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RESUMO:

Introducdo: A sepse é definida como uma resposta desregulada do hospedeiro ao agente
infeccioso que resulta em aumento de moléculas pro-inflamatorias e estimulagdo de resposta
imune celular. O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta imune inata em pacientes sépticos
internados na unidade de cuidados intensivos (UTI) de um hospital universitario. Métodos: Foi
realizada uma coorte prospectiva em adultos internados na UTI do Hospital das Clinicas da
UFMG (HC/UFMG) no periodo de outubro de 2014 a janeiro de 2018. Os pacientes foram
incluidos mediante diagnostico clinico de sepse e acompanhados durante um ano para analise de
sobrevida. Realizou-se andlise do perfil de quimiocinas, citocinas, pentraxin-3 e Neutrophil
Extracellular Traps (NETS) presentes no soro de pacientes sépticos em trés tempos, quais sejam
dias: 1(D1), 3(D3) e 7(D7) apos a inclusdo no estudo. Além disso, foi avaliada a atividade
guimiotatica de neutrofilos purificados do sangue e estimulados com fMLP, utilizando a cAmara
de Boyden modificada. A apoptose foi avaliada através da técnica de citometria de fluxo na qual
foi avaliada a marcacdo celular de Anexina V em neutréfilos nos tempos de 3h, 6h, 12h, 22h e
24h. Todas as analises moleculares foram igualmente realizadas com amostras de voluntarios que
se autodeclararam saudaveis. Resultados: Foram incluidos no estudo 81 pacientes, com mediana
de 59 (18-97) anos de idade e predominio do sexo feminino (n=42, 52%). A maior parte dos
pacientes era proveniente de internacdo clinica (62%), e 52% deles tinham choque séptico na
inclusdo. Dezesseis pacientes (20%) faleceram ao longo de 28 dias e 32 (40%) pacientes
faleceram em um ano de seguimento. Considerando-se todo 0 grupo de pacientes, observou-se
niveis elevados de CXCL10, CXCL8, CCL3 nos trés tempos (D1, D3 e D7) analisados em relagdo
a voluntarios saudaveis (p<0.001 nas trés analises). Os niveis de PTX3 foi elevado no terceiro dia
apos detecgdo da sepse quando comparados a controles saudaveis (p=0.02). As citocinas IL-6,
IFN-y, TNF-o. e IL10 apresentaram niveis elevados nas amostras dos pacientes com sepse
coletadas em D1, comparada a voluntarios saudaveis (p<0.001). A IL6 foi a Unica citocina
associada a choque séptico, sendo mais elevada neste subgrupo (p<0.001), e a CXCL10
apresentou niveis significativamente mais elevadas no subgrupo de pacientes que faleceu no
seguimento de um ano (p<0.001). Em média, a atividade quimiotética dos neutréfilos dos
pacientes com choque séptico apresentou-se 60% menor que a observada em neutrofilos de
voluntérios saudaveis. Observou-se atraso na apoptose dos neutrofilos de pacientes sépticos em
relacdo aos voluntarios saudaveis (p = 0.04). Por fim, o nivel de DNA/NETs revelou-se
aumentado nos pacientes sépticos quando comparados a voluntarios saudaveis (p<0.001); esse
marcador mostrou-se significativamente elevado no subgrupo com choque séptico (p=0.04) e no
subgrupo de pacientes sépticos que faleceu ao longo dos primeiros 7 dias de seguimento no estudo
(p=0.04).



Conclusdo: Em um grupo de adultos com sepse, observou-se aumento de quimiocinas e citocinas
inflamatodrias, reducdo da quimiotaxia, atraso da taxa da apoptose e aumento de NETs. As
alteracBes de aumento de CXCL10, IL6 e NETs e menor atividade quimiotéxica de neutrdfilos

ocorreu em pacientes sépticos mais graves e com pior prognostico.

Palavras-chave: Neutréfilo; Sepse; Coorte; Estudo clinico; Quimiotaxia; Apoptose; NETS.



ABSTRACT

Background: Sepsis is defined as an uncontrolled host response to the infectious agent, which
results in a raise of the pro-inflammatory molecules and the stimulation of immune cellular
response. The aim of this study was to evaluate the innate immune response in septic inpatients
in an intensive care unit (ICU) of a University Hospital.

Methods: This is a prospective cohort study conducted at the adult Intensive Care Unit of
Hospital das Clinicas da UFMG from October 2014 to January 2018. Patients were included after
the diagnosis of sepsis and monitored up to one-year after the event for survival analysis. The
profile of chemokines, cytokines, pentraxin-3 e Neutrophil Extracellular Traps (NETS) contained
in septic patients serum were analyzed in three different periods, being 1(D1), 3(D3) e 7(D7) after
inclusion in the study. Furthermore, the chemotactic activity of the blood purified and stimulated
with fMLP neutrophils was analyzed using Modified Boyden's chamber. All the molecular
analysis were equally executed on samples of volunteers who self-declared as healthy.
Resultados: 81 patients were included in the study, with an average of 59 (18-97) years old and
predominance of feminine individuals (n=42, 52%). Most of patients came from clinical
hospitalization (62%), and 52% of them were diagnosed with septic shock on the inclusion.
Sixteen patients (20%) died along 28 days e 32 (40%) patients died along one year. Considering
all the patients, high levels of CXCL10, CXCL8, CCL3 during the three different periods (D1,
D3 e D7) were observed when analyzed comparing to healthy volunteers (p<0.001). PTX3 levels
were increased on the third day after the detection of sepsis when compared to healthy individuals
(p=0.02). High levels of IL-6, IFNy, TNFo and IL10 cytokines were detected on D1 when
compared to healthy volunteers. IL6 was the only cytokine associated with septic shock and
CXCL10 was the chemokines that presented significantly high levels in the patients subgroup
which died along one year (p<0.001). On an average, the neutrophils chemotactic activity of
patients with septic shock reduced 60% when compared to the neutrophils of healthy volunteers.
Apoptosis was delayed in neuthophils of patients with sepsis when compared to healthy ones
(p=0.04). DNA/NETS levels were increased in patients with sepsis when compared to healthy
volunteers (p<0.001); whereas the patients with sepsis, this marker was significantly high in the
subgroup of patients with septic shock (p=0.04) and in the subgroup that died along 7 days
(p=0.04).

Conclusions: In a group of adults with sepsis, there was an increase in inflammatory chemokines
and cytokines, reduction of chemotaxis, delayed apoptosis rate and NETSs increased. Changes of
increase of CXCL10, IL-6 and NETs and chemotaxis reduction was statistically changed in the
subgroup more seriously ill patients and with worse prognosis.

Keywords: Neutrophil; Sepsis; Cohort; Clinical trial; Chemotaxis; Apoptosis; NETS.
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CONSIDERAGOES INICIAIS:

A ideia inicial deste projeto de pesquisa foi baseada no artigo cientifico intitulado
“Phosphoinositide-3 kinase y activity contributes to sepsis and organ damage by altering
neutrophil recruitment” (Martin EL, e cols. 2010), o qual reforcou 0 nosso interesse em
avaliar a migracdo e ativacdo de vias de sinalizacdo do neutrofilo de pacientes com sepse
internados na unidade de terapia intensiva (UTI) do Hospital das Clinicas (HC) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

A partir desta proposta inicial foi dado inicio o estudo de coorte de pacientes com
sepse em outubro de 2014, todos internados no CTl do HC-UFMG. Como o estudo teve
inicio antes da publicacdo das novas definicGes de sepse — Consenso Sepse 3 (Seymour
CW e cols 2016; Shankar-Hari M e cols, 2016; Abraham E, 2016) utilizamos neste estudo
aquelas sugeridas no Consenso Sepse 2 (Levy MM e cols, 2003), conforme descrito nas
secdes seguintes. Contudo, todos os pacientes incluidos preencheram critérios para as
novas definicdes de sepse, motivo pelo qual a totalidade das andlises ter sido feita
considerando-se as defini¢des do Sepse 3.

Como atividades gerais de pesquisa, sou membro do Nucleo Interdisciplinar de
Pesquisa em Medicina Intensiva — NIIMI. Esse grupo de pesquisa, cuja criacdo se deu em
novembro de 2014 é atualmente coordenado pelo professor Vandack Alencar Nobre
Junior. No grupo tenho participado de discussdes e estabelecimento de fluxos de pesquisa
relacionado aos projetos da area de terapia intensiva, tendo a oportunidade de colaborar
com a execucao de outros projetos de pesquisa nas suas diferentes fases, conduzidos por
colegas p6s-graduandos e por outros pesquisadores.

Além disso, em paralelo ao desenvolvimento de pesquisas tenho participado do
processo de implantacdo do protocolo assistencial de atendimento a sepse do HC/UFMG.
O objetivo é atingir exceléncia na deteccado e tratamento dos casos de sepse na instituicéo.

Por fim, durante o doutorado também tenho participado de projetos de pesquisa
em modelo animal, especialmente, na analise do processo inflamatério na Doenca do
Enxerto Contra o Hospedeiro (DECH) aguda, na qual o desenvolvimento de sepse € uma

complicacdo importante.
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l. INTRODUCAO
1.1 Sepse: definicOes e epidemiologia

A definicdo de sepse sempre foi considerada um desafio para as comunidades
cientificas e clinicas. Os critérios de diagnosticos, nomenclatura e parametros a serem
avaliados tém sido foco de discussdo desde os anos noventa, quando foi realizada a
“Consensus Conference on Sepsis and Organ Failure” e as defini¢Ges clinicas do quadro
de sepse, sepse grave e choque séptico foram agrupadas para diagndstico desta sindrome
(Bone RC e cols, 1992). Nesta conferéncia foram definidos critérios para o diagnostico
da Sindrome de Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS), sepse, sepse grave e choque
séptico (Bone RC e cols, 1992). A partir destas defini¢cdes foi introduzido o conceito de
resposta inflamatdria e deixou-se de usar o termo “sindrome séptica”, tendo sido
acrescentados 0s termos: sepse, sepse grave, choque séptico e disfuncao organica.

Considerando-se os critérios vigentes na época, o diagndstico clinico da sepse
representava um desafio devido a possibilidade de pacientes portadores de condi¢des ndo
infecciosas, como o trauma, também apresentarem o quadro de SIRS. Desse modo, em
2003 outra conferéncia foi realizada para revisar os critérios lancados em 1991 e propor
definicBes mais claras para o diagnostico clinico da sepse. Para tal objetivo, foram
incluidos 29 centros participantes provenientes da Europa e América do Norte (Levy MM
e cols, 2003). A partir da conferéncia de 2003 foi estabelecido, entdo, que o quadro clinico
de sepse grave seria definido pela presenca de disfuncao organica e o choque séptico seria
a faléncia circulatéria ap6s reposicdo volémica e necessidade de administracdo de
vasopressores para recompor estabilidade hemodinamica (Levy MM e cols, 2003).

Vaérias foram as tentativas de mudancas nos critérios de diagnostico da sepse
devido a baixa especificidade do uso dos critérios utilizados para SIRS em identificar os
pacientes com essa sindrome. Na mesma época da conferéncia de 2003, houve uma
preocupacdo com a sensibilidade das ferramentas utilizadas para identificar pacientes
sépticos uma vez que o inicio precoce do tratamento com antibiético € associado a melhor
desfecho clinico (Kumar, A e cols, 2006). Dessa forma, o uso de marcadores bioldgicos
como a procalcitonina, proteina C reativa, além de sinais como a presenca de
hiperglicemia ou aumento de edema causado pela vasodilatagdo sistémica foram
discutidos para comporem os critérios de diagnostico desta doenca. Poréem, a falta de

dados mais consistentes e de um consenso entre as sociedades de cuidado intensivo, as
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definicbes de sepse grave e choque séptico foram mantidas sem a inclusdo do uso de
niveis de procalcitonina ou altera¢fes de glicemia como critérios de diagndstico.

A modificacdo mais recente dos critérios para diagnostico da sepse ocorreu em
2016, no 45° Congresso da Society of Critical Care Medicine’s (SCCM), em Orlando,
Flérida (EUA) no qual foram apresentadas as novas Defini¢bes de Sepse, publicadas no
JAMA (The Journal of American Medicine Association) (Seymour CW e cols 2016;
Shankar-Hari M e cols, 2016; Abraham E, 2016). As principais modifica¢cdes foram
relacionadas a inclusdo do escore Sequential Organ Failure Assessment Score (SOFA)
(Quadro 1) e niveis de lactato para diagnostico da sepse (Seymour CW e cols 2016;
Shankar-Hari M e cols, 2016; Abraham E, 2016). Em publicacdo recente, foi demonstrado
que o escore SOFA tem maior valor preditivo para mortalidade hospitalar do que os
critérios utilizados para a SIRS que eram amplamente utilizados para diagnostico da sepse
(Seymour CW e cols 2016; Shankar-Hari M e cols, 2016; Abraham E, 2016). A partir
dessas publicacOes, a sepse passaria a ser diagnosticada em pacientes que apresentassem
variacao de dois pontos no escore SOFA na presenca de infeccédo, suspeita ou confirmada.
Choque séptico, por sua vez, passou a ser definido pela presenca de lactatemia maior ou
igual a dois (mmol/I) com necessidade do uso de vasopressores.

Devido a relativa complexidade do SOFA e a sua utilizagdo restrita a UTIs até
entdo, foi proposta a introducdo gSOFA (quick Sequential Organ Failure Assessment
Score — escore sequencial de avaliacdo de disfuncdo orgénica) como possivel escore
simplificado de avaliacdo de risco para piora clinica (Seymour CW e cols 2016; Shankar-
Hari M e cols, 2016; Abraham E, 2016).

Akash Gupta e cols (2018) publicaram um estudo de andlise retrospectiva de
aplicacdo do gSOFA e SIRS como critério de deteccdo da sepse e demonstrou que 0
gSOFA pode ser melhor para detectar a sepse do que a SIRS. A escala de coma de
Glasgow foi a varidvel clinica mais importante dentre os critérios do gSOFA associada a
risco de piora clinica (Akash Gupta e cols, 2018).

13



Quadro 1- Descricédo do Escore sequencial de avaliacdo de disfuncdo organica (SOFA):

0 1 2 3 4
Respiracéo
PaO2/ FiO2 >400 <400 <300 <200 <100
Coagulacéo
Plaquetas 10%/mm3 >150 >150 <100 <50 <20
Dopamina<5ou  Dopamina >5, Dopamina >15,
Hipotensao PAM PAM  Dobutamina em Epinefrina < 0.1 Epinefrina > 0.1 ou
Cardiovascular >70 <70 qualquer dose ou Norepinefrina>0.1
Norepinefrina<0.
1
Figado
Bilirrubina mg/dL  <1.2 1.2-1.9 2.0-5.9 6.0-11.9 >12.0
Escala de Coma de
Glasgow >14 13-14 10-12 6-9 <6
Creatinina e Débito
urindrio <1.2 1.2-1.9 2.0-34 3.5-4.9 >5 ou <200
<500

Fonte: Revista Brasileira de Cardiologia. Tabela adaptada.

Dessa forma, 0s conceitos e critérios clinicos publicados em 2016 (Seymour CW
e cols 2016; Shankar-Hari M e cols, 2016) para avaliacdo do quadro de sepse foram:

Sepse: disfuncdo organica potencialmente fatal causada por uma resposta imune
desregulada a uma infeccao (Seymour CW e cols 2016).

Criteério clinico para a Sepse: suspeita ou certeza de infecgdo e um aumento agudo de >

2 pontos no SOFA em resposta a uma infecgdo (representando disfuncéo organica)
(Seymour CW e cols 2016).
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Choque Séptico: sepse acompanhada por profundas anormalidades circulatorias e

celulares/metabdlicas capazes aumentar a mortalidade substancialmente (Shankar-Hari
M e cols, 2016).

Critério clinico para Choque Septico: sepse associado a necessidade de vasopressor

para elevar a pressao arterial média acima de 65 mmHg e lactato > 2 mmol/L (18 mg/dL)

apods reanimacao volémica adequada (Shankar-Hari M e cols, 2016).

O termo sepse grave foi descartado, e sugeriu-se 0 abandono da definicdo de SIRS
para uso na pratica clinica em pacientes adultos com suspeita de sepse. Assim, € possivel
fazer um breve comparativo entre os conceitos de sepse considerados antigos (1991 e
2001) e os novos conceitos do sepse 3 (Quadro 2) (Seymour CW e cols 2016; Shankar-
Hari M e cols, 2016).

15



Quadro 2: Comparativo entre as definicdes Sepse 2 e Sepse 3

Sepse

Sepse
Grave

Choque
Séptico

Definigdes antigas

SIRS (considera-se 2 ou mais critérios abaixo):

-Temperatura > 38 °C ou < 36 °C.

-Frequéncia cardiaca > 90 bpm.

-Frequéncia respiratéria > 20 irpm ou PaCO2 <

32 mmHg.

-Leucdcitos totais < 4,000 ou > 12,000, ou >

10% de bastdes.
Associado a

Suspeita de Infeccdo
Quadro de Sepse
Associado a

-Presséo arterial sistolica

<90mmHg ou

Pressdo arterial média (PAM) < 65mmHg.

- Lactato > 2.0 mmol/L
-RNI>150uTTP>60Ss

- Bilirrubina > 2.0 mg/dL.

-Débito Urinario < 0.5 ml/Kg/h por 2h.
-Creatinina > 2.0 mg/dL

-Plaquetas < 100.000.

-Sa02 < 90% em ar ambiente.

Quadro de Sepse Associado a Manutencdo da

Hipotensdo apds reanimacao volémica

adequada.

Novas Definic¢des (Sepse 3)

Suspeita e/ou Documentacéao de

Infeccéo

Associado a

Aumento de 2 pontos ou mais no
escore de SOFA.

Definicdo extinta

Quadro de Sepse

Associado a

Necessidade de uso de vasopressores
para manter PAM > 65mmHg

E

Lactato > 2 mmol/L apds reanimacao

volémica.

Apesar das varias tentativas em se ajustar terminologia e parametros clinicos

associados a sepse, 0 diagndstico da sepse continua sendo um desafio no atendimento

clinico intra-hospitalar devido as variaveis clinicas que cada paciente apresenta quando

tem o quadro de infecgéo sistémica.

A sepse é considerada a décima causa de morte nos Estados Unidos da América

(EUA) representando 10% das admissGes em unidades de terapia intensiva neste pais
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(Derek C & Poll T, 2013). O numero de casos nos EUA é superior a 750.000 casos por
ano, porém, ha variagdes no que diz respeito ao diagnostico clinico da sepse grave, € isso
pode impactar no nimero de registro dos casos (Derek C & Poll T, 2013). A pneumonia
esta entre as principais causas de sepse, seguida de infeccdo abdominal e do trato urinario
nos EUA (Angus DC e cols, 2001; Ranieri VM e cols, 2012). Dentre as bactérias gram-
positivo, o Staphylococcus aureus e o Streptococcus pneumoniae predominam como
principais etiologias e dentre as gram-negativo, predominam a Escherichia coli e a
Klebsiella sp (Angus DC e cols, 2001; Vincent JL e cols, 2009).

No Brasil o trabalho de Sales JAL e cols (2006) realizado em unidades de terapia
intensiva (UTI) demonstrou que a incidéncia de sepse grave é de 29,6% e de choque
séptico em 50,8% dos casos registrados. Neste mesmo estudo, a mortalidade relacionada
aos quadros se mantém em 34,4% e 65,3% por sepse grave e choque séptico,
respectivamente (Sales JAL e cols, 2006). E importante destacar que a mortalidade global
por sepse em UTI do pais foi de 46,6% (Sales JAL e cols, 2006). Os principais focos de
infecgdo relacionado a sepse no Brasil sdo o pulmonar, intra-abdominal e urinario e o
foco infeccioso se relaciona om a gravidade da sindrome (ILAS, 2016; Kaukonen KM, e
cols 2014). Além disso, o grupo de bactérias gram-negativo representam a maior
proporcao de agente e infec¢do flngica com 5% dos casos de sepse grave e choque séptico
em UTlIs do Brasil (Sales JAL e cols, 2006).

Além da alta taxa de mortalidade causada pela sepse grave e choque séptico,
estudos realizados no sul do pais em unidades de emergéncia e urgéncia demonstraram
alto custo financeiro para rede de saude com valores acima de trés milhdes de reais por
ano (Barreto MF e cols, 2016) e o custo médio por paciente de 21 mil reais (Sogayar AM
e cols, 2008).

Em trabalho recente realizado pelo Instituto Latino Americanos de sepse (ILAS)
"SPREAD - Sepsis Prevalence Assessment Database™ no qual foi realizado uma anélise
multicéntrica de prevaléncia da sepse foi demonstrado uma prevaléncia de 29,6% o que
corresponderia a 1/3 dos leitos de UTI do pais ocupados com pacientes com sepse grave
e choque séptico. Além da prevaléncia, o estudo destaca uma letalidade global de 55% e
mortalidade na regido Sudeste de 51.2% e essa letalidade é maior do que em paises

desenvolvidos (Lancet Infect Dis, 2017).

A partir desse contexto de altas taxas de incidéncia mundial da sepse, essa

sindrome foi incluida pela Organizagdo mundial de Saude (OMS) como prioridade de
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salde publica e por isso, cada vez mais busca-se por uma melhor compreensao da
fisiopatologia da sepse para atingir melhor manejo clinico dos sinais e sintomas
relacionados a sepse.

1.2 Fisiopatologia da sepse

A sepse é definida como uma resposta do hospedeiro ao agente infeccioso, o qual
pode ser bactérias, virus ou fungos, e € caracterizada por inflamacdo sistémica
desregulada que resulta em alteracdo hemodinamica grave, assim como em disfuncéo de
outros sistemas organicos. A disfuncdo orgéanica é evidenciada por sinais como a
hipoperfusdo tecidual, acidose lactica, oliglria e presenca de alteracBes cerebrais como a
confusdo aguda que ocorrem devido ao perfil fisiopatoloégico desta sindrome (Levy MM
e cols, 2003; Balk RA, 2000).

A instalacdo e a intensidade da resposta do hospedeiro ao agente infeccioso
dependem de alguns fatores como doenca de base, idade, fatores genéticos, estado
nutricional e imunolégico (Singer M e cols, 2004; Cohen J, 2002). Desta forma, o estado
clinico caracteristico de sepse pode variar conforme condicGes e caracteristicas do
paciente e isto impacta no progndstico relacionado ao quadro de sepse.

Em condi¢Bes clinicas em que o paciente apresenta sistema imune sem
comprometimento prévio conhecido, o paciente com sepse desenvolve uma cascata de
eventos imunologicos resultante da ativacdo de varios tipos celulares e liberacdo de
moléculas pré e anti-inflamatérias envolvendo a ativacdo da resposta imune inata e
adaptativa. Neste contexto, ocorre a instalacdo de um estado de hiperinflamacgéo na fase
inicial da interacdo celular com o agente infeccioso, seguida por uma fase de
hiporesponsividade imune (Balk RA, 2000; James D Faix, 2013) (Figura 1).
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Fase de hiperinflamagio

Dias

Resposta Inflamatéria

Fase de hipoinflamacdo

Figura 1- Resposta inflamatdria da sepse. Sepse caracterizada por fase de hiperinflamacéo evidenciado por
liberacdo de moléculas pré e anti-inflamatdria (citocinas e quimiocinas) e ativacdo excessiva de células de
defesa. Fase de hipoinflamacdo definida pela reducéo de resposta imune ao combate do agente infeccioso.

Figura traduzida e adaptada de: James D Faix. Biomarkers of sepsis. Critical Reviews Clinical Laboratory

Sciense. (2014).

Na fase de hiperinflamacéo, o paciente apresenta uma resposta inflamatoria para
controle da invasdo bacteriana de maneira disseminada atraves da liberagdo de diversos
mediadores inflamatdrios como as citocinas e quimiocinas (Singer M e cols, 2006; James
D Faix, 2013).

H& diversos trabalhos que demonstraram o aumento dos niveis de citocinas
relacionadas a inflamac&o na sepse, exemplo, € o trabalho conduzido por Bozza e cols
(2007) que evidenciou o aumento de IL-1p, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, MCP-1 e fator
de necrose tumoral o (TNF o)) em pacientes que tinham choque séptico. O aumento dessas
citocinas foram associadas a disfungdo de 6rgéos e cinco dessas citocinas, quais sejam:
IL-1pB, IL-4, IL-6, IL-8 and MCP-1apresentaram niveis aumentados em pacientes sépticos
que evoluiram a 6bito (Bozza, F e cols, 2007).

A partir desse cenario cientifico de pesquisas relacionadas a inflamacéo que
ocorre na sepse, 0 aumento desregulado dos niveis plasmaticos de citocinas, como o
(TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 1p (IL-1P), tem sido associado a um pior
prognostico clinico por causa de uma hiporresponsividade secundéria a hiperativagédo de
células de defesa e sistemas como, por exemplo, o sistema do complemento (Singer M e
cols, 2004; Cohen J, 2002; Derek CA e cols, 2013). Nessa fase de hiperinflamagéo, o
reconhecimento dos patdégenos pelos macrofagos, neutrofilos e células dendriticas ocorre
através dos chamados Padrdes Moleculares Associados a Patégenos (PAMPs, do inglés

do inglés Pathogen-Associated Molecular Pattern) que estdo presentes em
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microrganismos e, neste caso, circulam na corrente sanguinea dos pacientes (Figura 2)
(Tom van der Poll, 2013; James DF, 2013).

Injaria Infecgao nao controlada/trauma/choque circulatorio/tecido necrético/anafilaxia
l PAMP
Gatilho Lipopolissacarideo, Lipoprotseinas, peptidioglicano, HMGB1 DNKAégcll’: ORI S
DNA bacteriano, outros. 2 ? 2 :
Sistema de proteinas Céls teciduais e Vascular Células de defesa
%8, o 24
Células 000 ‘ @
Efetoras e o“ ° Va7e° ) _/'/
sensoriais Sistema Sistema de || Endotelial Epitelial Tecido Granulocitos Macréfagos/ Linfocitos
Complemento Coagulagéo Adiposo Monoécitos (CéEl T e Cél B)
¥ X W \
C5a Stresse [Reagentes de Citocinas/ quimiocinas Marcadores
C3a Appt, PT | endotelial Faseaguda | Receptores soltiveis M.. celular,
Mediadores CS5aR AT x | ELAM-1, |CRP, LBP IL-6, IL-8, IL-4, IL-10 mHLA DR
e Biomarcadores  C5b-9 Proteina C| [cAM-1 [PCT, MIF, HMGBI, sTNF, CD74, CD48,
Outras. Outras. Selectinas. |Outras. suPAR, sSTREM, outras. | C5aR. Outras.
. v 7
Cérebro Pulmao Sistema Rim Figado Intestinal Microcirculacao
Cardlovascular
G,
Impacto na :ﬁs '
Funcgao dos orgaos """ |
Confusio Dlﬁculdade Oliguria/ Falhz‘\ . Perdade Vasodilatagao
Respiratoria Choque Anuria Excretoria Barreira Capilar Edema
'Controle l';ﬁcaz Controle Ineficaz i
Normalizagao de biomarcadores. Persisténcia de biomarcadores.
Resultado Y = 2 S = = -
Resolugao da disfungao organica: Recuperagao. Falha de multiplos 6rgaos; Morte )

Figura 2 — Perfil celular e molecular da resposta inflamatdria na sepse. A injlria ocasiona a
liberacdo de moléculas que sdo recochecidas e ativam células do endotélio, linfocitos ou sistemas
como do complemento e de coagulacdo. A ativagdo celular acarreta liberagdo de mediadores que
causam prejuizos na fungdo de 6rgdos. Por fim, todo este processo resulta em producgdo de
biomarcadores ou acarreta falha de multiplos 6rgdo. Figura traduzida e adaptada de: Konrad R.
New Approaches to Sepsis: Molecular Diagnostics and Biomarkers. Clinical Microbiology
Reviews (2012).

A partir do reconhecimento de antigeno instala-se uma cascata de ativacdo do
sistema de complemento, sistema de coagulacdo, ativacdo de células endoteliais e
ativacéo de células de defesa como neutrofilos e linfocitos T e B (Konrad R e cols, 2012).
Todo este processo de ativacdo celular resulta na liberacdo de altas concentracdes de

diversas moléculas pré-inflamatorias que vdo acarretar em alteragdes organicas no
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paciente septico (Konrad R e cols, 2012; Hotchkiss RS & Karl IE, 2003). Dessa forma, o
paciente apresenta sinais de alteracdo do nivel de consciéncia, disfungdo respiratoria,
renal e hepatica e, também, vasodilatagdo periférica com queda de pressdo arterial
sistémica (Konrad R e cols, 2012).

A resposta instalada nesta fase de “hiperativacdo” apresenta como principal
caracteristica a desregulacdo e por isso ocorre uma disfuncdo de atividade celular.
Leucdcitos que tém a capacidade de eliminar o agente agressor como, por exemplo, 0s
neutrofilos, passam a apresentar alteracbes em seus mecanismos antimicrobianos devido
a hiperativacdo caracterizada por alta taxa de expressdo de receptores relacionados a
resposta infamatdria e liberacdo citocinas.

E relacionado a esta fase, uma importante linha de investigacao tem sido o estudo
da liberacdo das Neutrophil Extracellular Traps (NETs) pelos neutréfilos na sepse. As
NETSs sdo fibras de cromatina liberadas por neutréfilos revestidas por proteases (incluindo
elastase) e outras moléculas antimicrobianas (como as histonas), e que podem ser toxicas
para a celula hospedeira (Phillipson M; Kubes P; 2011). A liberacdo de NETs pode
acontecer em trés formas: através de um mecanismo vesicular; podem ser liberadas por
meio da lise celular; e as NETs também podem ser liberadas pelas mitocondrias, mas o
processo ainda permanece pouco definido na literatura (Pilsczek FH e cols, 2010. Marcos
V e cols, 2010. Fuchs TA e cols, 2007. Youse S e cols, 2008. Youse S e cols, 2009. Wang
Y e cols, 2009).

As NETSs foram associados ao quadro de disfuncdo organica da sepse e também
foi descrito pelas suas propriedades de controle da invasdo bacteriana em modelo
experimental de sepse (Czaikoski PG e cols 2016). Em estudo de andlise clinica das
NETs, Azzouz A e cols, (2018) demonstraram que o controle bacteriano realizado pelo
sistema do complemento pode ser prejudicado na presenca de NETs e atividade
bactericida realizada diretamente por estas fibras parece ndo ser significativa em
condigdes de infecgdo bacteriana.

A partir do exposto, a compreensdo dos mecanismos relacionados a fase de
hiperiinflamagdo com analise da resposta inflamatoria e da resposta do neutrofilo torna-
se primordial para o melhor manejo clinico dessa sindrome uma vez que a deteccao
precoce e o tratamento rapido s@o as principais estratégias para reducdo de mortalidade
relacionada a sepse. Realizou-se pesquisa sistematica de trabalhos cientificos que
abordaram os eventos relacionados a atividade do neutréfilo na sepse, e a partir dos dados

encontrados idealizamos em seguida um estudo original de avaliagdo da imunidade inata
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em pacientes septicos.

1.3 Atividade do neutrofilo na sepse: revisao sistematica (Artigo 1)

Atividade do neutrdfilo na sepse: uma revisao sistematica
Carolina Braga Resende!?, Isabela Borges'?, Rafael Carneirol?, William Ant6nio
Gongcalves®, Barbara Maximino Rezende®, Vanessa Pinho®, Vandack Nobrel?, Mauro

Martins Teixeira®.

Resumo

Introducdo: O neutréfilo € uma importante célula na defesa do organismo contra
infeccdes, atuando na primeira linha de controle de microrganismos. Ha evidéncias de
que a funcdo dessa célula se encontra alterada em pacientes com sepse.

Métodos: Esta revisdo sistemética teve como objetivo destacar os principais achados
cientificos sobre a funcdo do neutréfilo na sepse, oriundos de estudos clinicos e
experimentais publicados nos dltimos 10 anos. Realizou-se busca nas bases BVS e
PUBMED, e os textos publicados entre janeiro de 2007 e maio de 2017, em portugués,
inglés e espanhol foram incluidos na pesquisa. A analise para selecdo dos artigos foi
realizada por dois avaliadores (CB e IB) em formato independente.

Resultados: Encontrou-se um total de 233 artigos, sendo que a busca no Pubmed
identificou 87 artigos e no BVS 108 artigos. Oitenta e dois artigos eram comuns as duas
bases de dados utilizadas na pesquisa bibliogréafica, restando 151 artigos. Desses, ap0s
analise de titulo, resumo e texto, 19 artigos foram considerados elegiveis para esta revisdo
sistematica. Como resultados gerais os estudos detectaram reducdo da capacidade de
migracdo e retardo na apoptose de neutrofilos. Ndo houve consenso, no entanto, nos
achados de atividade fagocitica, dado que dois estudos demonstraram reducdo da
fagocitose e um Unico trabalho demonstrou que ndo ha diferenca da atividade fagocitica
na sepse quando comparada a neutrofilos de pessoas saudaveis. Por fim, alguns estudos
destacaram a analise de moléculas sollUveis no sangue que pudessem se associar a
fisiopatologia da sepse, como por exemplo, o pentraxin 3 (PTX3). Poréem a diversidade
de moléculas soluveis detectadas em amostras de sangue de pacientes com sepse limita a
definicdo de uma molécula como melhor marcador de gravidade e mortalidade na sepse.
Conclusdo: Neutrofilos de pacientes com sepse ou provenientes de animais com sepse

apresentam reducdo de quimiotaxia, atraso na apoptose e provavel alteracdo na atividade
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fagocitica. O melhor entendimento dos mecanismos envolvidos nesses disturbios em
pacientes com sepse e 0 seu eventual tratamento poderdo contribuir para melhora do

prognostico em pacientes com sepse.

Palavras-chave: Neutrofilo; Sepse; Estudo clinico; Marcadores clinicos; Recrutamento

de neutrdfilos; Ativacdo de neutréfilos; Tratamento; Reviséo sistematica.

Introducéo

A sepse é definida como uma resposta desregulada do hospedeiro a um agente
infeccioso, com disfungdo de um ou mais sistemas organicos. A disfungdo organica
observada na sepse é evidenciada por diferentes sinais, como hipoperfusdo tecidual,
acidose lactica, oligdria e presenca de alteracdes cerebrais como a confusdo aguda que
sdo contemplados no escore SOFA para diagndéstico dessa sindrome (Seymour CW e cols
2016; Shankar-Hari M e cols, 2016; Abraham E, 2016).

Na sepse ocorre uma cascata de eventos resultantes da resposta imune inata e
adaptativa, caracterizada por ativacao de varios tipos celulares e liberacdo de moléculas
pré-inflamatorias e anti-inflamatérias. Observa-se estado de predominante
hiperinflamagdo na fase inicial da sepse, resultante a interagdo celular com o agente
infeccioso, que € seguido por uma fase de hiporesponsividade imune (Balk RA, 2000;
James DF, 2013).

Os neutrofilos sdo as primeiras células a atravessarem o epitélio vascular para
atingir o sitio de infeccdo (Murphy K e cols, 2010). As quimiocinas CXCL1, CXCL2,
leucotrieno B4 e CXCLS liberadas nesta fase atuam no rolamento de leucdcitos através
da inducdo de ligacdo estavel entre moléculas de adesdo, gerando um gradiente de
concentracdo que estimula o processo de transmigracdo de neutréfilos da circulacéo para
o local em que ocorre a infec¢do (Furze RC, Rankin SM, 2008). H& evidéncias de que, na
sepse, a resposta dos neutrofilos pode ser ineficaz, acarretando comprometimento da sua
atividade em eliminar o agente infeccioso (Alves JC e cols, 2010; Alves JC e cols 2008;
Alves JC e cols 2009; Santos FR e cols, 2007; Benjamim CF e cols, 2000). Essas
alteracdes podem ser parcialmente explicadas pelo estado de hiperinflamagéo decorrente
da liberacéo exacerbada de citocinas e quimiocinas no sangue, com ativacao disseminada
de receptores toll-like (TLR-2, TLR-4 e TLR-9) por bactérias ou seus produtos (Alves JC

e cols, 2008). Acredita-se ainda que alteragdes em vias de sinalizacdo expliquem parte da
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disfuncdo dos neutrofilos na sepse, e 0 seu entendimento poderia servir de base para
criacdo de farmacos especificos para o tratamento dessa condicao.

Diante do exposto, esta revisdo sistematica teve como objetivo destacar os
principais achados cientificos sobre a atividade do neutrofilo na sepse, a partir de estudos

clinicos e experimentais publicados nos ultimos 10 anos.

Métodos

Realizou-se pesquisa bibliografica nas bases de dados BVS utilizando-se os
seguintes descritores e formato: (("Neutrophil Activation” OR "Activacion Neutréfila”
OR "Ativagdo de Neutrofilo" OR "Neutrophil Infiltration” OR "Infiltracion Neutréfila™
OR "Infiltracdo de Neutréfilos” OR "Células LE" OR "Leucocitos Polimorfonucleares”
OR "LE cells* OR "Polymorphonuclear leukocytes™)) OR (ti:(Neutrophils OR
Neutrofilos )) OR (mh:(Neutrophils OR Neutrofilos ))) AND ((ti:(Sepsis OR Sepse OR
Sepsia OR Sépsis OR Septicemia OR Piemia OR Pioemia )) OR (mh:(Sepsis OR Sepse
OR Sepsia OR Sépsis OR Septicemia OR Piemia OR Pioemia )))) AND ((ti:(Biomarkers
OR Biomarcadores OR Marcadores OR Experimental OR Bookmark)) OR (tw:("Clinical
Trial" OR "Ensayo Clinico” OR "Ensaio Clinico™ OR "Clinical Study” OR "Estudio
Clinico" OR "Estudo Clinico" OR "Estudo de Intervencao" OR "Estudos de Intervencao"
OR "Estudio de Intervencion" OR "Estudios de Intervencion" OR "Intervention Study"
OR "Intervention Studies")) OR (mh:(Biomarkers OR Biomarcadores OR Marcadores
OR Experimental OR Bookmark)))) AND (la:("en" OR "es" OR "pt").

Para a pesquisa via Pubmed, utilizou-se o0s seguintes descritores:
((((((("Neutrophil Activation"[Title/Abstract] OR "Neutrophil
Infiltration"[Title/Abstract])) = OR  "Neutrophils“[Title]) OR  ((("Neutrophil
Activation"[Mesh:noexp]) = OR  "Neutrophil Infiltration"[Mesh:noexp]) @ OR
"Neutrophils"[Mesh:noexp]))) AND ((("Sepsis"[Title] OR Septicemia[Title] OR
Piemia[Title] OR Pioemia[Title])) OR "Sepsis“[Mesh:noexp]))) AND (((("Clinical
Trial"[Title/Abstract] OR "Clinical Study"[Title/Abstract])) OR "Biomarkers"[Title])
OR ((("Biomarkers"[Mesh:noexp]) OR "Clinical Trial"[Publication Type:noexp]) OR
"Clinical Study"[Publication Type:noexp])).

Foram incluidos estudos publicados entre janeiro 2007 e maio de 2017, nos
idiomas ou em portugués, inglés e espanhol. A selecao dos artigos foi realizada por dois
avaliadores (CB e IB) independentes, ap0s discussdo e concordancia dos seguintes

critérios de elegibilidade: todos os artigos deveriam ser textos originais; na avaliacdo por
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1.2

titulo, a funcdo do neutrdfilo teria que ser evidente atraves da identificagdo do nome,
funcéo ou qualquer menc&o direta a analise desta célula; na fase de avaliacdo do resumo
a abordagem da atividade direta do neutréfilo no contexto de doenca da sepse clinica ou
experimental deveria ser contemplada; por fim, os textos analisados na integra deveriam
ter resultados com descricao da atividade do neutréfilo na sepse experimental ou clinica.
Em todas as fases, nos casos de discordancia entre os pares sobre inclusdo ou exclusdo de
um determinado artigo, foi acionado um terceiro avaliador para desempate. Foram
excluidos todos os protocolos (eg, guidelines) e revisdes, e um artigo ndo foi encontrado

para leitura na integra resultando na sua excluséo.

Resultados

Descricdo e caracteristicas dos estudos incluidos

Encontrou-se um total de 233 artigos, sendo que a busca no Pubmed identificou 87
artigos e no BVS 146 artigos. Oitenta e dois artigos eram comuns nas duas bases de dados
utilizadas na pesquisa bibliografica. Portanto, 151 artigos restantes foram encaminhados
para andlise de titulo. Nesta fase, foram excluidos 71 artigos que ndo faziam descricéo
direta do neutrofilo ou sua atividade. Na etapa seguinte, de leitura dos resumos, foram
excluidos mais 55 artigos, e na leitura do texto completo foram excluidos quatro artigos,
por ndo contemplarem os critérios de analise direta da atividade do neutr6filo na sepse.
Por fim, nesta fase, um artigo ndo foi encontrado para leitura na integra, sendo, portanto,
excluido. Totalizou-se a exclusdo de 214 artigos nas diferentes etapas. Desta forma, ao
final das leituras em formato independente e por pares, obteve-se o total de 19 artigos que
contemplavam todos os itens referenciados (Figura 1).

Os artigos foram agrupados inicialmente em estudo do tipo experimental (2),
experimental e clinico (3), clinico (12), ou ensaio clinico (2). Todos os trabalhos
selecionados foram publicados na lingua inglesa (Tabela 1).

Na analise dos textos observou-se que os estudos tiveram como foco de anélise a
capacidade de quimiotaxia, a fagocitose ou a apoptose do neutréfilo. Em todos os estudos,
experimentais ou clinicos, os autores buscaram identificar moléculas de membrana
celular, vias de sinalizagdo intracelular ou tratamentos que pudessem alterar essas vias de

acao do neutrdfilo.

Tipos de testes realizados nos diferentes estudos
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Migracdo ou guimiotaxia neutrofilica

Nove artigos contemplaram a analise da migracdo dos neutréfilos (Figura 2),
tendo como foco de estudo a presenca ou auséncia de moléculas envolvidas na alteracdo
direta da capacidade migratoria do neutréfilo ou tratamentos e andlise de moléculas
sollveis no plasma relacionadas indiretamente na migracdo desta célula. Em todos esses
estudos, foi detectada reducdo da capacidade migratéria em células provenientes de
modelos de experimentacdo animal ou de humanos com sepse (Gurleyik G e cols, 2007,
Martin EL e cols, 2010; Wang JF e cols, 2015; Schmidt EP e cols, 2012; Souto FO e cols,
2010; Xu R e cols 2015; Demaret J e cols 2015; Blom C e cols, 2015; Ubagai T e cols,
2014; Berger C e cols, 2013).

Martin e cols avaliaram a expressao das moléculas GRK2 e CXCR?2 - sabidamente
participantes no mecanismo de migracdo do neutréfilo - em neutréfilos obtidos de sepse
induzida em modelo experimental de CLP severa (sepse induzida por perfuracdo e ligacéo
no ceco) (Martin EL e cols, 2010). Os autores observaram aumento da expressédo de
GRK2 e redugéo da expressédo de CXCR2 (Martin EL e cols, 2010). Entretanto, em outro
trabalho no qual foi realizada analise de amostras de pacientes com sepse, a baixa
expressao do mRNA do gene GRK2 em pacientes com infeccdo bacteriana foi
relacionado a reducao da migracdo de polimorfonucleares, evidenciando que a literatura
apresenta resultados controversos (Ubagai T e cols, 2014).

Os receptores do tipo toll-like (TLR) (do tipo Il e tipo V) foram demonstrados
como indutores da expressdo de CCR2 em neutrofilos de humanos sépticos e de modelo
animal de CLP, conferindo a estas células a capacidade de migrar para 6rgaos alvo em
resposta a ligantes CCL2 (Souto FO e cols, 2010). Dessa forma, esse aumento de
migracao local resulta em piora clinica associada a congestao vascular. No mesmo estudo,
em neutrofilos obtidos de animais submetidos a CLP foi demonstrado que a supresséo do
NFkB associa-se a redu¢do da migracdo de neutrofilos via regulacdo negativa de CCR2
(Souto FO e cols, 2010). Adicionalmente, utilizando modelo de CLP e amostras de
pacientes com sepse, Wang e cols. demonstraram que a presenca de molécula
programadora de morte celular (PDL-1 - Programmed Death-ligand 1) estava expressa
de forma aumentada em neutrofilos com fenétipo especifico (baixos niveis de CD11a,
CD62L e CCR2 e altos niveis de CD16 e CD64) que migravam de forma deficiente em
ambos os casos analisados. A partir disso, os autores concluiram que a sepse induz
expressao de PDL-1 o qual compromete a quimiotaxia dos neutrofilos (Wang JF e cols,
2015).
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Em estudo realizado por Xu e cols (2015) foi detectada perda da capacidade de
migracdo de neutrofilos, associada a deteccdo de Cba circulante em amostras obtidas de
pacientes com sepse. Os autores sugeriram que, de maneira indireta, a liberacdo de Cba
induziria a reducdo da liberacdo de IL8 pelo neutrdéfilo e, consequentemente, ocasionaria
disfuncéo neutrofilica (Xu e cols, 2015).

Outra linha de investigacdo foi a anélise indireta da capacidade migratéria do
neutrofilo através da investigacdo de moléculas envolvidas no rolamento e adesdo dessas
células. Neste perfil de analise, o estudo de Blom e cols demonstrou que neutréfilos
expostos a plasma obtido de pacientes na fase aguda da sepse, ou seja, rico em citocinas
predominantemente pro-inflamatorias, teriam alteragdes no mecanismo de adesao via 32-
integrinas e ICAM-1(Blom e cols, 2015).

Em um dos ensaios clinicos que foram incluidos nesta revisdo foi analisado o
efeito da lidocaina no recrutamento celular (Berger C e cols 2013). A lidocaina foi
associada ao controle de adeséo celular induzida por quimiocinas e transmigracdo de
neutrofilos (Berger C e cols 2013). Desta forma, os autores sugeriram que a lidocaina
possa ter efeito terapéutico nas fases de hiperinflamacdo, ao bloquear a aderéncia e
recrutamento celular na sepse.

Nas analises moleculares para definicdo de mecanismos, destacaram-se o fator
estimulador de granulécitos (G-CSF), que induziu retorno da migracdo do neutrofilo,
assim como melhora da resposta imune em ratos submetidos a peritonite e tratados com
esse fator (Gurleyik, G e cols, 2007). O G-CSF foi associado, desta forma, a melhora de
resposta imune de neutréfilos em infeccdo grave (Gurleyik, G e cols, 2007).

Demaret e cols (2015) foram os Unicos que, dentre os estudos selecionados,
propuseram avaliacdo da funcdo dos neutréfilos na fase tardia da sepse. Comparando
células obtidas de pacientes sépticos com as de voluntarios saudaveis, os autores
identificaram que a reducdo da capacidade migratéria dos neutrofilos permanece além da
fase aguda da sepse. Apesar do influxo de células aumentada nesta fase, os neutréfilos
apresentaram-se imaturos, com baixa expressdo de CXCR1 e CXCR2 (Demaret J e cols,
2015).

Apoptose
A ocorréncia de apoptose de neutréfilos na sepse foi investigada em cinco (26%)

dos estudos incluidos na revisdo. Em todos eles, os autores observaram reducdo da

proporcdo de marcadores de apoptose celular em amostras de células de pacientes
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sépticos e em modelos experimentais de sepse (Wang JF e cols, 2015; Demaret J e cols,
2015; Parlato M e cols, 2014; Gorgulu AP e cols, 2011; Celma IF e cols, 2008).

Os principais focos de investigacdo desses estudos foram a identificagédo de
moléculas ou células indutoras de apoptose no neutréfilo, a presenca de marcadores de
apoptose e o teste de tratamento indutor da reducdo de apoptose. A molécula CD24
apresentou expressdo reduzida em células de pacientes sépticos quando comparados com
amostras de pessoas saudaveis. Segundo os autores, esse achado poderia explicar a
apoptose reduzida dos neutréfilos, porque a presenca do CD24 acarreta ruptura de
membrana mitocondrial através da inducdo da via NADPH oxidase derivada de ROS
(Parlato M e cols 2014). Observou-se niveis elevados da molécula Fas em pacientes
sépticos, achado associado a reducao de apoptose em neutrofilos circulantes de pacientes
com sepse e de pacientes pos-trauma (Gorgulu AP e cols, 2011).

Wang e cols (2014) analisaram niveis de PDL-1 e detectaram aumento dessa
molécula em camundongos submetidos a CLP com pico em 24h e observaram que o
neutrofilo pode induzir apoptose de linfocito mediado por PDL-1 via contato direto dessas
células. Assim, a sepse pode induzir regulacdo positiva de PDL-1 em neutréfilos sendo
um subtipo inibitdrio o qual pode comprometer quimiotaxia e induzir apoptose linfocitica
durante a sepse (Wang JF e cols, 2014). Reducdo no perfil de apoptose foi observada
também em neutréfilos humanos provenientes de pacientes com sepse em periodo tardio,
caracterizado como fase imunossupressora da sindrome (Demaret, J e cols 2015). Por fim,
em outro estudo que avaliou apoptose, nos pacientes que receberam tratamento com
vitamina C houve baixa marcacdo de caspase-3 em relacdo aos pacientes que receberam
placebo (Celma, IF e cols, 2009). Assim, o tratamento com vitamina C foi destacado em

causar piora no evento de atraso da apoptose.

Atividade fagocitica

A atividade de fagocitose foi abordada pela menor parte dos estudos incluidos nesta
revisao, sendo que apenas trés deles (15%) tiveram esse topico como foco principal de
investigacdo (Gurlevik, G e cols, 2007; Demaret, J e cols 2015; Danikas, DD e cols,
2008). Os achados foram concordantes em dois trabalhos no que se refere & diminuigéo
da capacidade fagocitica de neutrofilos de pacientes sépticos (Gurlevik, G e cols, 2007;
Danikas, DD e cols, 2008), e no terceiro estudo ndo foram observadas alteragdes nesta

funcdo do neutrofilo (Demaret, J e cols 2015).
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Gurlevik, G e cols. identificaram o G-CSF como um potencial indutor da funcéo
imune devido ao seu papel em estimular a fagocitose realizada por neutréfilos obtidos de
modelo CLP tratados com o G-CSF (Gurlevik, G e cols, 2007). Segundo esses autores, a
reducdo da fagocitose em neutréfilos de pacientes sépticos associa-se a pior prognostico,
sendo mais intensa nos pacientes que falecem (Danikas, DD e cols, 2008).

Na anélise de fagocitose realizada em neutréfilos provenientes de pacientes com
sepse, Danikas e cols demonstraram significativa redugéo da fagocitose em relacdo a
neutrofilos provenientes de pessoas saudaveis. Alem disso, foi avaliada a expressao da
molécula CD64, que evidenciou que pacientes que sobreviveram a sepse tinham a
expressdo desta molécula regulada positivamente associado a baixa capacidade fagocitica
(Danikas, DD e cols, 2008).

A manutencdo da capacidade fagocitica entre amostras de pacientes e controles
saudaveis foi detectada em um estudo clinico publicado por Demaret e cols (2015). Nesse
estudo, os neutréfilos eram obtidos na fase tardia da sepse (ie, de “paralisia imune”™), e
comparados com células de pessoas saudaveis. Na andlise da atividade fagocitica ndo
foram observadas modificacdes do perfil de atividade celular entre doentes e saudaveis
(Demaret, J e cols 2015).

Outras perspectivas de andlises da atividade do neutréfilo na sepse

Os outros seis trabalhos incluidos nesta revisdo analisaram a presenca de algumas
moléculas potencialmente associadas a disfuncdo de neutréfilos na sepse, tais como,
pentraxin 3 (PTX3), espécies reativas de oxigénio (ROS), mieloperoxidade (Daigo, K e
cols, 2012; Santos, SS e cols, 2012; Martins, PS e cols, 2008; Kothari, N e cols, 2011;
Khaenam, P e cols, 2014). Alguns estudos avaliaram o perfil de transcricdo dessas
moléculas em amostras de sangue de pacientes com sepse e pessoas saudaveis, na
tentativa de associar alteracdes dos seus niveis com prognostico clinico (Daigo, K e cols,
2012; Santos, SS e cols, 2012; Martins, PS e cols, 2008; Kothari, N e cols, 2011,
Khaenam, P e cols, 2014).

Em relagdo ao PTX3, Daigo e cols observaram aumento dos niveis circulantes
desta molécula em pacientes com sepse, sendo identificado também a formacgédo de
complexos com as Neutrophil Extracellular Traps (NETS) (Daigo, K e cols, 2012). Nesse
estudo, o PTX3 foi identificado como possivel alvo diagnostico uma vez que esta
molécula foi associada a deteccdo de componente extracelular de neutrofilos em altas

concentra(;(”)es em pacientes com Sepse.
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Dois estudos avaliaram a geracdo de ROS a partir de amostras de pacientes
sépticos (Santos SS e cols, 2012; Martins PS e cols, 2008). O primeiro estudo detectou
que pacientes com sepse apresentam altos niveis de ROS em amostras de sangue
periférico e a manutencdo de valores altos desta molécula é associada a pior desfecho
clinico (Santos SS e cols, 2012). Outro estudo analisou niveis de ROS a partir da
estimulagdo de neutréfilos com lipopolissacarideo (LPS), peptideo quimiotatico fMLP
(n-formil-metionil-leucil-fenilalanina) e Staphylococcus aureus (Martins PS e cols,
2008). O principal achado nesse estudo foi de que a producdo de ROS foi diminuida na
sepse grave apos estimulacdo, tendo sido observada associacdo entre participacdo de
neutrofilos e mondcitos no metabolismo oxidativo. Por fim, nesse mesmo estudo o escore
SOFA de 7 foi correlacionado com o metabolismo oxidativo servindo de corte entre
pacientes que evoluiram para 6bito ou sobreviveram (Martins PS e cols, 2008). Kothari
N e cols (2011) demonstraram que a mieloperoxidade, apresentou altos niveis em
amostras de pacientes com sepse e sindrome de resposta inflamatdria sistémica (SIRS) e
baixos niveis nos pacientes em choque séptico em relagdo a grupo controle saudavel.

Por fim, o Gltimo trabalho analisado abordou resposta transcricional em amostras
de plasma de pacientes com sepse na predicao da gravidade da sepse (Khaenam P e cols,
2014). Os autores identificaram que o neutrofilo apresenta respostas variadas nos
pacientes sépticos e alguns genes foram relacionados a resposta imune nestes pacientes.
Além disso, os PMN demonstraram melhor resposta sensorial aos fatores
imunoestimulatorios identificados no plasma de pacientes com sepse (Khaenam P e cols,
2014).

Discussao

Nesta revisao sistematica sobre a atividade do neutrofilo na sepse que incluiu 19
estudos, observou-se que os trés mecanismos principais de funcdo de neutréfilos
encontram-se alterados em pacientes sépticos, ou em modelos de animais com sepse,
quais sejam, migracao, fagocitose e apoptose. Além disso, algumas moléculas circulantes
que participam do processo inflamatdrio na sepse, e potencialmente impactam na fungéo
de neutrofilos nessa condigdo, apresentaram niveis alterados em amostras de sangue de
pacientes com esta sindrome, com destaque para PTX3.

O neutrdfilo apresenta como principal funcdo a fogocitose de particulas
microbianas e destruicdo de agentes infecciosos através da acdo de enzimas presentes em

seus granulos intracelulares (Murphy K e cols, 2010). Na inflamac&o, os neutréfilos sdo
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as primeiras células a atravessarem o epitélio vascular para atingir o sitio de infeccdo e,
para tanto, ocorre interacdo neutréfilo e endotélio para que ocorra o processo de
rolamento, adeséo e transmigracdo (Murphy K e cols, 2010).

No contexto da sepse, o neutréfilo tem dificuldade em atingir o agente causador
de infeccdo porque tem sua capacidade de migracdo diminuida, o que foi observado de
forma consensual nos trabalhos analisados. H& também relativa insensibilidade a
estimulos quimiotaticos. Além disso, sabe-se que a a¢do de controle microbiano exercida
pelos neutréfilos também fica alterada. Por fim, ndo ha clareza sobre o que ocorre com a
atividade fagocitica dessas células. Por exemplo, segundo Danikas DD e cols, a atividade
fagocitica de neutrofilos nos pacientes com sepse grave encontra-se reduzida, e quanto
maior a gravidade da infec¢do, mais intenso € esse comprometimento (Danikas DD e cols,
2008). Contudo, a correlacdo entre menor atividade da fagocitose e gravidade da sepse
ndo foi comprovada em todos os estudos que testaram este evento (Gurlevik G e cols,
2007; Demaret, J e cols, 2015).

O outro evento de destaque foi o retardo na ocorréncia de apoptose nos neutrofilos
de pacientes sépticos. Em condicdes fisiologicas, essas células apresentam tempo de vida
curto na circulacdo (ie, 7 a 10 horas). A reducdo do processo apoptotico em pacientes
com sepse pode representar uma adaptacdo do organismo na ocorréncia de um insulto
infeccioso. Contudo, a despeito disso, ha significativo comprometimento funcional
dessas células nos casos de sepse grave. A manutencdo da célula por mais tempo néo foi
associada a seu melhor desempenho; pelo contrario, este evento parece ocorrer de forma
desregulada na sepse, e as células mantem-se hiporresponsivas aos estimulos
quimiotéticos (Wang JF e cols, 2015; Demaret J e cols, 2015; Parlato M e cols, 2014;
Gorgulu AP e cols, 2011; Celma IF e cols, 2008).

Destaca-se, por fim, o grande numero de moléculas solGveis detectadas em
amostras de sangue dos pacientes ou em modelo experimental de sepse, como: IL1-B; IL-
4; IL-6; TNF-a; Cha; CXCL8; PTX3; oxido nitrico; mieloperoxidade; fas (Daigo, K e
cols, 2012; Santos, SS e cols, 2012; Martins, PS e cols, 2008; Kothari, N e cols, 2011,
Khaenam, P e cols, 2014). Apesar da diversidade de moléculas soluveis detectadas em
amostras de pacientes ou em modelo animal de sepse nédo foi possivel identificar uma
unica molécula que fosse relacionada a fisiopatologia da sepse e a atividade do neutrofilo
em trabalho clinico.

Os 19 estudos incluidos nesta revisdo trouxeram informacdes valiosas acerca do

neutrofilo no contexto da sepse. Resta, como desafio, a realizacédo de estudos que possam
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avaliar os diferentes aspectos apresentados de forma articulada e dindmica, o que
permitird um melhor entendimento da funcdo dos neutréfilos em pacientes portadores
dessa grave condicdo. Tal conhecimento poderia contribuir para identificacdo de
pacientes com pior prognastico e com elaboracéo de eventuais intervengdes terapéuticas

Nna Sepse.

Concluséao
A mudanga do perfil de migrac&o, da capacidade fagocitica e a de apoptose impacta na

resposta do neutrdfilo na sepse. Essas alteragcdes funcionais dos neutrdfilos parecem
associadas a gravidade da sepse. O melhor entendimento desses distlrbios e o0 seu
eventual tratamento poderdo contribuir para melhora do prognéstico em pacientes com

sepse.

LimitacGes

Nesta revisdo tivemos limitacdes de acesso a trabalhos cientificos que nédo
contemplavam os descritores utilizados e realizamos a busca de artigos em apenas duas
bases de dados. Além disso, a estipulacdo de periodo tempo para a pesquisa também foi
um fator limitante para o levantamento de todos os trabalhos relacionados ao tema porque
limita o acesso a trabalhos importantes que eventualmente foram publicados fora do

tempo estipulado desta pesquisa.
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Figura 1: Descricdo da andlise por pares e selecdo dos artigos.
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Tabela 1: Andlise geral dos textos

Referéncia/ Ano de

publicacdo

1. Gurleyik G e cols,

2007.

2. Martin EL e cols,
2010.

Tipo de

estudo

Experimental

Experimental

Objetivo Principal

Avaliar os efeitos do fator de
estimulacdo  das  colbnias  de
granulécitos (G-CSF) nas fungbes
imunes de  polimorfornucleares
durante a infec¢do abdominal grave e
sobre a sobrevivéncia em ratos com
peritonite.

Analisar o papel especifico da
atividade de PI3Ky quinase na
patogénese da sepse.

Principais Resultados

- A atividade quimiotatica de neutréfilos tratados com G-CSF aumentou.

- A sobrevivéncia aumentou nos ratos tratados.

- Neutréfilos tem dificuldades na atividade em infecgdo peritoneal.

- O tratamento com G-CSF melhorou a funcdo imune de neutréfilos e
monacitos.

- A auséncia da atividade da PI3kinase confere protecdo contra mortalidade e
falha de multiplos 6rgaos.

- Na CLP severa: bloqueio de P13kinase manteve pressdo arterial, protege dano
no 6rgdo (figado e intestino) e também aumentou apoptose tecidual.

- Apresentaram reducdo da atividade quimiotaxia de neutrofilos.

- CLP grave: falha na migracéo de neutrdfilos para periténio, aumento de GRK2
e reducao de CXCR2.

- PI3kinase bloqueia influxo de neutrofilos.

- Camundongos tratados para bloqueio da Pl3kinase: apresentaram reduzida
mortalidade, melhora da migracgéo de neutrofilos e do controle bacteriano.

- Aumento de PD-L1 em camundongos submetidos a CLP com pico em 24h.



3. Wang JF e cols,
2015.

4. Schmidt EP e
cols, 2012.

5. Souto FO e cols,
2010.

Experimental
e clinico
(caso
controle —
prospectivo)

Experimental

e clinico

Experimental
e Clinico

Avaliar o nivel de expresséo de PDL-
1 em neutrofilos de camundongos e
pacientes sépticos.

Avaliar se neutrofilos de

camundongos  poderiam  induzir
apoptose de linfécitos por PDL-1
através de sistema transwell e

anticorpo anti-PDL1.

Avaliar a lesdo pulmonar aguda (ALI)
associada a sepse correlacionando com
degradacdo do glicocélise endotelial
pulmonar, inflamacdo e adesdo de
neutrofilos.

Avaliar o papel do receptor de
quimiocina CCR2 na conducdo da
infiltracdo de neutrofilos e danos nos
tecidos nos 6rgdos remotos durante a
sepse.

- Neutrofilo PD-L1+:CD11a, CD62L e CCR2 baixos e CD16, CD64 altos
apresentaram comprometimento da capacidade migratoria.

- Neutréfilo pode induzir apoptose de linfocito via contato direto mediado por
PDL1.

- Baixa de CD11a e CCR2 associado a reducdo de quimiotaxia do neutrofilo.

- PDL1+ apresentou comprometimento de migracéo.

- Sepse pode induzir regulacdo positiva de PDL1 em neutrofilos sendo um
subtipo inibitorio o qual pode comprometer quimiotaxia e induzir apoptose
linfocitica durante a sepse.

- Exposicdo de camada do endotélio apds exposicdo a particulas bacterianas
como endotaxina, levam ao reconhecimento e adesdo de neutrofilos na
membrana vascular via ICAM-1 e VCAM-1.

- Heparanase como potencial efeito protetor pulmonar durante a sepse.

- A exposicdo de moléculas no endotélio é importante para adesdo de neutrofilos
e mecanismos como baixa de glicocalix pode induzir extravasamento de
neutrdéfilos.

- TLR2 e TLRA4 participam da quimiotaxia de neutrofilos.

- Os neutrofilos tratados com antagonista de CCR2 ou camundongo nocaute
para CCR2 aboliram quimiotaxia via TLR.

- A expressdo de CCR2 foi aumentada em neutréfilos tratados com LTA e LPS.
- Necessidade de CHX (sintese de proteinas) para expressar CCR2 via estimulo
com LTA e LPS.

- Quimiotaxia do neutréfilo foi totalmente abolida apds inibicdo de NFKB.

- Os receptores de TLR direcionam a expressdo de CCR2 via NFkB.

35



6. XuRecols, 2015.

7. Demaret J e cols,
2015.

Clinico

Clinico

Avaliar os niveis de C5aR e niveis de
C5L2 em neutrofilos de pacientes com
SIRS e sepse.

Avaliar as alteracOes
imunossupressoras dos neutréfilos nos
pacientes sépticos utilizando estudos
fenotipicos e funcionais.

- A regulacdo aumentada de CCR2 na sepse é mediada via sinalizacdo TLR.

- Sinalizagdo TLR induz expressdo de CCR2 em neutrdéfilos, conferindo a estas
celulas a capacidade de migrar em resposta a ligantes CCR2.

- Pacientes sépticos apresentaram alta contagem de neutréfilos comparado a
paciente com SIRS.

- O percentual de expressdo de C5L2 foi reduzida em neutrofilos de pacientes
sépticos.

- A expressdo de C5aR e C5L2 pode servir de biomarcador para predizer
sobrevivéncia de pacientes septicos.

- A exposicdo dos neutréfilo ao C5a acarreta a menor expressao de C5aR.

- Neutrofilos de pacientes sépticos apresentaram baixa habilidade em secretar
IL8 em resposta a C5a in vitro quando comparado a controle saudaveis e SIRS.
- Altos niveis de C5a e C5L2 em neutrofilos foi associado a sobrevivéncia de
pacientes sépticos enquanto que baixos niveis de C5aR e C5L2 em neutréfilos
foi associado bom preditor de mortalidade em pacientes sépticos.

- C5a induz prejuizo na producdo de IL8 pelos neutrofilos. Este fendmeno pode
ser associado a “paralisia imune” que ocorre na sepse.

- As analises foram realizadas na fase tardia da sepse para que fosse analisado
os neutrofilos em periodo de imunossupressao da sepse.

- Numero de neutrdfilos circulantes foi maior em pacientes sépticos quando
comparado a valores normais.

- CXCR1 e CXCR2 também apresentaram expressdo reduzida em pacientes
sépticos.
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8. Blom C e cols,
2015.

9. Khaenam P e cols,
2014.

Clinico

Clinico

Avaliar marcadores inflamatérios no
plasma de pacientes com sepse grave
para criar uma mix experimental de
citocinas e usa-lo para investigar a
ativacdo e interacbes de leucdcitos
polimorfonucleares e células
endoteliais cerebrovasculares
humanas in vitro.

Avaliar o perfil transcriptonico de
neutrofilos, mondcitos e células
dendriticas na tentativa de se obter o
perfil de respostas imunes em escala
de sistemas.

- Neutrofilos estimulados por IL8, fMLP e GRO apresentaram menor
capacidade migratéria em pacientes sépticos quando comparado a voluntarios
saudaveis.

- Para a capacidade de fagocitose ndo houve diferenca entre pacientes e controle.
- Na andlise do estresse oxidativo: em células de pacientes o estress oxidativo
foi menor do que em voluntarios saudaveis.

- A producdo de agentes bactericidas foi prejudicada ap6s o choque séptico.

- A apoptose é diminuida.

- Reducéo da capacidade migratoria dos neutrofilos.

- A estimulagdo de PMN com mistura de citocinas ndo acarretou aumento de
adesdo das células virgens.

- O estimulo dos PMN com mistura de citocinas resultou na reducdo da
capacidade de adesdo das células.

- Nas primeiras 24h de sepse, o paciente demonstra PMN com perfil de maior
regulacdo para adesao.

- A célula do neutréfilo é importante na identificacdo de transcriptomas que
possam predizer gravidade da sepse.

- O neutrofilo apresentou resposta diferente em amostras de pacientes sépticos
com a identificacdo de 709 genes relacionado com resposta imune.

- As 30 transcri¢fes demonstraram alta acuracia para predizer sepse.

- Maior numero de células em apoptose ap6s aplicag¢do do anticorpo anti-CD24.
- Aumento de CD16 na membrana de neutréfilos marcados com anti-CD24.
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10. Parlato M e cols,
2014.

11.  Tsuneyuki U e
cols. 2013.

Clinico

Clinico

Avaliar a via apoptética em neutrofilos
humanos que é desencadeada através
da molécula de superficie CD24.

Avaliar a expressdo de genes do
receptor desencadeante em células
mieldides (TREM) -1 e receptor de
proteinas G-acoplado-cinase (GRK) -2
em PMN isoladas de pacientes.

- O sinal de apoptose nos neutrofilos através de CD24 foi traduzido via caspase
3/ caspase 9.
- Inibiram apoptose via bloqueio do sistema NADPH com DPI e apocinina.

Demonstrando que o uso de DPI bloqueia apoptose induzida também pela via
CD24.

- A CD24 induz apoptose nos neutrofilos via colapso de membrana
mitocondrial.

- O stress oxidativo contribui para morte de neutrofilo via CD24.

- Neutrdfilos de pacientes sépticos tem expressdo reduzida de CD24.

- A ligacdo de anticorpo com CD24 induz apoptose em neutréfilos.

- CD24 ¢é gatilho para morte celular via despolarizacdo de membrana
mitocondrial, geracdo de ROS e ativacdo de procaspase-9 em neutréfilos
humanos.

- A apoptose de neutréfilos de pacientes criticos levaram de 8 a 10 horas para
apoptose, enquanto a meia vida de neutréfilos de pessoas saudaveis leva de 7-
10 horas.

- Expressdo dos niveis do gene TREM1 em 4 (de 7 pacientes) pacientes com
pneumonia moderada foi alto.

- Seis pacientes apresentaram baixa expressdo de TREM1 comparado com
pacientes saudaveis.

- Os niveis de TREM1 foram baixos em pacientes com sepse.

- A incubacdo de PMN com oligopeptideo de TREM1 aumentou os niveis de
TREM1 RNA.
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12. Daigo K e caols,

2012, Clinico

13. Santos SS e cols, Clinico
2012;

14. Kothari, N e cols,

2011, Clinico

Avaliar ligantes de PTX3 na sepse,
através de um estudo protebmico
direcionado de complexos de PTX3
circulantes.

Avaliar a geragdo de oxigénio reativo
(ROS) e oxido nitrico (NO) por
monacitos e neutrofilos de pacientes
sépticos e correlacionar seus niveis
com os desfechos clinicos.

Avaliar a atividade da enzima
mieloperoxidade (MPO) no plasma de
pacientes criticos e verificar a hipotese
de que essas concentragdes no plasma
seriam maiores na sepse e condigdes
inflamatdrias sistémicas.

- Nivel de mRNA de GRK2 tiveram expressdo reduzidos em pacientes com
infecgéo bacteriana, indicando supresséo de migracéo de PMN.

- Alta concentragdo de PTX3 em amostras de sangue.

- ldentificaram 104 proteinas candidatas a interacdo com PTX3 envolvendo
ativacdo do complemento, opsonizacéo de patdgeno, regulacdo de inflamagéo e
deposicdo de matrix extracelular.

- O perfil proteomico demonstrou que o PTX3 formou complexos com alguns
componentes NETS.

- PTX3 como possivel alvo terapéutico e funcéo de defesa.

- A producéo de NO pelos mondcitos foi alta em pacientes sépticos comparado
com voluntarios saudaveis.

- Aumento de Mieloperoxidase em pacientes com SIRS e sepse, no entanto,
pacientes com choque sépticos apresentaram baixa contagem de células e de
MPO.

- Os Niveis de citocinas também foi elevado em pacientes com SIRS, sepse e
choque séptico.

- Apoptose foi reduzida durante o periodo observado comparado com células
controle.
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15. Adnana PG e cols,
2011.

16. Danikas DD e cols,
2008.

Clinico

Clinico

Avaliar o papel de Fas soluvel (sFas)
na regulacdo da apoptose extrinseca de
neutréfilos  pds-traumaticos e no
desenvolvimento de sepse.

Avaliar o impacto da atividade
fagocitica de neutrofilos e mondcitos
no desfecho de pacientes com sepse
grave.

- Elevados niveis de Fas solvel pode inibir apoptose em neutrdéfilos circulantes
e promover atividade celular prolongada.

- A apoptose foi reduzida em pacientes que desenvolveram sepse subsequente
ao trauma.

- A atividade fagocitica de PMN no dia de admisséo foi reduzida em pacientes
com sepse severa gque ndo sobreviveram comparado com individuos saudaveis.
- A expressdo de CD64 em PMNSs e mondcitos de pacientes com sepse severa
que sobreviveram foi significativamente aumentada comparada com controle
saudavel.

- Em pacientes que sobreviveram, houve uma regulacdo negativa da expresséo
de CD64 em PMNs e mondcitos quando comparado a dosagem do dia de
admissdo e resolucéo.

- Demonstraram correlacdo positiva entre atividade de PMNs e expressédo de
CD64 na admisséo.

- Em analise univariada foi demonstrado significante correlacdo positiva entre
resultados clinicos com atividade fagocitica de PMNs assim como entre
resultado clinico e expressdo de CD64 em mondcitos e PMNs.

- O aumento da atividade fagocitica e expressdo de CD64 nos fagocitos teve
impacto favoravel na sobrevivéncia.

- A atividade fagocitica de PMNs parece ser preditor independente para
sobrevivéncia em pacientes com sepse severa.
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17. Martins PS e cols,
2008.

18. Christian B e cols,
2013.

19. Ignacio FC e cols,

Clinico

Ensaio
Clinico duplo
cego

Avaliar a ativacdo celular no contexto
da sepse e sua correlacdo com a
disfuncéo organica.

Avaliar o efeito da lidocaina no
recrutamento de leucécitos em
pacientes sépticos.

Avaliar o efeito da administracdo
parenteral de vitamina C na apoptose
de neutrofilos através da determinacéo

- Baixa expressdo de TLR2 em grupo de pacientes com choque séptico
comparado com grupo controle.

- O score SOFA de 7 foi o nivel para discriminar entre os pacientes que
sobreviveram e ndo sobreviveram.

- A lidocaina inibiu fortemente o aumento de quimiocina induzida nos
neutrofilos em 4 e 24h apo6s inicio da medicacéo.

- Neutrofilos apresentaram aumento no tempo de aderéncia para rolamento de
células em meio com P-selectina/ ICAM-1/ IL8 comparado com meio de P-
selectina/ ICAM-1.

- Em neutrofilos isolados, a lidocaina demonstrou ter efeito em bloquear o
rolamento

- O pré-tratamento com lidocaina e Ro 31 8220 reduziu significativamente a
adesao.

- Neutrdéfilos incubados com plasma obtido de pacientes antes da administracéo
do medicamento demonstrou alta transmigracdo comparado com neutréfilos
incubados de voluntarios saudaveis.

- A transmigracdo de neutrofilos incubados com plasma de pacientes sépticos
tratados com lidocaina apresentou significante reducdo em relacdo a neutréfilos
que foram incubados com plasma de pacientes sépticos tratados com salina.

- O receptor Fas em neutréfilos CD15+ foi reduzido em pacientes tratados com
vitamina C em relagdo a voluntarios saudaveis, mas ndo foi diferente em
pacientes tratados com placebo.

- A contagem de neutrofilos foi alta em ambos os grupos tratados comparado
com saudaveis.
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2009. Ensaio da expressdo do receptor de Fas e dos - Caspase-3, PARP e Bcl-2 foram significativamente reduzidos em voluntérios
Clinico duplo niveis de caspase-3, poli (ADP-ribose) saudaveis do que nos grupos placebo e tratado com vitamina c.

cego polimerase (PARP) e Bcl-2 em - Caspase 3 e PARP foi baixo no grupo tratado com vitamina ¢ em relagéo ao
neutrdfilos de pacientes com cirurgia placebo.

abdominal séptica. - Bcl-2 apresentou-se alto em grupo tratado com vitamina C em relacdo ao
placebo.
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Figura 2: Perfil de quimiotaxia, apoptose e fagocitose do neutréfilo na sepse:
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Descricéao dos principais mecanismos relacionados a quimiotaxia de neutrdfilos na sepse. a) O aumento de
PDL-1 foi associado a reducdo da quimiotaxia; b) Ocorre a internalizagdo do receptor de CXCR2 quando
GRK2 tem aumento de expressdo resultado em queda da quimiotaxia. A internalizacdo de CXCRL1 foi
associada a queda de quimiotaxia de neutrofilos; ¢) O aumento de C5a no sangue foi associado ao bloqueio
do estimulo quimiotatico exercido pela IL8 no neutrdfilo; d) Aumento da expressdao de GRK2 em
neutrofilos com queda de quimiotaxia; €) Pacientes sépticos tem aumento de citocinas no sangue.
Referéncias: Gurleyik G e cols, 2007; Martin EL e cols, 2010; Wang JF e cols, 2015; Schmidt EP e cols,
2012; Souto FO e cols, 2010; Xu R e cols 2015; Demaret J e cols 2015; Blom C e cols, 2015; Ubagai T e

cols, 2014; Berger C e cols, 2013. Fonte: Figura criada para este artigo.
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ii) Descrigdo dos principais mecanismos relacionados a fagocitose de neutréfilos na sepse. a) Na fase de

hiporresponsividade da sepse ha reducédo da apoptose do neutréfilo. b) O aumento da expressao do receptor

Fas foi associado ao aumento de apoptose de neutrofilos; ¢) A reducéo da expressao do receptor CD24 foi

associada ao aumento de apoptose de neutréfilos através da inducdo do NADPH e consequente dano

mitocondrial; d) Pacientes que receberam vitamina C apresentaram menor expressdo de caspase 3.
Referéncias: Wang, JF e cols, 2015; Demaret, J e cols, 2015; Parlato, M e cols, 2014; Gorgulu, AP e cols,

2011; Celma, IF e cols, 2008). Fonte: Figura criada para este artigo. Figura criada para este artigo.
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iii) Descri¢do dos principais mecanismos relacionados a fagocitose de neutréfilos na sepse. a) O fator de
crescimento G-CSF foi associado ao aumento de fagocitose pelo neutréfilo; b) Pacientes que sobreviveram
ao evento séptico apresentaram maior expressdo de CD64 em relagdo a pacientes que evoluiram a 6hito; c)
Na fase de imunossupressao da sepse, 0 evento de fagocitose ocorreu na mesma proporcao que voluntarios
saudaveis. Referéncias: Gurlevik, G e cols, 2007; Demaret, J e cols 2015; Danikas, DD e cols, 2008. Fonte:

Figura criada para este artigo.
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1. JUSTIFICATIVA

A sepse é uma sindrome responsavel por grande nimero de 6bitos em unidades
de terapia intensiva e a sua incidéncia vem aumentando nos Gltimos anos. Ainda que se
tenha observado melhora do prognostico da sepse nas ultimas décadas, a mortalidade em
paises em desenvolvimento — incluindo o Brasil — permanece muito elevada. O estudo de
moléculas inflamatdrias e da atividade do neutréfilo na sepse tem sido foco de diversos
trabalhos, mas ainda permanece em aberto a analise dos eventos moleculares e celulares
sob uma perspectiva multifatorial e em grupos especificos de pacientes com sepse. Assim,
neste trabalho buscamos investigar eventos relacionados a atividade do neutr6filo
associada a niveis de moléculas inflamat6rias em pacientes com sepse e estabelecer o
perfil de ocorréncia desses eventos sob uma perspectiva multifatorial, ou seja, em que 0s

eventos da resposta imune inata ocorrem simultaneamente em modelo clinico.
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I11. OBJETIVOS

111.1 Objetivo Geral
- Avaliar o perfil de resposta inflamatdria e atividade dos neutrofilos, e sua associagdo

com a sobrevivéncia e gravidade da sepse em pacientes internados na UTI de adultos do
HC/UFMG.

111.2 Obijetivos Especificos

- Avaliar o perfil demografico e clinico dos pacientes com sepse e choque séptico
internados na UT|I de adultos do HC/ UFMG, além dos principais desfechos apresentados
por esses pacientes, no curto e no longo prazo;

- Avaliar os niveis de quimiocinas (CCL2, CCL3, CCL5, CXCL8, CXCL9, CXCL10) e
da molécula pentraxin-3 na fase inicial da sepse, ou seja, apds inclusdo no estudo;

- Avaliar os niveis séricos das citocinas IL-6, TNF-a, IFN-y, IL-10, IL-17 no primeiro dia
apos inclusdo no estudo;

- Avaliar a associacdo dos niveis séricos de citocinas, quimiocinas e pentraxin-3 com
dados de sobrevivéncia e gravidade da sepse;

- Avaliar os niveis de NETs nos dias 1, 3 e 7 apds inclusdo e investigar a associagao entre
esses niveis e dados de sobrevivéncia e gravidade da sepse.

- Avaliar a capacidade de migracdo de neutr6filos em um subgrupo de pacientes com
sepse;

- Avaliar apoptose de neutr6filos em um subgrupo de pacientes com sepse;
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IV. METODOLOGIA

1VV. 1 Delineamento do estudo

Coorte prospectiva, iniciada em outubro de 2014 até janeiro de 2018. Foram incluidos 81
pacientes ap0s consentimento e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE).

IV. 2 Sujeitos da Pesquisa
- Todos os pacientes admitidos a partir do més de outubro de 2014 na UTI do HC-UFMG

com diagnostico confirmado de sepse foram considerados para elegibilidade no estudo.
Ainda que este estudo tenha sido concebido antes da publicagédo do consenso Sepse 3
(Seymour CW e cols 2016; Shankar-Hari M e cols, 2016; Abraham E, 2016) o diagndstico
de sepse foi confirmado segundo essa nova definicdo em todos os todos os pacientes

incluidos.

Tamanho amostral:

Utilizou-se amostra de conveniéncia.

Critério de inclusdo:

Pacientes com diagndstico clinico de sepse ou choque séptico (conforme a definicao
Sepsis 3); com idade maior ou igual a 18 anos; internados na UTI adulto do HC/UFMG;

e que assinaram o TCLE.

Critérios de exclusdo:

- Pacientes com contagem de neutréfilos menor que 500 cels/mm? ou menor que 1.000
cels/mm?3 associado a previsdo de queda para 500 cels/mm?® nas 48h seguintes.

- Pacientes em uso de corticoides com dose acima ou igual a 2mg/Kg/dia de prednisona
ou farmaco equivalente.

- Pacientes com diagndstico de sepse, porém sob uso de antibidticos por periodo acima
de 48h.

- Pacientes portadores de virus de imunodeficiéncia humana, com CD4+ < 200 cls/mm?,
- Pacientes submetidos a transplante de 6rgdo sélido ou de tecido no intervalo de tempo

de um ano.
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- Pacientes com previsdo de Obito para as proximas 24horas a partir da avaliacdo de

elegibilidade.

Grupo controle:

Adultos (idade > 18 anos) sabidamente saudaveis, sem historia de adoecimento agudo na

ultima semana (gripe, traumatismo, inicio de uso de medicamentos).

Local de Realizacao:
UTI de adultos do HC/ UFMG.
Laboratdrio de Resolucdo da Resposta Inflamatoria — ICB/ UFMG.

1V. 3 Coleta e analise dos dados

Dados Clinicos:

Foram coletadas informacdes referentes ao sexo, idade, sitio de infec¢do, uso de
medicacdes vasopressoras (noradrenalina) e inotropicas (dobutamina), uso de medicacdes
relacionadas ao tratamento do foco infeccioso (antibidticos, antifingicos), resultados de
culturas e registro de hemotransfusoes.

Os pacientes foram classificados quanto ao valor do escore APACHE Il (Acute
Physiology and Chronic Health Evaluation I1) (Knaus WA e cols; 1985), SAPS 3
(Simplified Acute Physiology Score 3) (Le Gall JR e cols, 1993) e SOFA (Vicent JL e
cols; 1998) para analise de parametro clinico e gravidade da doenca.

Coleta de material biolégico:

- Pacientes: Foram coletados 10 ml de sangue em até 48h de uso de antibi6tico apds
inclusdo no estudo e diagndstico clinico da sepse de pacientes internados na UTI de
adultos HC/UFMG, sendo: 6 mL em tubo a vacuo com heparina e 4 mL em tubo vacuo
para sorologia. O sangue foi obtido através de cateter central ou por pun¢do venosa. Todo
material utilizado no procedimento foi estéril e descartavel.

Para as analises de NETs e quimiocinas, foi coletado amostras também no terceiro (D3)

e sétimo dia (D7) apo6s inclusdo no estudo.
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- Voluntarios Saudaveis:

Foram coletados 10mL de sangue sendo 5 mL armazenados em tubo a vacuo com
heparina e 5 mL em tubo vécuo para sorologia. O sangue foi obtido através de puncgéo

venosa periférica.

Testes com amostras de sangue

As amostras de sangue de todos 0s pacientes e controles foram processadas e submetidas

aos segu intes testes:

Marcadores inflamatorios:

A quantificagéo de citocinas e quimiocinas foi realizada no soro das amostras de pacientes
sépticos e voluntarios saudaveis. O soro foi obtido a partir de centrifugacdo e estocados
a —80° C para posterior analise. Os niveis séricos de IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-10, IL-17,
CCL3, CXCL10, CCL2, CCL8, CXCL9, CCLS5, pentraxin-3 (PTX3) e NETs foram
mensurados através do teste de Enzyme-linked immunosorbent assays (E.L.l.S.A., R&D
System para dosagem em espectrofotdmetro) usando anticorpos da R&D System.

Placas de 96 pocos foram cobertas com 50pL/poco do anticorpo especifico e os resultados

estdo expressos em picogramas/ mL.

Purificacéo de neutrofilos

Apos coleta do sangue total dos pacientes e controles, o mesmo foi colocado em meio de
cultura RPMI e, entdo, submetido a processo de separacdo de células através da técnica
de gradiente de densidade. Foi utilizado histopaque 11191 e histopaque 1077 para
separacdo das células (figura 3). Em seguida, iniciou-se 0 processo com a pipetagem de
3mL de histopaque 11191 seguido do acréscimo de 3mL de histopaque 1077 para
formacdo de duas camadas de solucdo. A solucdo de sangue total e meio RPMI foi
repassada de maneira delicada para o frasco que contém os histopaques para que ocorresse
a formacdo da terceira camada de solucdo no frasco. Apos centrifugar o sangue com 0s
histopaques, retirou-se as células atraves de pipetagem, o que foi seguido de nova
centrifugacdo. Em seguida, fez-se a lise das hemacias e nova centrifugacao para obtencéo
dos neutréfilos. Por fim, fez-se a contagem de células em microscopia na Camara de

Neubauer.
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Figura 3- Técnica de Separacdo de Neutréfilos: O sangue total é separado através de diferenca

de densidade das solucdes de histopaques (1077 e 11191).

- Ensaios de migracdo celular (in vitro):

Depois de separado os neutrofilos, estes foram diluidos em 1 mL de RPMI/BSA
0,01% (soro albumina bovina; Sigma chemical Co, St. Louis, MO — USA). Os neutrofilos
foram contados em camara de Neubauer com liquido de Turk (acido acético glacial a 2%,
violeta de genciana a 1% em agua destilada). O nimero destas células foi ajustado para 1
x 108/mL em RPMI/BSA 0,01%. Exigiu-se viabilidade celular maior ou igual a 97% para
0 experimento, o que foi definido pela visualizacdo das células pela excluséo, utilizando-
se azul de tripan. No compartimento inferior de uma camara de quimiotaxia (caAmara de
Boyden; 48 pocos; Neuro Probe, Inc., Cabin John, MD — USA) foram adicionados 28,6
UL dos estimulos fMLP (10"M/mL) e para controle da migragdo “ao acaso” utilizou-se
0 préprio RPMI/BSA 0,01% (Figura 4-A). Colocou-se uma membrana de policarbonato
(5 pm; Poretics Membranes; Osmonics, Laboratory & Specialty Products Group;
Livermore, CA-USA) sobre o compartimento inferior (Figura 4-B). Sobre essa
membrana, colocou-se uma membrana de polietileno, entdo encaixado a parte superior da
camara. Em seguida, foram adicionados 50 pL da suspensdo de neutréfilos no
compartimento superior, de forma répida, para evitar formacdo de bolhas. Essa camara
foi entdo levada a uma estufa e incubada durante 1 h, a 37°C com CO- (Figura 4-C). Ap0s
este periodo, a membrana de policarbonato foi retirada e corada com o kit de coloragéo
Diff-Quik (Baxter Scientific Products; Baxter Health Corporation, McGaw Park, IL —
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USA). A membrana foi fixada em lamina de vidro para contagem de células que migraram
e se fixaram na membrana.

A contagem de neutrofilos obedeceu a média aritmética de células contadas em
cinco campos aleatorio da lamina e todos os testes foram realizados em duplicada de cada
amostra testada para efeito de minimizar erro experimental. Os resultados foram

expressos pelo numero de neutrofilos por campo.

Figura 4: Ensaio de quimiotaxia em camara de Boyden: Os estimulos quimiotaticos (fMLP) e o
meio RPMI séo colocados no compartimento inferior da camara e, na parte superior, 0s
neutrofilos isolados sdo aliquotados. A cAmara é deixada em estufa por uma hora e, em seguida,

a membrana inferior é corada para contagem dos neutréfilos através de microscopia.

Cultura de células e andlise de apoptose

As células coletadas no primeiro dia de inclusdo no estudo foram trabalhadas a fresco
para cultura e analise de apoptose. As contagens de células foram determinadas utilizando
0 citdmetro e a viabilidade celular foi verificada por exclusdo de azul tripan e, assim,
obtivemos viabilidade superior a 96% das células. Em seguida, as células foram semeadas
a 5 x 10° células / mL na presenca ou auséncia de LPS (100 ng / mL) ou RPMI. As
amostras de neutréfilos saudaveis e sépticos foram incubadas a 37C por 3h, 6h, 12h, 22h
e 24h e meio a RPMI ou LPS. Para realizacdo de leitura de apoptose, adicionamos
Annexin V e Pl (PE) para avaliar a apoptose e necrose e processadas no citdbmetro de
fluxo FACSCaliber (Leitch, AE, et al; 2010).

Andlise estatistica:

Os dados obtidos das analises de amostras foram submetidos a anélise de variancia (One-
way ANOVA), seguida do teste Newman-Keuls e foram consideradas diferenga
estatistica significativas se p < 0.05. As analises estatisticas e os graficos foram
elaborados atraves do software GraphPad Prism 4.0 e spss. A anélise foi realizada por t-
tests, nonpaametric test (Mann-Whitney) e também foi aplicado para testar a igualdade
das medianas e foram consideradas diferenca estatistica significativas se p < 0.05.

Aspectos éticos
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Este projeto de pesquisa obedeceu a resolucdo do Conselho Nacional de Saude
(CNS) n° 196/96 que dispde sobre diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas
envolvendo seres humanos. Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
da UFMG (COEP-UFMG) como parte adendo ao projeto previamente aprovado e
intitulado “Avaliacdo de marcadores bioldgicos da sepse de pacientes internados no CTI
adulto do HC” em curso por grupo de pesquisadores de linha de pesquisa sobre sepse
humana do Programa de Po6s-Graduacdo em Infectologia e Medicina Tropical da
Faculdade de Medicina-UFMG. Numero de aprovacao: 0319.0.203.000-11. Data da
aprovacao: 29 de julho de 2014.
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Abstract

Background: Sepsis is defined as an uncontrolled host response to the infectious agent.
The main scenario in sepsis is an exacerbated inflammation which is in its turn
detrimental to the activity of the neutrophils.

Methods: This was a prospective cohort study conducted at an adult Intensive Care Unit
of a university hospital in Brazil, from October 2014 to January 2018. Adults (18 years
or older) patients with diagnosis of sepsis were assessed for eligibility. Inclusion criteria
sepsis-3. Included patients were followed up to one-year after inclusion for survival
analysis. The inflammatory profile was evaluated by dosage of serum levels of
chemokines and cytokines of septic patient and healthy controls.

Results: Eighty-one patients diagnosed with sepsis were included in the study. The mean
age of patients was 59 (18-97) years and 42 (52%) were females. Forty-two (52%)
patients had septic shock. The 28-day and 100-day mortality was 20% and 30%,
respectively. The median value of severity scores was as following: APACHE 20 (3-34),
SAPS 3 65 (6-105) and SOFA 9 (2-18). In the analysis of the inflammatory profile, high
levels of CXCL10, CXCL8 and CXCL3 were obtained in the three points analyzed from
patients with sepsis as compared to healthy controls (p<0.001 for all analysis). Regarding
PTX3 levels, they were higher in septic patients than in healthy controls on D3 (p=0.02).
Higher levels of IL-6, IFN-y TNFa, IL-10 cytokines were detected on D1 in septic
patients when compared to healthy volunteers (p<0.001). IL-6 was the only inflammatory
molecule associated with septic shock patients, in which its levels were significantly
higher than controls (p<0.001). Levels of DNA/NETs were higher in samples from
patients with sepsis as compared to controls (p<0.001), and even more in those with septic
shock (p=0.03) and in those that deceased throughout the first 7 days after inclusion
(p=0.03).

Conclusions: In the analysis of the inflammatory phenomenon that occurs in the
pathophysiology of sepsis, we highlight the release of CXCL10 and IL-6 in the
inflammatory mechanism and the release of NETs as the main mechanism of microbial

control resulting in shock and increased mortality of patients in this cohort.

Keywords: Neutrophil; Sepsis; Cohort; Clinical Study; Chemotaxis; Apoptosis; PTX3;
NETSs.
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Introduction

Sepsis is defined as an uncontrolled host response to the infectious agent, which
results in an acute hemodynamic instability and in one or more organ dysfunction (Levy
MM et al., 2003; Seymour CW et al., 2016). Organ dysfunction is evidenced by signs
such as tissue hypoperfusion, lactic acidosis, oliguria and the presence of neurologic
changes such as acute confusion, which occur due to the pathophysiological profile of
this condition (Levy MM et al., 2003).

Recently a study by the Latin American Sepsis Institute (ILAS) "SPREAD -
Sepsis Prevalence Assessment Database"” demonstrated in a multicentric analysis that the
prevalence of sepsis was 29.6%, corresponding that 1/3 of the beds of the ICU from all
the country were occupied by patients with severe sepsis and shock. In addition to the
prevalence, the study highlighted a global lethality of 55% and mortality in the Southeast
region of 51.2% (Lancet Infect Dis, 2017). The elevated mortality rates and the high
global incidence of sepsis reached a peak in 2017 when it was included as a priority of
public health by the World Health Organization (WHO)
(http://www.ilas.org.br/assets/arquivos/upload/Documento-OMS. pdf).

The pathophysiology of sepsis is characterized by a cascade of events, which
includes the innate and adaptive immune responses due to the activation of several types
of cells and the release of pro-inflammatory and anti-inflammatory molecules. The
unregulated increase in plasma cytokine levels, such as the tumor necrosis factor alpha
(TNF-a), interleukin 6 (IL-6) and interleukin 1 (IL-1p), has been associated with a poor
clinical prognosis because of a hyporesponsiveness secondary to the hyperactivation of
defense cells and systems such as, for example, the complement system (Singer M et al.,
2004; Cohen J, 2002; Derek CA et al. 2013).

The response in the inflammatory phase of sepsis has the deregulation as its main
feature and therefore there is a dysfunction of cell activity. Leukocytes have the ability to
eliminate the offending agent, for example, neutrophils begin to cause changes in their
antimicrobial mechanisms due to hyperactivation. Regarding the neutrophil activity in
sepsis, an important line of research has been the study of the release of neutrophil
extracellular traps (NETS) that has being described to have the capacity of defend the host
from the invasion of microorganisms (Phillipson, M; Kubes, P; 2011). NETs are
chromatin fibers released by neutrophils coated with proteases (including elastase) and
other antimicrobial molecules (such as histones), and that may be toxic for the host cell

(Phillipson, M; Kubes, P; 2011). Neutrophil extracellular traps were associated with the
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organ dysfunction picture of sepsis and has been described by its control properties at
bacterial invasion in an experimental model of sepsis (Czaikoski, PG, et al., 2016).

Studies investigating the inflammatory response and the neutrophil activity is
shown in an experimental model of sepsis and multicenter clinical trials and analyses aim
to elucidate certain mechanisms of immune signaling related to sepsis, but in the
literature, there is a fragmentation of immune analyses in models of animal sepsis or
clinical cases of sepsis. Therefore, it is a considerable challenge to identify these
mechanisms in a clinical context impacted by other immune factors, which are self-
regulated, to try to identify a pathway that is highlighted in the pathophysiology of sepsis.

There have been a number of studies that have demonstrated increased levels of
cytokines related to inflammation in sepsis, such as Bozza et al (2007), which
demonstrated increased IL-1p, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, MCP-1 and TNFa in
patients who had septic shock. The increase of these cytokines was associated with organ
dysfunction and five of these cytokines, such as IL-1f, IL-4, IL-6, IL-8 and MCP-1,
showed increased levels in septic patients who died (Bozza, F et al., 2007).

Thus, we aimed to evaluate the cytokine stimulation profile, neutrophil activity
and release of NETSs in patients with sepsis.
Methods
Study design
This was a prospective cohort conducted at the adult intensive care unit of Hospital das
Clinicas, Universidade Federal de Minas Gerais (ICU/HC — UFMG), in Brazil. Patients
were included from October 2014 to January 2018. Patients with clinical diagnosis of
sepsis or septic shock according to the Sepsis 3 criteria (Seymour CW e cols 2016); with
age > 18 years; hospitalized in the adult ICU of the HC / UFMG; and who signed the
consent form were included. Exclusion criteria were: patients with a neutrophil count
below 500 cels / mm? or less than 1,000 cels / mm? associated with a predicted fall of 500
cels / mm?3 in the following 48 hours; patients taking corticosteroids with a dose equal to
or greater than 2mg / kg / day of prednisone or equivalent drug; patients with a diagnosis
of sepsis, but under the use of antibiotics for a period of more than 48 hours; patients with
human immunodeficiency virus, with CD4 + <200 cels / mm?; patients undergoing solid
organ or tissue transplantation within one year; patients with death predictions for the
next 24 hours from the eligibility evaluation.

Definitions and study endpoints
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Clinical Data
Data regarding age, gender, type of hospital admission (whether clinical or surgical), site
of infection, microbiological confirmation and death were collected. Patients were
classified as for their scores for APACHE Il (Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation I1) (Knaus WA e cols; 1985), SAPS 3 (Simplified Acute Physiology Score 3)
(Le Gall JR e cols, 1993) and Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) (Vicent JL
e cols; 1998) for the analysis of clinical parameter and severity of their condition.

All patients included in the study had a one-year follow-up after the sepsis episode

for the survival analysis.

Collection of Biological Material

Blood samples were collected in one day after inclusion. Furthermore, samples were
collected on the third (D3) and on the seventh (D7) day after inclusion for test of cytokines
and chemokines. Samples were fractionated in a vacuum tube containing heparin for cell
analyses and in a vacuum tube containing gel for serological analyses. Blood was
obtained by a central catheter or, eventually, by a venipuncture. Samples collected for
serological analyses were centrifuged and stored in freezer at -80°C. Health volunteers
were included after declaring themselves healthy and not using antibiotics or
corticosteroids.

Sample Testing

Blood samples from all patients and control individuals were processed and submitted to
the following tests:

Inflammatory markers

Quantification of cytokines and chemokines was performed on the serum of samples from
sepsis patients and health volunteers. Serum was obtained by centrifugation and stored at
—80° C for posterior analysis. Serum levels of IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-10, IL-17, CXCLS,
CCL2, CXCL10, CCL3, CXCLY9, CCL5, and NETs (ELISA in house) and pentraxin-3
(PTX3) were measured by Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA, R&D System
for dosage in spectrophotometer) using antibodies of the RD System.

Ninety-six-well plates were covered with 50uL/well of a specific antibody and results are

expressed in picograms/ mL.

Statistical analysis
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The data are reported as means + SEM for analysis was carried out by t-tests,
nonparametric test (Mann-Whitney) and a test to verify the equality of the medians and
they were considered statistically significant when p < 0.05Statistical analyses and graphs
were performed using the GraphPad Prism 4.0 and SPSS software.

Ethical aspects

The Ethics Committee of the Universidade Federal de Minas Gerais approved this study,

and all included patients provided written informed consent.

Results

Patients

From October 2014 to January 2018, a total of 81 patients were included in the study.
Patients” main characteristics are described in Table 1. Mean age of patients was 59 (18-
97) and 42 (52%) were females. Most of patients 50 (62%) were admitted due to medical
conditions. (Table 1-A). Regarding the control group for the laboratory tests, thirty
healthy volunteers were included, with a mean age of 55 and 34% were males.

In the classification according to the criteria of Seymour CW et al. (2016), there were
forty-two cases of septic shock (52% of the total of cases) among the 81 patients with
sepsis. Most patients (85%) included in the study had their first sepsis episode.

Most cases of sepsis had a nosocomial origin (74%). Regarding the site of infection, 27
(33%) patients had abdominal infection, followed by 20 (25%) cases of pulmonary
infection and 13 (16%) cases of urinary infection. Microbiological confirmation was
obtained in forty-eight (60%) cases (Table 1-B).

In the analysis of severity scores (SAPS 3, APACHE Il, SOFA and Lactate), only SOFA
score and lactate were statistically different for patients who died and presented septic
shock, respectively (Figure 1).

Here were sixteen deaths (20%) in 28 days, twenty-four deaths (30%) in 100 days and
thirty- two deaths (40%) one year after detecting sepsis. In one year after the sepsis or

septic shock episode, survival was achieved in 60% of cases (Figure 2).

Sepsis-related chemokines, pentraxin 3 (PTX3) and cytokines
Chemokines were dosed on the first day (D1), third day (D3) and seventh day (D7) of
sepsis after inclusion. There was a high concentration of CXCL8, CXCL10 and CCL3 in

the serum of patients with sepsis at the three moments analyzed when compared to healthy
people (p<0.05 for all molecules) (Figure 3 — D, E and F). CXCL9 was the only
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chemokine that did not have changes in the patients when compared to the control healthy
people. CCL2 had increased levels on the D7 and CCL5 was increased on the D1; both
when compared to healthy volunteers (Figure 3— A, B and C). Finally, PTX was detected
in high levels in the D3 of patients with sepsis when compared to healthy volunteers
(p=0.02) (Figure 3 - G).

Regarding the association of these chemokines and sepsis severity (ie, to have septic
shock or not) and outcome, only levels of CXCL10 measured on D1 were higher in the
group of patients who died in up to one year after the sepsis episode (p<0.001). The
chemokine and PTX3 were not associated with the severity of sepsis (Figure 4- A, B, D).
In the analysis of the profile of cytokines, higher levels of IL-6, IFN-y, TNF-o and 1L-10
were obtained in samples of patients with sepsis collected on D1 when compared to
healthy volunteers, excepted for IL-17 (p<0.001 for all analyses) (Figure5-A, B, C, D,
E). Also, these cytokines were not associated to survival or death in one year after the
episode of sepsis neither with the severity of sepsis, only for IL-6 that was increased in
patients with septic shock (Figure 6 — A, B, C, D, E).

Sepsis-related DNA/NETSs

Higher levels of DNA/NETSs were detected in samples from patients with sepsis when

compared to those samples from healthy volunteers (p<0.001) (Figure 7 — A).
Considering the analysis of samples collected on D1, D3 and D7 after inclusion, only on
the latter point the levels of DNA/NETS were associated with sepsis severity or survival
(p=0.04) (Figure 7 - B, C, D).

Discussion

The main findings of this study were, increase of CXCL10, IL-6 and NETs was
statistically changed in the subgroup more seriously ill patients and with worse prognosis.
The inflammatory profile of patients with sepsis was determined in this study by
measuring cytokines and chemokines which are classically related to sepsis.
Elevated levels of cytokines and chemokines have been associated with higher mortality
as well as other attributes of more severe disease (Fjell, CD et al, 2013). There was an
increase of IFN-y, TFN-o and IL-6, which are released in the early stage of sepsis and are
correlated to the activation of endothelial and polymorphonuclear (PMN) cells in this
condition (Patel RT, et al, 1994; Petilla V, et al, 2002; Panacek EA, et al, 2004).
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Furthermore, the increase of IL-6 was associated with the severity based on the diagnostic
criteria of sepsis-3, corroborating data from the literature that suggest that the serum
dosage of this cytokine may be a possible marker of septic shock (Petilla V, et al, 2002).
There was also a serum increase of CXCL10 and CXCLS8 in patients with sepsis at the
three moments evaluated. These data are relevant, once increased levels of CXCL8 play
a role in the activation and migration of neutrophils and CXCL10 contributes to the
activation and migration of lymphocytes. Chemokine CXCLS8, the former IL-8, was
described some time ago and plays a role in the stimulation of neutrophil trafficking
through the action of CXCR1 and CXCR2 receptors expressed in the cell membrane of
neutrophils (Kunkel SL, 1991).

CXCL10 plays a role in the lymphocyte and natural-killer cells (NK cells) trafficking via
CXCR3 receptor and was significantly greater in patients who did not survive, which
suggests that the cell hyperactivation from the increase of this chemokine might be
significant associated with the mortality of these patients. Patients with sepsis usually
have neutrophilia due to the increased stimulation to release cells from the bone marrow
to the blood and our data corroborate information from the literature since 70% of patients
had neutrophilia (Shen, XF e cols, 2017).

The increased serum levels of NETs also play a role in the deregulation of the
inflammatory response in these patients with sepsis. Czaikoski et al. (2016) have already
shown the correlation of NETs and bacterial control in an animal model of sepsis through
the action of histones and have also shown high levels of this molecule in patients on the
first day of sepsis diagnosis. In a clinical trial of NETs, Azzouz, A, et al., (2018) have
shown that bacterial control established by the complement system may be changed by
the presence of NETs and the bactericidal activity performed by these fibers does not
seem to be significant under bacterial infection conditions.

Thus, we have also evaluated whether this molecule might be associated with the
worsening and death of patients from our study. There was a significant increase of NETs
in patients with sepsis, which is correlated with shock and mortality on the seventh day
after detecting the condition.

Some studies have shown that NETSs release leads to the increase of another
molecule termed PTX3. This molecule, produced by several types of cells including
mononuclear phagocytes contributes to the protection against deleterious effects of NETs
in the circulation and organ dysfunction associated with the clinical status (Iba T, et al.;

2016). In this study, there was also an increased PTX3 on the third day after detecting
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sepsis, suggesting an attempt to control impairments associated with the release of NETSs.
This has a great clinical significance, since the control of NETs in up to seven days after
detecting sepsis may be a possible strategy to reduce rates of septic shock and deaths

associated with this condition.

Conclusion

In the analysis of the inflammatory phenomenon that takes place in the
pathophysiology of sepsis, NETs release is highlighted as the main mechanism of
microbial control and that results in shock and increased mortality of patients in this

cohort.
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Table 1: Baseline demographic and clinical characteristics of the septic patients

A)

Total patients
Age, Median (1Q)
Gender, n (%)

Type of hospitalization, n(%b)

Surgical hospitalization,
n(%)

Severity score, median -
inclusion
APACHE I (1Q)
SAPS 111 (1Q)
SOFA (1Q)
LACTATE (IQ)
PCR (1Q)

Median Frequency (n)/

(Minimum and Percentage (%)

Maximum)
81
59 (18-97)
Female 42 (52%)
Medical 50 (62%)
Surgical 31 (38%)
Elective 11(14%)
Urgency 20 (25%)
20 (3-34)
65 (16 - 105)
9(2-18)
11 (0.6 — 422)

282 (55 - 616)
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B)

Clinical Manifestations

Sepsis

Sepsis episode

Type of infection

Microbiological confirmation

infection site

Median

(Minimum and

Maximum)

Sepsis

Septic shock

First
Second

Third or more

Nosocomial

Community

Yes
No

Intra-abdominal
Lung
Kidneys
Catheter
Others

Frequency (n)/

Percentage (%)

39 (48%)
42 (52%)

69 (85%)
7 (8%)
5 (7%)

60 (74%)
21 (26%)

48 (60%)
33 (40%)

27 (33%)
20 (25%)
13 (16%)
5 (6%)
16 (20%)
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Figure 1: Analysis of severity scores with mortality and severity of sepsis
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Figure 1: Severity scores (A) SAPS 3, (B) APACHE II, (C) SOFA and (D) lactate in one year.
Analysis was carried out by t-tests, nonparametric test (Mann-Whitney) and a test to verify the
equality of the medians and they were considered statistically significant when p < 0.05.
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Figure 2: Sepsis-related survival
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Figure 2: Survival curve of septic patients in one year after event. The survival curve

between patients with sepsis and septic shock did not show statistical difference.
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Figure 3: Chemokine kinetics
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Figure 3: Chemokine kinetics CCL9, CCL5, CCL2, CXCL10, CXCL8, CCL3; and PTX3. First
day (D1), third day (D3) and seventh day (D7) of sepsis detection. (*) Analysis was carried out
by t-tests, nonparametric test (Mann-Whitney) and a test to verify the equality of the medians and

they were considered statistically significant when p < 0.001.

Figure 4: Sepsis-related chemokines and pentraxin 3 (PTX3)
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Figure 4: (A, B and D): The Chemokines CXCL10, CXCL8 and CCL3 in first day (D1). (C)
PTX3 in third day (D3). (*) Analysis was carried out by t-tests, nonparametric test (Mann-

Whitney) and a test to verify the equality of the medians and they were considered statistically

significant when p < 0.001.
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Figure 5: Sepsis-related cytokines
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Figure 5: The cytokines IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-10 and IL-17 in first day (D1). (*) Analysis was

carried out by t-tests, nonparametric test (Mann-Whitney) and a test to verify the equality of the

medians and they were considered statistically significant when p < 0.001.
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Figure 6: Cytokines related to survival and severity of sepsis
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Figure 6: Cytokine profile on the first day of inclusion in the study. The Cytokines: IL-6, IFN-y,

TNF-a, IL-10 and IL-17 in first day (D1). (*) Analysis was carried out by t-tests, nonparametric

test (Mann-Whitney) and a test to verify the equality of the medians and they were considered

statistically significant when p < 0.05.
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Figure 7: NETSs related to sepsis
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Figure 7: (A): Kinetics of cf-DNA / NETSs in samples from patients with sepsis at D1, D3 and
D7 times after detection of sepsis (p < 0.001). (B, C and D): Analysis of the cf-DNA / NETs
profile in relation to the survival and severity of sepsis from the perspective of the three times
analyzed in the kinetics (D1, D3, D7) - p < 0.04. (*) Analysis was carried out by t-tests,
nonparametric test (Mann-Whitney) and a test to verify the equality of the medians and they were
considered statistically significant when p < 0.05.
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V.11 Resultados complementares

Os resultados descritos no artigo “CXCL10, IL6 and NETSs are associated with
clinical deterioration in human sepsis” demonstram que 0S pacientes com sepse e
choque séptico da UTI do HC/UFMG apresentam elevados niveis de quimiocinas e
citocinas, tais como CXCL10, CXCLS8, IL-6, IFN-y, TNF-a e IL-10 em relacdo a
voluntarios saudaveis demonstrando que ha uma estimulacao da atividade celular nesse
grupo de pacientes com sepse. Em adi¢éo a esse dado, destaca-se as NETs como uma
importante molécula liberada nestes pacientes nos primeiros dias de sepse (D1, D3 e D7)
e com repercussdo clinica evidenciada pelo impacto na gravidade da doenca e mortalidade
através das andlises realizadas em sete dias apds a deteccao da sepse (D7).

Entdo, a partir destes achados destacados no artigo e pela evidencia cientifica
sugerindo que existem alteracGes da funcdo dos neutr6filos em pacientes com sepse,
avaliamos a contagem total de neutrofilos na corrente sanguinea dos pacientes com sepse
no primeiro dia de deteccdo (D1), realizamos testes preliminares para avaliar a capacidade
de migracdo do neutrofilo sob estimulo quimiotatico e a apoptose dessas células. Esses
testes foram feitos com neutrofilos procedentes de pacientes com sepse e controles sadios.

Os pacientes com sepse incluidos nesse estudo apresentam neutrofilia (contagem
de neutrofilos > 8x10%) demonstrando maior influxo de células da medula 6ssea para a
corrente sanguinea (figura 5). Na analise preliminar de quimiotaxia de neutréfilos
provenientes de pacientes sépticos (n=9 pacientes), obtivemos uma reducdo em 60% da
capacidade quimiotatica de neutr6filos obtidos de pacientes com choque séptico em
relacdo a neutrofilos de voluntarios saudaveis (figura 6). O dado de reducdo da
quimiotaxia de neutrofilo corrobora dados da literatura e confirma que a desregulacdo dos
niveis de quimiocinas e citocinas que acontece também nesse grupo de pacientes com
sepse resulta em perda de resposta do neutrofilo.

Por fim, o neutrofilo hiperestimulado perde a capacidade em migrar e associado a
esse quadro também apresenta aumento no tempo de vida médio na corrente sanguinea e
essa informacdo foi comprovada pelo atraso na apoptose de neutréfilos de pacientes com
sepse em relagédo a neutrdfilos de voluntarios saudaveis (p=0.04) (figura 7).

Figure 5: Contagem Total de neutrdfilos
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Figure 5: Contagem de neutréfilo total obtido de hemograma dos pacientes com sepse no
primeiro dia apds deteccdo da sepse (D1). (*) As analises foram realizadas utilizando teste ndo

paramétrico (Mann-Whitney) e foi considerado diferenca estatistica para p < 0.05.

Figura 6 — Quimiotaxia de neutréfilos
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Figure 6: Neutréfilos de pacientes com sepse e de voluntéarios saudaveis foram colocados em
cultura sob o estimulo quimiotatico de fMLP e de meio RPMI.

Figura 7 — Apoptose de neutréfilos
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teste ndo paramétrico (Mann-Whitney) e foi considerado diferenca estatistica para p < 0.05.
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V1. CONCLUSAO DA TESE

Em um grupo de adultos com sepse, observou-se aumento de quimiocinas e
citocinas inflamatérias, reducéo da quimiotaxia, atraso da taxa da apoptose e aumento das
NETs. As alteracdes de aumento de CXCL10, IL-6 e NETs associado a queda de
quimiotaxia e atraso na apoptose celular foi estatisticamente alterada no subgrupo de
pacientes mais gravemente enfermo e com pior progndstico. Assim, destacamos a
liberacdo de CXCL10 e NETs como importante marcador de piora clinica dentro das

analises de atividade do neutrofilo de pacientes com sepse.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE — 0319.0.203.000-11

Interessado(a): Prof. Vandack Alencar Nobre Jr.
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP analisou e aprovou, no dia 29 de
julho de 2014, as alteragdes, abaixo relacionadas, no projeto de pesquisa intitulado "Estudo
da fungio endotelial e cardiovascular em pacientes portadores de sepse: implicagdes
diagnésticas, defini¢@o de risco e terapéutica':
1. Avaliagdo oftalmoldgica completa; exame clinico, realizado por oftalmologista, no préprio
CTi, ou seja, sem necessidade de transporte do paciente para o setor de oftalmologia;
2. Coleta de sangue total para separagdo de:
2.1 Células mononucleares do sangue periférico (CMSP): avaliar a apoptose celuar e
viabilidade dessas células, bem como caracteristicas da via do inflamossoma e da produgéo de
citocinas in vitro (os resultados serdo correlacionados com a gravidade e progndstico dos
pacientes);
2.2 Neutrofilos; este estudo pretende avaliar o perfil de ativa¢@o e capacidade de migragdo de
neutrdfilos, avaliar vias de sinalizagdo da P13K nos neutrofilos através de marcagdo de
atividade de Akt/PKB e sua fosforilagdo e, por fim, avaliar o efeito do tratamento de
inibidores na via da PI3K no recrutamento de neutréfilos provenientes de pacientes com
sepse;
2.3 estudo da fungd@o dos neutrdfilos na sepse através da realizagdo de ensaios de marcadores
de membrana celular e de moléculas relacionadas a via de sinalizagdo da P13K;
3. Dosagem de alguns micro RNAs (miRNA 150, miRNA 574-5p, miRNA 133" e miRNA
193b) no plasma, que serdo testados em relagdo a gravidade da sepse e ao progndstico dos
pacientes;
4. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para familiar ou responsével;
5. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para o paciente.

A aprovagdo € valida por dois anos (de 29 de julho de 2014 a 28 de julho de 2017).

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um ano apds o inicio do

projeto.
[

NG C@ 0S ?'Occ/e UOs Xore 07/5
Profa. Dra. Telma Campos Medeiros Lorentz
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepi@prpg.ufmg.br
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Anexo I1: Carta de submissdo da revisao sistematica

14 de junho de 2018

Journal Office <onbehalfof@manuscriptcentral.com> 22:00

Responder a: bjournal@terra.com.br

Para: carolbresende@gmail.com

Cc: carolbresende@gmail.com, isabelanborges@hotmail.com, williamt_wilson@hotmail.com,
rafaelcarneiro29@gmail.com, barbaramaximinorez@gmail.com, vpinhos@gmail.com,
vandack@gmail.com, mmtex.ufmg@gmail.com

14-Jun-2018
Dear Dr. Resende,

Your manuscript entitled "Neutrophil activity in sepsis: a systematic review" will be sent to
the editor of the Brazilian Journal.

You may check on the status of this manuscript by selecting the "Author Center" link under
the following URL.:

https://mc04.manuscriptcentral.com/bjmbr-scielo
(Press/Click on the above link to be automatically sent to the web page.)

Thank you for submitting your paper to the Brazilian Journal of Medical and Biological
Research.

Sincerely,

Journal Office
Brazilian Journal of Medical and Biological Research
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APENDICE |: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PARA O PACIENTE)

PROJETO DE PESQUISA: ESTUDO DA FUNGAO ENDOTELIAL E CARDIOVASCULAR EM
PACIENTES PORTADORES DE SEPSE: IMPLICAGOES DIAGNOSTICAS, DEFINICAO DE RISCO
E TERAPEUTICA

Pesquisador responsavel: Vandack Alencar Nobre Jr

Instituicdo: Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais

A Universidade Federal de Minas Gerais convida o Sr. / a Sra. a participar de uma
pesquisa sobre infec¢des graves (septicemia) causadas por bactérias. Muitas questes
sobre esse tipo de doenca permanecem desconhecidas pelos médicos. As infecgdes graves
sdo motivo de diversas pesquisas no mundo todo. Os pesquisadores do Hospital das
Clinicas da UFMG estdo propondo uma pesquisa sobre essa doenca. Trata-se de um
projeto para conhecer melhor o problema e tentar descobrir formas de diagnostica-lo mais
rapidamente e tratar melhor os pacientes.

Sabe-se que nos pacientes com septicemia ocorre uma significativa inflamacéo.
Varios exames realizados no sangue podem ajudar a descobrir se esta inflamacdo esta
muito intensa e se tera maiores consequéncias. Além disso, o funcionamento de varios
o6rgéos fica prejudicado quando o paciente tem uma infecgdo grave. Os pesquisadores da
UFMG querem estudar o funcionamento do coracdo, dos vasos sanguineos e do sistema
neuroldgico nesses pacientes, utilizando exames que sdo feitos por cima da pele, e ndo
doem, coleta de sangue para exames e avaliacdo clinica padronizada realizada por
profissional capacitado. Este profissional aplicard alguns questionarios e testes para
investigar a presenca de alteracdes da forca muscular, da capacidade de raciocinio, da
memoria, da atencdo e do comportamento. Ndo havera nenhuma mudanca no seu
tratamento se vocé participar da pesquisa. Além disso, ndo se prevé beneficios diretos
para vocé, caso Voceé participe.

Se vocé aceitar participar, serdo coletadas amostras de seu sangue diariamente,
juntamente com a coleta realizada todos os dias para exames de rotina. O sangue sera
enviado para o Laboratério do Hospital das Clinicas, onde serdo realizadas dosagens de
varias substancias. Essas substancias poderdo ajudar a entender melhor o funcionamento
do corpo nas infeccOes graves. Alem disso serdo separados dois tipos de células do
sistema de defesa contra infeccGes, as quais serdo testadas em laboratério. Os

pesquisadores querem saber como essas células estdo funcionando. Essas células nao
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serdo utilizadas para qualquer tipo de procedimento do tipo clonagem ou algo parecido.
Por fim, o sangue dos pacientes ndo sera utilizado para outros fins e seréd descartado apds
0S exames da pesquisa.

Os procedimentos propostos nesta pesquisa e 0S seus respectivos riscos sdo 0s
seguintes:
1. Coleta de sangue: procedimento feito rotineiramente nos pacientes internados no CTI.
A coleta de sangue apresenta riscos minimos e pode causar:
- hematomas no local de coleta
- infeccdo no local de coleta
2. Ecocardiograma bidimensional: também frequentemente realizado em pacientes
internados. Trata-se de exame ndo invasivo e que ndo traz qualquer risco ao paciente.
Pode haver pequeno desconforto devido ao posicionamento do paciente, que as vezes
deve ficar deitado de lado.
3. Aplicacdo de questionarios e testes: sua aplicagdo ndo traz constrangimentos ao
paciente e o Unico incobmodo refere-se ao tempo de duragdo da entrevista, que pode durar
aproximadamente 60 minutos. Esses testes s serdo realizados a partir do momento em

que o paciente apresente condicdes clinicas gerais melhores, para ndo deixa-lo fadigado.

Os pesquisadores assumem o dever de dar assisténcia aos participantes da
pesquisa para problemas relacionados aos procedimentos citados acima ou mesmo para
quaisquer outros problemas da saude apresentados durante a pesquisa.

Os registros (informagdes dos pacientes) serdo mantidos de forma confidencial
com codigos de identificacdo de acesso limitado e o nome do paciente ndo sera
mencionado em nenhum momento.

Eu tenho o direito de recusar ou cancelar o meu consentimento de participacéo a
qualquer instante, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado, bastando

comunicar a minha decisao aos organizadores da pesquisa.

EU, ,

ENTENDI O QUE ME FOI PROPOSTO E TIVE OPORTUNIDADE DE
ESCLARECER MINHAS DUVIDAS. ESTOU CIENTE E CONSINTO QUE SE
REALIZE COLETA DE SANGUE (50 ML DE SANGUE AO TODO). SEI QUE OS
RESULTADOS DO ESTUDO SERAO MANTIDOS EM SIGILO, PODENDO SER
INFORMADOS SOMENTE A MINHA PESSOA. ESTOU CIENTE DE QUE OS
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RESULTADOS SERAO PUBLICADOS SOMENTE EM CONJUNTO, NAO
PERMITINDO A IDENTIFICACAO INDIVIDUAL.

Belo Horizonte, [ !

Assinatura

Impressao digital (se analfabeto — nesse caso ler o

consentimento em voz alta apos explica-1o)

Pesquisador responsavel

Os telefones abaixo podem lhe ser Gteis para esclarecimentos:

Pesquisadores:

1-Dr. Vandack Alencar Nobre Jr (Hospital das Clinicas): (31) 3409-9436 / 9831-0004
Av. Alfredo Balena, 190 — Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina
da UFMG — Santa Efigénia — Belo Horizonte, MG — Brasil — CEP 30130-100.

Alunos de Mestrado e Doutorado responsaveis:

1- Carolina Braga de Resende (Hospital das Clinicas): (31) 3409-9626.

Av. Alfredo Balena, 190 — Centro de Terapia Intensiva do HC UFMG — Santa Efigénia —
Belo Horizonte, MG — Brasil — CEP 30130-100.

2-Isabela Borges (Hospital das Clinicas): (31) 3409-9626.

Av. Alfredo Balena, 190 — Centro de Terapia Intensiva do HC UFMG — Santa Efigénia —
Belo Horizonte, MG — Brasil — CEP 30130-100.

Comités de Etica em Pesquisa:

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP: Telefax (31) 3409-4592

Av. Antbnio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il — 2° andar, sl 2005 — Campus
Pampulha, Belo Horizonte, MG — Brasil — CEP 31270-901
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APENDICE I1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Para o familiar)

Projeto de pesquisa: Estudo da fungdo endotelial e cardiovascular em pacientes

portadores de sepse: implicacdes diagnosticas, defini¢do de risco e terapéutica

Pesquisador responsavel: Vandack Alencar Nobre Jr
Instituicdo: Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais

A Universidade Federal de Minas Gerais convida o(a) seu(sua) familiar / amigo(a)
a participar de uma pesquisa sobre infeccBes graves (septicemia) causadas por bactérias.
Muitas questdes sobre esse tipo de doenga permanecem desconhecidas pelos médicos. As
infeccdes graves sdo motivo de diversas pesquisas no mundo todo. Os pesquisadores do
Hospital das Clinicas da UFMG estdo propondo uma pesquisa sobre essa doenca. Trata-
se de um projeto para conhecer melhor o problema e tentar descobrir formas de
diagnostica-lo mais rapidamente e tratar melhor os pacientes.

Sabe-se que nos pacientes com septicemia ocorre uma significativa inflamacéo.
Varios exames realizados no sangue podem ajudar a descobrir se esta inflamacdo esta
muito intensa e se tera maiores conseqiéncias. Além disso, o funcionamento de varios
6rgdos fica prejudicado quando o paciente tem uma infecgdo grave. Os pesquisadores da
UFMG querem estudar o funcionamento do coracdo, dos vasos sanguineos e do sistema
neuroldgico nesses pacientes, utilizando exames que sdo feitos por cima da pele, e ndo
doem, coleta de sangue para exames e avaliacdo clinica padronizada realizada por
profissional capacitado. Este profissional aplicard alguns questionarios e testes para
investigar a presenca de alteracdes da forca muscular, da capacidade de raciocinio, da
memoria, da atencdo e do comportamento. Ndo havera nenhuma mudanca no tratamento
se ele(ela) participar da pesquisa. Além disso, ndo se prevé beneficios diretos, caso
ele(ela) participe.

Se vocé autorizar a participacdo do(a) seu(sua) familiar / amigo(a), seréo coletadas
amostras de seu sangue diariamente, juntamente com a coleta realizada todos os dias para
exames de rotina. O sangue sera enviado para o Laboratorio do Hospital das Clinicas,
onde serdo realizadas dosagens de varias substancias. Essas substancias poderao ajudar a
entender melhor o funcionamento do corpo nas infecgdes graves. Alem disso serdo
separados dois tipos de células do sistema de defesa contra infecgdes, as quais serdo
testadas em laboratério. Os pesquisadores querem saber como essas células estdo

funcionando. Essas células ndo serdo utilizadas para qualquer tipo de procedimento do
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tipo clonagem ou algo parecido. Por fim, 0 sangue dos pacientes nao sera utilizado para
outros fins e seré descartado ap0s 0s exames da pesquisa.

Os procedimentos propostos nesta pesquisa € 0S Sseus respectivos riscos sédo 0s
seguintes:
1. Coleta de sangue: procedimento feito rotineiramente nos pacientes internados no CTI.
A coleta de sangue apresenta riscos minimos e pode causar:
- hematomas no local de coleta
- infeccdo no local de coleta
2. Ecocardiograma bidimensional: também frequentemente realizado em pacientes
internados. Trata-se de exame ndo invasivo e que ndo traz qualquer risco ao paciente.
Pode haver pequeno desconforto devido ao posicionamento do paciente, que as vezes
deve ficar deitado de lado.
3. Aplicacdo de questionarios e testes: sua aplicacdo ndo traz constrangimentos ao
paciente e o Unico incobmodo refere-se ao tempo de duragdo da entrevista, que pode durar
aproximadamente 60 minutos. Esses testes sO serdo realizados a partir do momento em

que o paciente apresente condicdes clinicas gerais melhores, para ndo deixa-lo fadigado.

Os pesquisadores assumem o dever de dar assisténcia aos participantes da
pesquisa para problemas relacionados aos procedimentos citados acima ou mesmo para
quaisquer outros problemas da saude apresentados durante a pesquisa.

Os registros (informacgdes dos pacientes) serdo mantidos de forma confidencial
com codigos de identificacdo de acesso limitado e o nome do paciente ndo sera
mencionado em nenhum momento.

Eu tenho o direito de recusar ou cancelar o meu consentimento de participacéo a
qualquer instante, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado, bastando

comunicar a minha decisao aos organizadores da pesquisa.

EU, ,

DO(A)PACIENTE ENTENDI
O QUE ME FOI PROPOSTO E TIVE OPORTUNIDADE DE ESCLARECER MINHAS
DUVIDAS. ESTOU CIENTE E CONSINTO QUE SE REALIZE COLETA DE
SANGUE (50 ML DE SANGUE AO TODO). SEI QUE OS RESULTADOS DO
ESTUDO SERAO MANTIDOS EM SIGILO, PODENDO SER INFORMADOS
SOMENTE AO MEU(MINHA) FAMILIAR / AMIGO(A). ESTOU CIENTE DE QUE
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OS RESULTADOS SERAO PUBLICADOS SOMENTE EM CONJUNTO, NAO
PERMITINDO A IDENTIFICAC;AO INDIVIDUAL.
Belo Horizonte, [

Assinatura

Impressao digital (se analfabeto — nesse caso ler o

consentimento em voz alta apds explica-lo)

Pesquisador responsavel

Os telefones abaixo podem lhe ser Gteis para esclarecimentos:

Pesquisadores:

1-Dr. Vandack Alencar Nobre Jr (Hospital das Clinicas): (31) 3409-9436 / 9831-0004
Av. Alfredo Balena, 190 — Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina
da UFMG — Santa Efigénia — Belo Horizonte, MG — Brasil — CEP 30130-100

Alunos de Mestrado e Doutorado responsaveis:

1- Carolina Braga de Resende (Hospital das Clinicas): (31) 3409-9626.

Av. Alfredo Balena, 190 — Centro de Terapia Intensiva do HC UFMG — Santa Efigénia —
Belo Horizonte, MG — Brasil — CEP 30130-100.

2- Isabela Borges (Hospital das Clinicas): (31) 3409-9626.

Av. Alfredo Balena, 190 — Centro de Terapia Intensiva do HC UFMG — Santa Efigénia —
Belo Horizonte, MG — Brasil — CEP 30130-100.

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP: Telefax (31) 3409-4592

Av. Antbnio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa 1l — 2° andar, sl 2005 — Campus
Pampulha, Belo Horizonte, MG — Brasil — CEP 31270-901
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APENDICE I11: Ficha de Registro Clinico

Coorte Sepse — Fase 11

1-VARIAVEIS SOCIO-DEMOGRAFICAS

1.1-Nome:

1.2-Iniciais: __

1.3- Numero inclusédo estudo:

1.4 — Incluséo citometria e quimiotaxia: __
0-ndo 1-sim
Motivo ndo inclusdo:

1.5 — NUmero inclusdo citometria e quimiotaxia:

1.6- Data inclusdo estudo: / /

1.7- SAME:

1.13- Sexo:
1-M 2-F

Contatos telefénicos:

Fixoo (Y

celar-( oy ...
Contato alternativo:

Nome:

Tel2.( >
Endereco:
Rua/Av:

No.._
Bairro:

CEP. . -

Complemento:

Cidade:

Observagdes

2-VARIAVEIS CLINICAS A INCLUSAO

2.1 - Tipo de internagdo:
1. Clinica 2. Ciruargica (p6s ou pré-imediato de cirurgia eletiva ou urgéncia)
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2.2 - Principal causa internagdo clinica em CTI

1.Insuf. respiratdria 2.Insuf. cardiaca 3.Choque 4.Coma 5.Distdrbio
hidroeletrolitico 6.Insuf. renal 7. SCA 8.PO cirurgia complicado fora do CTI
9.NSA Outras:

2.3 - Principal causa internacdo cirurgica: __
1. PO cirurgia urgéncia 2.PO eletivo alto-risco 9.NSA
Sitio cirurgico:

2.4 — Localizacdo prévia:
1. Urgéncia 2. Outro CTI 3. Bloco 4. Enfermaria 5. Outro 9. NSA

2.5 — Uso de drogas vasoativas previamente a admissdo em CTI:
0-ndo 2-sim 8- IGN

2.6- APACHE Il ____

2.7 — SAPS 3 admission Score:

2.8- SOFA total:

2.9- SOFA respiratorio:
PaO2/FiO2:

2.10- SOFA coagulacdo:
Plaquetas:

2.11- SOFA hepético: __
Bilirrubina:

2.12- SOFA cardiovascular:
PAM: Aminas:

2.13- SOFA neurolégico: __
ECG:

2.14- SOFA renal:
Creatinina;

2.15 — Episodio indice de sepse:
1. Primeiro episddio 2. Segundo episodio 3. Terceiro ou mais episddio

3-HISTORIA PREGRESSA/COMORBIDADES

3.1- Insuficiéncia cardiaca congestiva (NYHA > II e/ou FE < 40%)
0-ndo 1-sim 8- IGN

3.2 Histdria de neoplasia solida ativa:
0-ndo 1-sim 2-sim e sob tratamento 8- IGN

3.3 Histdria de neoplasia hematoldgica ativa:
0-ndo 1-sim 2 —sim e sob tratamento 8- IGN

3.4 Histdria confirmada (relatdrio, exames) de doenca neuro-degenerativa:

0-ndo 1-sim 8-IGN

3.5-DPOC:
0-ndo 1-sim 8- IGN

3.6- Cirrose hepatica (confirmada, por ex., em seguimento ambulatorial
especifico):
0-ndo 1-sim 8- IGN

3.7- Insuficiéncia renal cronica ndo Dialitica (Clearance < 60ml/min):
0-ndo 1-sim 8- IGN

3.8- Insuficiéncia renal cronica Dialitica:
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0-ndo 1-sim 8-IGN

3.9-HAS: _

0-ndo 1-sim 8-IGN

3.10- Diabetes mellitus:
0-ndo 1-sim 8- IGN

3.11- Uso de corticoides (referéncia >15mg/dia prednisona):
0-ndo 1-sim 8-IGN

3.12- Uso de imunossupressores:
0-ndo 1-sim 8-IGN

3.13 — Infeccdo HIV (cels. CD4+ > 200):
0-ndo 1-sim 8- IGN

4 - DADOS MICROBIOLOGICOS REFERENTES AO EPISODIO INDICE DE SEPSE

4.1- Tipo de infecgdo: __
1. Comunitaria 2. Nosocomial

4.2- Sitio de infeccdo:
1.Pulmonar 2.Intra-abdominal 3.Renal 4.Cateter 5.Partes moles
6.Neuroldgico 7.Indeterminado 11.Misto

4.3- Tipo de pneumonia: __
1.Comunitaria 2.Nosocomial ndo VAP 3.Nosocomial VAP 9.NSA

4.4- Confirmacao microbioldgica da sepse:

0.Ndo 1.Sim

4.5- Hemocultura positiva:

0.Ndo 1.Sim

4.6 — Outra cultura positiva: __

0. Nao 1. Sim

4.7- Germe isolado como causa dasepse_1: ~  (Tabela cddigo)

4.8- Germe isolado como causa dasepse 2: (Tabela c6digo)

5- VARIAVEIS LABORATORIAIS A INCLUSAO

51-Hb: ___, g/L

5.2- Leucdcitos totais:

5.3- Neutrdfilos:

5.4- Bastonestes:

5.5- Eosindfilos:

5.6- Plaquetas:

5.7- Lactato:

_,__mmol/L
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58-PCR: __ mg/dL

59 Ureia:

5.10- Creatinina: ___,

511-pH: _,

512-RNI. ___,__

5.13-PTTa: __. _ vezes o controle

5.14 - AST:

5.15-ALT:

516 IL-3:

6- INTERVENCOES TERAPEUTICAS PRIMEIRAS 72h INCLUSAO

6.1-Uso de corticoide durante as primeiras 72h de inclusdo:
0.ndo 1.sim

6.2- Corticoide usado para choque séptico:
0.ndo 1.sim 9.NSA

6.3 Uso de ventilagdo mecénica durante as primeiras 72h:
0.ndo 1.sim

6.4- Tipo de ventilacdo mecanica: __
0. invasiva 1. ndo invasiva 9. NSA

6.5- Uso de aminas vasopressoras nas primeiras 72h:
0.ndo 1.sim

6.6- Uso de inotrdpicos positivos nas primeiras 72h:
0.ndo 1.sim

6.6- Submetido a hemodidlise nas primeiras 72h: __
0.ndo 1.sim

7- SEGUIMENTO 3°. DIA INCLUSAO

DATA: ||

71-PCR. _____

72-1L-3;

7.3 - Lactato: _,__

7.4 - Plaquetas:

7.5 — Global de leucocitos:

7.6- SOFA total:

7.7 —Resolucéo da febre:

97




0.ndo 1.sim 9 .NSA

8 - SEGUIMENTO 7°. DIA INCLUSAO
I I

8.1-PCR:

82-IL-3 .,

8.3 - Lactato: __ _ ,

8.4 - Plaquetas:

8.5 — Global de leucécitos:

8.6- SOFA total:

8.7 — Resolucdo da febre:
0.ndo 1.sim 9 .NSA

8.8 — Resposta terapéutica:
0.ndo 1.sim
# Resolucéo febre + Queda SOFA 30%

9 - ANTIBIOTICOTERAPIA

9.1-ATB1l: (Tabelacddigo)

9.2-Tempouso ATB1:

9.3-ATB2: (Tabelacddigo)

94 -Tempouso ATB2:

95-ATB3: _ (Tabelacddigo)

9.6 —-Tempouso ATB3:

9.7 — Tempo total ATB: __

10 - DADOS FINAL SEGUIMENTO (28°. INCLUSAOQ)
I I

10.1 — Condicéo alta CTI: __
0. Obito 1. Sobrevivente Data:

10.2 — Condicéo alta HC (caso tenha recebido alta): __
0. Obito 1. Sobrevivente Data:

10.3 - Condigéo no 28°. dia inclusdo: __
0. 6bito 1. Sobrevivente

10.4 - Se 6bito, data:
[

10.5- Submetido a VM invasiva durante o seguimento:
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0.ndo 1.sim

10.6- Submetido a hemodialise durante o seguimento:
0.ndo 1.sim

11- DADOS 90°. DIA INCLUSAO

11.1- Condicéo alta CTI: __
0. 6bito 1. Sobrevivente

11.2- Condicéo alta HC (caso tenha recebido alta):
0. 6bito 1. sobrevivente

11.3- Condicédo no 90°. dia incluso: ___
0. 6bito 1. Sobrevivente

11.4 Se 6bito, data:
[

12- DADOS 1 ANO INCLUSAO

12.1- Condicdo 1 ANO: __
0. 6bito 1. Sobrevivente
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