)
Dose Acumulada Diéria de Noradrenalina

(ug)
Dose Acumulada Diéria de Vasopressina

(V)
Dose Acumulada Diédria de Adrenalina

(ug)
Necessidade de Ventilagdo Mecanica Invasiva em QO Sim QO Néo
Algum Momento
Maior FiQ2

(%)
Necessidade de Hemodialise em Algum Momento OSim QO Néo
Tipo de Hemodidlise QO CWHDF QO Convencional
EXAMES LABORATORIAIS
Menor pH
Maior Lactato

(ma/dL)
Menor Base Excess

(mEq/L)
Menor Bicarbonato

(mEg/L)
Menor Pa02

(mmHg)
Maior PaC02

(mmHg)
Creatinina

(mg/dL)
Uréia

(mg/dL)
Maior Sédio

(mEq/L)
Maior Potdssio

(mEq/L)
Leucdcitos

(cels/mm?3)
Plaquetas

(10%/dL)

05-02-2018 16:44 Www.projectredcap.org QE DCa P
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Bilirrubina Total

05-02-2018 16:44

(mg/dL)
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Avaliagdo da Via da Necroptose em Pacientes com Sepse
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SOFA NA ALTADA UTI

SOFA Respiratério

SOFA Sistema Nervoso Central

SOFA Cardiovascular

SOFA Hepético

SOFA Coagulagdo

SOFA Renal

QO Pa02 / Fi02 > 400
QO Pa02 / Fi02 < 400
QO Pa02 / Fi02 < 300
QO Pa02 / Fi02 < 200 e Ventilagdo Mecanica
QO Pa02 / Fi02 < 100 e Ventilagdo Mecénica

QO Glasgow 15

Q Glasgow 13 - 14
QO Glasgow 10 - 12
QO Glasgow 6 - 9
QO Glasgow < 6

QO Sem Hipotensdo

QO Pressdo Arterial Média < 70 mmHg

O Dopamina = 5 ug/kg/min ou Dobutamina (qualquer
dose)

O Dopamina > 5 ug/kg/min ou Noradrenalina < 0.1
ug/kg/min ou Adrenalina = 0.1 ug/kg/min

QO Dopamina > 15 ug/kg/min ou Noradrenalina > 0.1
ug/kg/min ou Adrenalina > 0.1 ug/kg/min

Q Bilirrubina < 1.2 mg/dL

Q Bilirrubina 1.2 - 1.9 mg/dL
Q Bilirrubina 2.0 - 5.9 mg/dL
Q Bilirrubina 6.0 - 11.9 mg/dL
Q Bilirrubina > 12.0 mg/dL

O Plaqueta > 150.000

Q Plaqueta 100.000 - 149.000
QO Plaqueta 50.000 - 99.000
QO Plaqueta 20.000 - 49.000
Q Plaqueta < 20.000

QO Creatinina < 1.2 mg/dL

QO Creatinina 1.2 - 1.9 mg/dL

Q Creatinina 2.0 - 3.4 mg/dL

QO Creatinina 3.5 - 4.9 mg/dL ou Débito Urinario <
500 ml/dia

QO Creatinina > 5.0 mg/dL ou Débito Urindrio < 200
mi/dia

CUIDADOS PALIATIVOS

Evolugdo Para Cuidados Paliativos em Algum Momento

Data e Hora do Inicio do Paliativo

05-02-2018 16:44

OSsim O Nao

REDCap
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DESFECHO CLINICO
Evolugdo para Sepse ou Choque Séptico em Algum OSim O Néo
Momento da Internagdo
Data de Evolugdo Para Sepse ou Choque Séptico
Data da Alta da UTI
Destino na Alta da UTI QO Semi-Intensiva
O Ala
Q Casa
O Obito
Data da Alta da Semi-Intensiva
Destino na Alta da Semi-Intensiva O Ala
QO Casa
O Obito
Data da Alta do Hospital
Destino na Alta do Hospital Q Casa
QO Instituigdo de Longa Permanéncia
O Obito
Status no Dia 28 QO Vivo em Casa
Q Vivo na UTI
QO Vivo no Hospital
QO Vivo em Instituicdo de Longa Permanéncia
O Obito

Causa da Obito

05-02-2018 16:44 www.projectredcap.org QE DCa P
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Avaliagdo da Via da Necroptose em Pacientes com Sepse

Dados Demograficos (Controle Saudavel) Foge 7 o2

INCLUSAO

Data de Inclusdo

DADOS DEMOGRAFICOS

Prontudrio

Passagem

Data de Nascimento

Idade

(Anos)
Sexo O Masculino O Feminino
Peso
(Kilogramas)
Altura
(Centimetros)
Raga QO Negra
QO Branca
Q Oriental
Q Parda

05-02-2018 16:44 www.projectredcap.org QE DCa P
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Anexo 2. Treinamento e otimizag&o de protocolo

Avaliacao de viabilidade e numero de células: PBMC, buffy coat e granuldcitos

Em relacdo a otimizacdo, havia a necessidade de se calcular o
tempo de cada passo do processamento, a quantidade maxima de amostras a serem
processadas simultaneamente, o rendimento de células de cada subpopulacdo por mL
de sangue e sua viabilidade, bem como testar possiveis modificacées nos protocolos,
adequando o fluxograma proposto. Para tanto, coletamos e processamos sangue
periférico de 20 individuos voluntarios e saudaveis. Os dados destas amostras-testes
(AT) em relacdo a quantidade obtida de cada subpopulacdo bem como a viabilidade
das mesmas estdo compilados na figura 1. Vale ressaltar que a variabilidade inter-
amostral do numero de células dos individuos e a viabilidade destas populacdes estdo
dentro do que € normalmente observado logo apds o processamento de amostras de
sangue periférico.

E possivel notar que as populacbes de PBMC e buffy coat da
amostra AT#1 n&o estdo representadas por erro no processamento. A separacao de
granulécitos comecou a ter resultados satisfatorios do processamento a partir da AT#4.
N&o foi feita a coleta do tubo de EDTA da amostra AT#11 e, portanto, ndo foi possivel
obter a populacédo de buffy coat. Na mesma amostra, foi possivel coletar a populacdo
de granulécitos 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 obtencéo do
buffy coat.
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A

AMOSTRAS  PBMC VIABILIDADE BUFFY COAT VIABILIDADE GRANULOCITOS VIABILIDADE

AT#2 1,96 x107 98% 0,82x10° 83%

ATH3  1,80X107  94% 1,4x107 96%
ATHA  2,34x107 93% 1,11x107 93% 1,25x107 95% 5

7. 7 7 . 1T}
ATH#S 2,52x10 95% 1,23x10 92% 1,40 x 10 95% Viabilidade celular
ATH6  1,34x107 95% 1,24x107 95% 1,70x107 81%
ATH7  1,61x10° 94% 4,8x10° 87% 1,29x10° 95% b
ATH8  2,06x107 96% 1,50x107 94% 1,69x10° 91% ]

95% 92% 92,5%

ATH9  2,33x107 98% 2,58x106 86% 5,69%10° 93%
AT#10  3,08x107 97% 1,31x107 92% 1,09x107 95% 11

AT#11 1,48x10° 91%

Porcentagem celular (%)

ATHI2  230x107  96% 1,07x107 90% 1,7x107 78%

ATHI3  159x107  91% 4,63x10° 93% 1,82x10° 67% 801

ATHI4  134x107  97% 4,05x10°6 93% 9,38x10°5 88% ol

ATHIS  247x107  95% 1,40x107 92% 4,34%10° 89%

ATH#16  2,83x107 93% - - 1,08x107 - 9

ATHI7  2,84x107  97% 1,60x107 90% 1,48x 107 94% p

ATH18  2,53x107 92% 9,68x10° 91% 2,40 106 84% PBMC buffy coat  granulécitos
AT#I9  3,00x107  95% 1,40x107 91% 4,99x 106 93%

ATH0  2,05x107  97% 8,27x10° 83% 1,40x 107 92%

(A) Namero de células e porcentagem (%) das amostras testes (AT) de PBMC, buffy coat e
granulécitos submetidas a contagem pos-processamento sanguineo (B). Mediana da viabilidade
celular de PBMC (95%), buffy coat (92%) e granul6citos (92,5%) pés processamento.

Figura 1. Namero de células e viabilidade das amostras testes (AT)

Uma das tentativas de otimizacdo da técnica de separacdo de
PBMC e granuldcitos foi diminuir ao méximo os passos de lise das hemé@cias. Isto seria
possivel através do uso de um tubo com caracteristicas especificas para este fim
chamado SepMate (Stemcell). A primeira separacdo utilizando esta técnica teve forte
impacto negativo no numero de células recuperadas (10 vezes menos do que a média),
como pode ser visto na figura 1 na amostra designada de AT#11. Além disso,
percebemos que ndo é possivel fazer a recuperacdo dos granulécitos, pois o
sedimento celular abaixo desta barreira fisica € impossivel de se acessar. A figura 2
exemplifica este problema, mostrando a esquerda o tubo SepMate (Stemcell) com as
diferentes fases antes da coleta da “nuvem” de PBMC e a direita, apds coleta do

PBMC, com as células (granuldcitos) presas na parte inferior do tubo.
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A esquerda, é possivel observar a separacéo de
casa fase. A direita, o protocolo usando um tubo
com barreira fisica, fica visivel o sequestro do
precipitado de hemacias e granulécitos em
regido do tubo inacessivel, o que impede a
utilizacé@o destes.

Figura 2. Protocolo de separacdo de PBMC
utilizando o tubo SepMate

O processamento das amostras de buffy coat, passou por
adaptacdes, sendo que o primeiro protocolo testado consistia na centrifugacao a 1000g
da amostra de sangue coletada em tubo com EDTA K3, sendo que a nuvem de células
formada logo acima do sedimento de hemacias era retirada com uma pipeta Pasteur de
3mL e transferida para um tubo Falcon de 15mL. A etapa de hemdlise consistia em lise
com tampao ACK por 5 minutos com volume até o preenchimento do tubo e posterior
lavagem com PBS. Neste primeiro protocolo testado, foi preciso realizar a repeticao da
etapa de lise 4 a 5 vezes até que se obtivesse o precipitado esbranquicado. Foi
observado que o tempo, quantidade do reagente e quantidade de vezes repetidas para
realizar a lise de hemacias foi prejudicial para a amostra, o que resultou em uma
viabilidade baixa da mesma, apresentando 83% de células viaveis (AT#2 — Figura 1A).

O protocolo foi entdo alterado: a rotacdo de centrifugacéo 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
centrifugacdo da amostra foi feita a 4°C e se adicionou o cuidado de se manter as
amostras em gelo durante toda a manipulacdo. Esta diferenca de protocolo permitiu
gue a quantidade de ciclos de lise fosse diminuida para duas ou trés vezes,
dependendo da amostra. Sendo assim, a viabilidade ficou em média 92% (Figura 1B).

A separacdo de granulocitos foi incluida no protocolo a partir da

amostra AT#2, apos discussfes internas que resultaram na adicdo desta populacdo
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como objeto de estudo do projeto. O material utilizado foi o precipitado da primeira
centrifugacdo do sangue em tubos com ACD-A (apds a separagdo do PBMC).
Inicialmente, testamos o protocolo de lise de hemacias 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 ap6s as centrifugacdes
claramente apresentava problemas, muito pequeno e com VAarios grumos, 0 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 0 mesmo
padrao foi observado, com o precipitado muito reduzido e com muitos grumos
celulares.

O protocolo foi alterado, com as mesmas modificacdes feitas para a
otimizacdo de separacdo de buffy coat, sendo elas: tempo de lise para 3 minutos,
quantidade do reagente ACK para 6mL, manutencdo das amostras em gelo durante
todo o processo, centrifugacdo dos granuldcitos para 400g e temperatura para 4°C.
Seguindo este protocolo, ndo foram mais observados grumos nas amostras e foi
possivel contar o niumero de células e sua viabilidade, que ficaram similares as
encontradas para as amostras de PBMC.

A partir da amostra AT#13, fizemos uma nova alteracdo no protocolo
em razdo de um teste feito neste meio tempo. Percebemos que apls o
descongelamento desta populacao criopreservada por pelo menos uma semana, havia
uma perda consideravel 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 hemolise, que consiste na incubacdo na propor¢cédo de 1:1 com Dextran 6% em tubo
Falcon de 50mL, seguido de repouso na estufa a 37° por 40 minutos. Apés este
periodo, foi possivel ver a separacdo do sobrenadante mais claro, contendo os
granuldcitos, das hemécias sedimentadas. O sobrenadante é entdo transferido para um
novo tubo Falcon de 15mL, prosseguindo com as fases de hemdlise 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 otimizacdo do método a quantidade de células foi
maior (AT#13 — 20) e a viabilidade ficou na média de 92,5% (Figura 1B). Em termos de

viabilidade pds-congelamento, observamos uma melhora significativa. Como exemplo,
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a amostra AT#17 teve queda de viabilidade de 94% para 83% e a amostra AT#18 de
84% para 69%.

Validacao da técnica de extracao proteica via analise por western blot

Para validarmos que a extracdo de proteinas estava sendo feita de
modo correto e também para se determinar quanto de proteina seria ideal para ser
utilizada nas analises de western blot, fizemos a titulacéo utilizando o lisado proteico de
PBMC da amostra AT#10 aplicando nos géis quantidades crescentes entre 10 e 30ug
de proteina total. As moléculas escolhidas para esta analise foram o RIPK1 e a B-
actina, por representarem uma proteina da via de necroptose e uma molécula
considerada housekeeping (sem grandes variacdes de expressao), respectivamente.
Como pode ser observado na figura 3A, houve a deteccdo das bandas especificas e de
tamanho esperado.

Para nos certificar que a menor quantidade de proteinas utilizadas
no experimento anterior também seria detectada com um reagente menos potente,
feito de forma caseira, fizemos uma nova analise, utilizando extratos proteicos das
amostras de PBMC AT#10, AT#12 e AT#16 com 10ug de proteina por poco (Figura
3B). A marcacao foi feita com anti-p-actina e revelada com o ECL caseiro, e foram

encontradas as bandas do tamanho esperado em todas as amostras.
A

Bracting T ————— —
AT#10 10ug 15ug 20ug 25ug 30ug
B
B-actina ——— G <EEEEE
AT#10 ATH12 ATH16

(A) Proteinas extraidas das amostras AT#10 de PBMC, marcada
com anticorpos anti-RIP1 e anti-B-actina em quantidades de
proteinas de 10 ug, 15 pg, 20 pg, 25 pg e 30 pg. (B) Proteinas
extraidas com RIPA das amostras AT#10, AT#12 e AT#16 de
PBMC foram quantificadas e analisadas por western blot com
marcacao do anticorpo anti-B-actina e reveladas com ECL caseiro.
Figura 3. Western blot de amostras de PBMC marcadas com
RIPK1 e B-actina
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Expressédo de RIPK3 e MLKL em linhagens de HT-29 e HeLA

Como controle positivo para as marcacbes das proteinas 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
sensivel a indugdo 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, ndo tivemos resultados satisfatorios para a marcacao
com RIPK3, ja que o anticorpo utilizado n&o resultou em nenhuma banda, nem mesmo
banda inespecifica (dados ndo mostrados). JA em relacdo a MLKL, foi possivel
observar em todas as amostras bandas de tamanho esperado e de intensidades
expressivas, principalmente nas amostras de PBMC. GAPDH foi utilizada como
proteina housekeeping, e indica que ndo houve grandes variacbes na quantidade
proteica total aplicada no gel (Figura 4). Testamos também amostras advindas de
células HelLa, que ndo apresentaram boa marcag¢do para nenhum dos anticorpos de

interesse (dados ndo mostrados).

MLKL — D s

GAPDH

HT-29 #9  #10
Proteinas extraidas com RIPA das amostras
HT-29, AT#9 e AT#10 de PBMC foram
quantificadas e analisadas por western blot
com marcacdo dos anticorpos MLKL e
GAPDH e reveladas com ECL.
Figura 4. Western blot de amostras de
PBMC e HT-29 marcadas com MLKL e
GAPDH

Posteriormente, com a aquisicdo de um outro anticorpo anti-RIPK3,
novas quantificacbes proteicas foram realizadas para diferentes células (AT#7, AT#16
e HT-29), sendo as mesmas analisadas por western blot em diferentes concentracoes

para testar a sensibilidade e a especificidade deste novo clone (Figura 5). Assim como
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0 experimento anterior o GAPDH foi utilizado como proteina housekeeping. Felizmente,
foi possivel observar em todas as amostras testadas a marcacao para RIPK3, de forma
concentracdo-dependente, indicando que o problema era o anticorpo anteriormente
utilizado. Portanto, apos a otimizacdo das marcacdes para RIPK3, MLKL e RIPK1, foi
possivel seguir adiante em nossos experimentos, podendo utilizar como controle
positivo para os trés genes tanto a célula HT-29 como um lisado proteico de PBMC de

uma Amostra Teste.

RIPK3 - - —

#72ug  #75ug  #720ug #162ug #165ug #1620ug HT292ug HT295ug HT29 20ug

GAPDH e e— — —_— e

#72ug  #75ug  #720ug  #162ug  #165ug  #1620ug HT292ug HT295ug HT2920ug

Proteinas extraidas com RIPA das amostras AT#7 e AT#16 de PBMC, e HT-29, foram
guantificadas e analisadas por western blot com marcagédo dos anticorpos anti-RIPK3 e
anti-GAPDH e reveladas com ECL.

Figura 5. Western blot de amostras de PBMC e HT-29 marcadas com RIPK3 e GAPDH

Validacéo da pureza das subpopulagfes por analise por citometria

Para avaliacdo de pureza e viabilidade das subpopulacdes, tanto
logo apds a separacédo (a fresco) como ap6s um periodo de congelamento, decidimos
usar citometria de fluxo nas amostras de PBMC e granulécitos, usando como base de
comparacdo as amostras de buffy coat. Utilizamos a amostra AT#17 apos
congelamento e a amostras AT#20 a fresco advindo do mesmo paciente (Figura 6).
Para quantificacdo de viabilidade celular foi utilizado o marcador nuclear fluorescente
iodeto de propideo. Os marcadores utilizados para a identificagcdo das principais
subpopulac¢des foram CD66b, CD3 e CD14. A analise foi iniciada pela exclusdo dos
debris e dos agregados celulares pelos parametros de tamanho (FSC) e granulosidade
(SSC) e pela area versus altura do parametro SSC, respectivamente. A seguir, as
populacdes foram delimitadas utilizando os marcadores especificos de cada
subpopulacao: linfécitos (definidos por CD3+, CD14-, CD66b-), mondcitos (CD14+CD3-
CD66-) e granulécitos (CD66b+CD3-CD14-). Na figura suplementar 1 esta a analise de

exclusédo de debris, agregados celulares e a andlise da viabilidade celular.
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(A) Andlise por citometria de fluxo da amostra de buffy coat AT#17 descongelada e amostra de buffy
coat AT#20 a fresco. Os gréficos a esquerda sdo de CD3.APC versus CD14.APC-Cy7, com gates
para visualizacao das populagfes de linfécitos e mondcitos. Os gréficos a direita sdo CD14.APC-Cy7
versus CD66b.FITC, para visualizagdo do gate de granuldcitos. (B) amostra de PBMC AT#17
descongelada e amostra de PBMC AT#20 a fresco. Os graficos a esquerda sdo de CD3.APC versus
CD14.APC-Cy7, com gates para visualizagdo das populacdes de linfocitos e mondcitos. Os graficos a
direita s&o CD14.APC-Cy7 versus CD66b.FITC, para visualizacdo do gate de granulécitos. (C)
amostra de granulécitos AT#17 descongelada e amostra de granulécitos AT#20 a fresco. Os gréficos
a esquerda sdo de CD3.APC versus CD14.APC-Cy7, com gates para visualizagdo das populagdes de
linfécitos e mondcitos. Os gréficos a direita sdo CD14.APC-Cy7 versus CD66b.FITC, para
visualizacdo do gate de granuldcitos.

Figura 6. Andlise por citometria de fluxo da amostra de buffy coat, PBMC e granulécitos

Validacao do protocolo com FACS Lysing Solution

Ainda numa tentativa de diminuir o tempo de processamento das
amostras e, com isso, facilitar a analise das subpopulacdes por citometria de fluxo, nos
foi sugerido o uso um protocolo de analise de citometria que exclui os passos de

hemdlise e lavagem da amostra,'®*® utilizando diretamente sangue total do tubo de
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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 apos o periodo de incubacao é adicionado PI (Figura 7). Apesar do protocolo
ser rapido, facil, resultando em poucos grumos celulares e com marcacdo para 0s
anticorpos bastante intensa, ele acaba por permeabilizar quase 100% da amostra, o
que impede a verificacdo da viabilidade celular por incorporacéo de iodeto de propideo.

250K 1
11,29
200K 4

150K

HEl-H
FSC-4
FSC-H

100K 5

50K

T T T T
0 S0K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K

4 o 10° 10 10
F5C-A F5iC-H Comp-PE-Texas Red-A
Amostra AT#19 a fresco submetida a protocolo alternativo de marcacéo para citometria de fluxo. Foram
utilizados 100uL de sangue total coletado em tubo com EDTA K3, com FACS Lysing Solution (BD). No
gréfico superior esquerdo é apresentado o perfil de tamanho e granulosidade celular. No grafico
superior direito é apresentado o gate para exclusao de agregados celulares. Por fim, no grafico inferior
sé@o apresentados os gates de viabilidade celular, baseados na intensidade de incorporacdo de iodeto
de propideo (PI).
Figura 7. Analise 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 < 0.0001 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



Apéndices

Apéndice 1. Compilacdo de todas as amostras de PBMC, buffy coat e granuldcitos

incluidas no projeto preconizando o numero de células e a viabilidade celular

Viabilidade N2 de Viabilidade Ne de Viabilidade N2 de

PBMC células Buffy coat células GNL células
001 | DO | 26/02/2018 91% 6,86 x 10 ° 96% 9,21x10° 96% 1,52x10’
002 | DO | 27/02/2018 94% 1,61x10° 95% 2,11x107 80% 1,94x10°
003 | DO |27/02/2018 97% 1,73x107 96% 1,11x107 91% 3,40x 10°
004 | DO |27/02/2018 98% 3,45x10 94% 1,78x 107 89% 2,76 x10°
005 | DO | 27/02/2018 82% 7,68 x 10 ° 97% 1,42x107 95% 7,39x10°

005 | D3 | 02/03/2018 94% 1,28x10° 92% 6,45x 10 ° 92% 5,40 x 10
005 | D7 |06/03/2018 98% 9,56x10° 92% 6,57x10°|  90% 7,27x10°
006 | DO |28/02/2018 96% 1,92x107 92% 1,22x107 95% 8,03x10°

007 | DO | 28/02/2018 95% 2,78x107 96% 2,18x107 86% 1,47 x10°
008 | DO | 01/03/2018 95% 1,73x107 95% 1,57x107 96% 1,43 x10’
009 | DO |01/03/2018 95% 2,30x10’ 95% 1,25x10’ 95% 9,44 x 10°
010 | DO | 09/03/2018 81% 5,92 x 10 ° 91% 1,37x10’ 98% 4,68x10’
011 | DO | 12/03/2018 84% 7,87 X10° 85% 5,16 x 10° 93% 3,22x10°
012 | DO | 13/03/2018 95% 1,10x10’ 95% 2,04x107 96% 2,11x107
012 | D3 |16/03/2018 96% 1,00x10’ 96% 1,81x10 7 95% 2,27x10°
013 | DO | 13/03/2018 90% 4,34x10° 97% 2,74x107 97% 4,60x10’
013 | D3 |16/03/2018 97% 5,81x10° 91% 8,86x10° 94% 1,03x10’
014 | DO | 15/03/2018 94 % 1,26 x10’ 92% 6,98 x 10 ° 81% 1,47 x10°
015 | DO | 15/03/2018 90% 1,24x107 91% 1,01x 10’ 83% 5,92 x10°
016 | DO | 26/03/2018 91% 2,42x107 90% 3,23x10° 93% 2,46x107
017 | DO | 27/03/2018 96% 1,78 x10’ 94% 1,13x 10’ 87% 1,52 x10°
018 | DO | 02/04/2018 91% 9,79x10° 90% 5,45x 10 ° 81% 1,23x10°
019 | DO | 02/04/2018 93% 2,35x107 96% 1,54x107 93% 1,75x10’
020 | DO | 03/04/2018 93% 1,83x10° 98% 2,76 x10° 83% 1,70 x 10 °
021 | DO |03/04/2018 93% 1,29x10’ 94% 1,94 x 10 ° 96% 1,21x10’
022 | DO | 04/04/2018 96% 1,32x107 94% 1,45x107 93% 1,89 x10’
023 | DO | 04/04/2018 97% 2,50x107 91% 6,64 x107 91% 6,15x 10’

023 | D3 |07/04/2018 95% 1,60x 10’ 90% 1,16 x 10 87% 3,46 x 10°
023 | D7 |11/04/2018 94% | 1,18x107 | 90% | 2,30x107| 92% 2,87x10°

024 | DO | 05/04/2018 91% 1,69x10° 94% 1,24x10’ 94% 1,96 x 10
025 | DO | 05/04/2018 90% 1,08x10° 90% 3,69 x 10° 75% 2,52x10°
026 | DO | 06/04/2018 94% 1,30x 10’ 93% 1,50x 10’ 91% 1,21x10’
027 | DO | 06/04/2018 93% 2,23x10’ 93% 3,35x10’ 90% 7,8x10’
028 | DO | 07/04/2018 90% 2,01x10’ 91% 9,91x10° 91% 1,60x10°
029 | DO | 09/04/2018 95% 1,98x10’ 91% 1,85x10 92% 1,30x10’
029 | D3 |12/04/2018 94% 1,71x 10’ 94% 1,44x 10’ 90% 6,57 x10 °
030 | DO | 09/04/2018 91% 1,06 x 10’ 93% 1,67 x10’ 92% 2,01x10°

030 | D3 |12/04/2018 90% 1,25x10” 92% 5,24%10° 94% 1,27x10’
030 | D7 [17/04/2018| 92% | 1,31x10”| 95% |1,20x107| 95% |2,16x10’

031 | DO |11/04/2018 90% 1,13x107 93% 2,33x10’ 91% 4,40x10°

continua...



...continuacao

032 | DO |11/04/2018 93% 2,11x10’ 94% 3,41x 10’ 90% 5,13x10’
033 | DO | 13/04/2018| 92% 1,28x10 95% 1,00x 10 92% 1,14x 107
034 | DO |17/04/2018 93% 3,35x 10’ 93% 5,35x 10 90% 1,18 x10°

mmm——
mm—mm

DO 24/04/2018 6,10x10° 1,49x 10’
DO | 25/04/2018 2,36x 10’ 4,49x10’

mmmm

Lo | polozezais] szx Biszsaor] s lswswint] ez ] sys a0t
mmmmm—
mm———

DO 05/06/2018 3,38 x10’ 4,74x10’ 2,64x107
DO 05/06/2018 3,61x10° 5,29x10’ 1,41x10°

mmmnm.—

mm—mn—
m———

B I [T e I ol i ) I ST
mm—m—
mmm—

| 051 | 00 [04/07/2018] 92% | 222x10°] 96% [299x107] 89% |175x10’]

052 | DO | 01/08/2018 95% 1,24x 107 90% 3,81x10’ 93% 435x10°

continua...



...continuacao

DO 03/08/2018 94% 1,57x107 94% 2,14x10’ 94% 2,78x10’

mmm——
mm—m—
mm——m

DO | 13/08/2018 1,80x107 1,07x10’ 3,71x107
DO 13/08/2018 9,27x10° 9,56x 10 ° 5,69 x 10°

mm—m—m—
mm———

| 061 | DO [14/08/2018| 89% | 1,28x107 | 93% | 14x10” | 88% |7.16x10°

| 062 | D0 |27/08/2018| 96% | 434x10°] 92% |201x10”] 87% |997x10°]

063 | DO | 29/0/2018 91% 2,09%x10" 0% 0 95% 1,01x10’
064 | DO | 03/09/2018 90% 2,12x10’ 93% 3,31x107 90% 2,41x10°
065 | DO 03/09/2018 89% 1,73x 10" 95% 2,48x 107 88% 4,99x10°

mm—mm

067 | DO 14/09/2018 92% 1,41x10’ 94% 2,86x10’ 85% 4 75 x 10
17/09/2018 7,39x10° 3,01x10’ 6,81x10’

069 | DO | 18/09/2018|  92% 1,48x10’ 93% 353x10°| 89% |745x10°
070 | DO |18/09/2018 91% 1,4x10’ 97% 2,35X 10’ 86% 1,73X10’

| 071 | DO [24/09/2018| 92% | 174x107 | 93% |[518x107| 93% |s518x10”

| 072 | D0 |24/09/2018| 91% | 1,89x10| 89% |sssx10’] 97% |735x10”]

073 | DO |25/09/2018 92% 1,50x 10 92% 4,77x10’ 95% 4,77x10’




Apéndice 2. Figuras suplementares de citometria de fluxo, expresséo de citocinas e
expresséo génica

250K <) 250K - 250K <]
200k 200k 200k
” Single Cells Single Cells
< 150k 150k E
3 z 973 i X Ak 983
Buffy Coat 7 4 H 8
100K < 100K =] 100K 9
50K = 50K < 50K =
0 0 o 0
Ty T ey T  AaRn: T T T
50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K o 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K
FSC-A SSC-A FSC-A SSC-A
i Single Cells
i e Single Cells 200k PR L)
96,8
< 150k < g 15K 150k
5 S 2 )
2 2 3
% @
PBMC 100k 4 100k ] 100k
sok 50K sok
9 T N T T T T 045 g T T T T T
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K
FSC-A SSC-H FsC-A SSC-H
s 250k 250k 250
C 250K 230 230K Single Cells o
Single Cells v
200K 4 200K 200K 4 200K 4
< 150K < 150K < 150K < 150K
21 o 2 &
2 2 3 4
< » E
Granuldcitos o0k ] 100k 0K U
50K 50K oK 9
0 {5 0 9 T v " T L T T T T T
e T T Ty Ty T AL 200K 2 K 200€ 25
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K O 05 00N 1 200K 280K &30 o 130Kk aobcr 2
- FSC-H
FSC-A FSCH FReh, %

Figura suplementar 1. Definicdo de gates de exclusdo de debris (SSC-A versus FSC-A) e doublets
(SSC-H versus SSC-A ou FSC-H versus FSC-A) das diferentes subpopulacgfes, através de citometria
de fluxo. As amostras de buffy coat (A), PBMC (B) e granulécitos (C) utilizadas foram a AT#17
(descongeladas) e AT#20 (a fresco)
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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 grafico representa um individuo e os dados foram
representados em mediana e intervalo interquartil, aplicado o teste de Krsukal-Wallis e encontramos
alteracdes significativas nas citocinas: IL-12p70 e IL-13. Valores-p entre controles saudaveis,

controles UTI e pacientes com sepse no dia 0 sdo mostrados: * p<0,05 e ** p<0,01
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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 gréafico representa um individuo e os dados foram representados em
mediana e intervalo interquartil, aplicado o teste de Krsukal-Wallis e encontramos alteracdes
significativas nas citocinas: IL-17A, GM-CSF e MCP-1. Valores-p entre controles saudaveis, controles
UTI, pacientes com sepse e pacientes com choque séptico no dia 0 sdo mostrados: * p < 0,05 e **

p<0,01
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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 grafico
representa um individuo e os dados foram representados em mediana e intervalo
interquartil, aplicado o teste de Krsukal-Wallis e ndo encontramos alteracfes
significativas nas citocinas no dia 0
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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 gréafico representa um individuo e os dados foram representados em
mediana e intervalo interquartil, aplicado o teste de Kruskal-Wallis e ndo encontramos alteracdes

significativas nas citocinas no dia 3
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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 grafico representa um individuo e os dados foram representados em
mediana e intervalo interquartil, aplicado o teste de Krsukal-Wallis e ndo encontramos alteracdes

significativas nas citocinas no dia 3
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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 gréafico representa um individuo e os dados foram representados em

mediana e intervalo interquartil, aplicado o teste de Krsukal-Wallis e ndo encontramos alteracdes
significativas nas citocinas no dia 3
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Andlise do dia 3 da expressao génica de RIPK3 (A) e expressdo génica de MLKL (B) comparando os
grupos os grupos controle UTI, sepse e choque séptico. A expressdo dos genes de interesse foi

normalizada pela média geométrica da expressdo dos genes de referéncia GAPDH e B-actina, também
quantificados por gPCR. N&o encontramos alteracdes significativas quando os grupos foram

comparados.

Figura suplementar 8. Analise da expressdo génica por gPCR de RIPK3 e MLKL dos grupos

experimentais no dia 3



