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Resumo

O sistema imune inato é a primeira linha de defesdra infec¢des. A erradicacdo de
microorganismos invasores pelos neutréfilos, mdoéce macrofagos depende em
grande parte da capacidade fagocitica e postesoacgo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), assim como producdo de 6xidoaait(NO). Neste trabalho avaliou-
se a producdo de EROs e NO em mondcitos e neag@d sangue periférico, em um
mesmo individuo durante o tratamento da sefssuistica e métodasFoi coletado
sangue em heparina sodica de 50 pacientes séptisadias zero (D0), até 48h apds o
evento sepse. Foi realizada uma segunda coleteDemesies pacientes sete dias (D7)
apos a primeira. A producédo de EROs e de NO foisomawla por citometria de fluxo,
utilizando-se como substrato DCFH-DA e DAF-FM-DAspectivamente. Os dados
foram adquiridos e analisados no programa CellQués$ ensaios foi observada a
producao espontanea e apos os estimulosScaunneus e P. aeruginosa. Resultados A
producdo de EROs no dia 0 em mondcitos e neutsofibi maior nos pacientes
sépticos comparado aos controles sadios nas tex;@es avaliadas: sem estimulo,
estimulado comP.aeruginosa e S aureus. A producdo EROs em mondcitos e
neutréfilos no DO nédo apresentou correlacdo comeidgénero e os escores APACHE
Il e SOFA. Nao houve diferenca na producao de ERE® entre pacientes com sepse
grave e choque séptico. Também nao houve difereacproducdo de EROs entre
pacientes que sobreviveram e que evoluiram par@ @loi DO. Os mondcitos dos
pacientes apresentaram diminuicdo da producdo @sHER dia 7 em relacédo ao dia O
em todas as situacdes analisadas, enquanto essaligén nos neutrofilos ocorreu
somente na situacao estimulada c@maureus. Nas coletas de seguimento em relacéo
ao desfecho clinico dos pacientes na alta hospitaelartalidade ou sobrevida), os
monocitos dos pacientes que sobreviveram apreaemtdiminuicdo da producédo de
EROs no dia 7 em relagéo ao dia 0 em todas ag8é@savaliadas. Nos neutrofilos essa
diminuicdo ocorreu nas situacfes estimuladas Eonaeruginosa e S. aureus. A
producdo de NO em mondcitos no dia 0 foi maiorpaasentes sépticos comparado aos
controles sadios nas trés situacOes avaliadas: estimulo, estimulado conf.
aeruginosa e Saureus enquanto que nos neutrofilos isso ocorreu somastsituacao
sem estimulo. A producdo de No em mondcitos eréfdos no DO ndo apresentou
correlagcado com idade, género e os scores APACHKESIDFA. Ndo houve diferenga na
producdo de NO entre pacientes com sepse gravege&lséptico. Também ndo houve
diferenca na producdo de NO entre pacientes quesebéram e que evoluiram para
Obito no DO. A producdo de NO nos mondcitos moss®uaumentada no DO
comparado ao D7 na situacdo sem estimulo. Nosdfiegrisso ocorreu nas condigdes
sem estimulo e estimulado cdmnaureus. Nas coletas de seguimento em relacdo ao
desfecho clinico dos pacientes na alta hospitataort@lidade ou sobrevida), os
monaocitos e neutrofilos dos pacientes que sobreuiveapresentaram uma diminuicao
de NO no dia 7 em relagdo ao dia 0 nas situagdaseséimulo e estimulado co&
aureus. Conclusaa O aumento da producdo de EROs e NO no inicieepsescontribui
para uma resposta eficaz do hospedeiro para eag@gicdo patdgeno do organismo,
mas a persisténcia exacerbada desses mediadores tpodmpacto negativo na
sobrevida do paciente com sepse.
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1. INTRODUCAO

1.1. SEPSE

Sepse resulta de uma resposta complexa do hospedeiro a agresséo de
um patogeno. Infeccbes por bactérias gram-positivas e gram-negativas sao as
maiores causas de sepse, que é caracterizada pela extenséo da infeccéo local
para o nivel sisttmico. Resultante de uma interacdo entre microorganismo
infectante e a resposta imune, pré e antiinflamatéria e pré-coagulante do
individuo é uma das doencas mais desafiadoras da medicina (Spiller et al.,
2008; Henkin et al., 2009).

No inicio da década de 90 o consenso das Sociedades de Terapia
Intensiva e de Pneumologistas (American College of Chest Physicians/ Society
of Critical Care), definiu sepse como uma resposta sistémica a infeccao
manifestada pela presenca de dois ou mais dos sintomas: a) alteracdo de
temperatura, acima de 38T ou abaixo de 36C; b) au mento de frequéncia
cardiaca, acima de 90 batimentos por minuto; ¢) aumento de frequéncia
respiratoria, acima de 20 respiragcdes por minuto ou PaCO, menor que 32
mmHg; d) contagem de leucécitos no sangue acima de 12000/mm? ou menor
que 4000/mm?® ou mais do que 10% de neutréfilos imaturos. A sepse pode
apresentar-se de maneiras mais graves podendo ser caracterizada por sepse
grave quando ocorre juntamente com a presenca de pelo menos uma
disfuncéo organica e como choque séptico quando ha hipotensao refrataria a
adequada administracdo de fluido com hipoperfusdo (Bone et al.,, 1992;
Remick, 2007).

A sepse foi apontada como principal causa de morte em unidades de

terapia intensiva (UTIs) ndo coronariana na Europa (Henkin et al., 2009). Um
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recente estudo estimou que a incidéncia de sepse nos Estados Unidos era de
751.000.00 casos resultando em 215.000.00 mortes em 1995, numero
equivalente a mortalidade por infarto agudo do miocardio. Este mesmo estudo
demonstrou que a mortalidade na sepse pode aumentar devido a idade, pois
pacientes com mais de 85 anos apresentaram uma mortalidade de 38%,
engquanto que a mortalidade em criancas foi de 10%. O custo médio por caso
de sepse foi de US$ 22.100.00 com custo total de US$ 16,7 bilhdes
nacionalmente (Remick, 2007).

No Brasil estudo realizado em cinco UTIs do estado de S&o Paulo e
Santa Catarina BASES (Brazilian Sepsis Epidemiogical Study), (Silva et al.,
2004) mostrou que a incidéncia de sepse foi 46,9%, sepse grave 27,3% e
choque séptico 23%. A mortalidade nestes pacientes foi 33,9%, 46,9% e
52,2%, respectivamente. Ainda no Brasil um estudo observacional multicéntrico
realizado em 21 UTIs de hospitais publicos e privados, no periodo de outubro
de 2003 a marco de 2004, estimou uma média de custo de US$ 9.632 por
internacdo, com uma média de custo de US$ 934 por paciente/dia (Sogayar et
al., 2008). Estes estudos demonstram que a sepse € internacionalmente
comum, com altas taxas de mortalidade e enormes custos sociais e
econdmicos o0 que nos leva a considera-la um importante problema de saude
publica.

Houve grande progresso na compreensdao dos mecanismos
fisiopatoldégicos da sepse nos ultimos anos, especialmente em relacdo ao
reconhecimento e sinalizacdo celular induzida por produtos bacterianos.
Todavia, intervengdes terapéuticas baseadas nos mecanismos de doenga

ainda geram resultados conflitantes (Rigato, Silva & Salomé&o, 2006).
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A patogénese da sepse envolve uma complexa interacdo entre o
hospedeiro e o0 microorganismo infectante, incluindo reconhecimento
bacteriano, ativacéo celular e transmigracado, fagocitose e morte do patégeno.
O sistema imune inato € a primeira linha de defesa contra infeccdes e
compreende as funcbes de reconhecimento ou de sensibilizacdo e a funcéo
efetora. Dentre as células efetoras do sistema imune inato, as mais importantes
sdo os neutrofilos e macrofagos, capazes de fagocitar e digerir os patdogenos,
secretar citocinas e quimiocinas, além de coordenar mecanismos adicionais de
resposta do hospedeiro (Hoebe, Janssen & Beutler 2004; Martins et al., 2008).

Esta complexa resposta € mediada pelos receptores de reconhecimento
padrdo, como os receptores Toll-like (TLRs) e o CD14, que reconhecem o0s
patdgenos ou seus produtos, identificados como PAMPs (padrbes moleculares
associados a patogenos). Os TLR-2 reconhecem os peptideoglicanos das
bactérias Gram-positivas, enquanto os lipopolissacarideos (LPS) das Gram-
negativas sdo reconhecidos pelos TLR-4. Ap0s a sua ativacdo, os TLRs
desencadeiam uma cascata de eventos intracelulares que culminam na
expressdo génica de moléculas proé-inflamatérias como o fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a) e interleucina-lbeta (IL-1B) e também citocinas anti-
inflamatorias como interleucina-10 (Akira & Takeda, 2004; Henkin et al., 2009).

A producéo de citocinas pro-inflamatoérias no local da infeccdo aumenta
a expressdo de moléculas de adesdo em leucdcitos e ceélulas endoteliais,
agindo assim no recrutamento destas células para mediar as defesas locais do
hospedeiro. Por outro lado, altos niveis de citocina podem ser deletérios para o
individuo. A presenca de citocinas na circulagdo estimula a producao de outros

mediadores inflamatérios como metabdlitos do &cido araquidbnico



a%ﬁ/’ﬁ(é[ﬁ(zﬂ

(prostaglandinas, leucotrienos e fator ativador de plaguetas - PAF), produtos
derivados do complemento, mediadores vasoativos (bradicinina e
angiotensina), espécies reativas de oxigénio (EROs) e oxido nitrico (NO). A
perda do equilibrio na producdo desses mediadores pode levar a uma
amplificacdo da resposta inflamatéria criando um ambiente favoravel a faléncia
de multiplos 6rgaos culminando com um aumento na morbidez e mortalidade
dos individuos (Benjamin et al., 2002; Nguyen et al., 2006; Henkin et al., 2009;

Levi & van der Poll, 2010).

1.2. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Durante a sepse, células inflamatérias como mondcitos e neutréfilos
produzem grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio. Essas
espécies sao téxicas e contribuem em parte para a defesa do hospedeiro
destruindo microrganismos invasores. Essa erradicacdo pelos mondcitos e
neutrofilos é dependente da capacidade fagocitica e posterior geracdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) durante a explosdo respiratdria. O
rompimento do equilibrio entre geracdo de EROs e as defesas antioxidantes
resulta no estresse oxidativo, o qual esta associado a algumas condicdes
patolégicas. (Segal, 2005; Huet et al., 2007).

De extrema importancia para 0s organismos aerobicos o oxigénio (O,) é
utilizado como aceptor de elétrons, porque permite elevada producdo de
energia na respiragcdo, em consequéncia de seu alto potencial eletroquimico.
Devido a sua configuracdo eletrénica, o O, pode sofrer reducbes parciais e
levar a formacédo de espécies reativas de oxigénio (EROSs), terminologia que

inclui as espécies radicais livres e outras que, embora ndo possuam elétrons
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desemparelhados, sdo muito reativas em decorréncia de sua instabilidade
(Ribeiro et al., 2005).

Do total de oxigénio consumido na cadeia respiratoria, 95 a 98% e
utilizado como aceptor final de elétrons pelas células animais, sendo totalmente
reduzido com formacdo de agua. Entretanto, cerca de 2 a 5% do oxigénio é
gerado como um intermediario reduzido univalentemente formando o radical
superéxido (Magder, 2006; Orrenius, 2007). O radical superoxido, a primeira
das espécies formadas pela reducdo do oxigénio por um unico elétron, pode
agir como oxidante ou como redutor dando origem as EROs moléculas
altamente reativas e extremamente toxicas, (Ribeiro et al., 2005) produzidas no
interior dos fagossomos por uma série de reacfes iniciadas pela NADPH
(nicotinamida adenina dinucleotideo phosphatase) oxidase um grupo de
enzimas que é encontrada em fagocitos profissionais e linfocitos B (Babior,
1999).

Uma vez fagocitados, os microorganismos ficam expostos a agentes
bactericidas resultantes, em parte, dos produtos liberados pela degranulacéo
dos neutréfilos e em grande parte das EROs. A ativacdo do metabolismo
oxidativo como dito anteriormente, envolve a NADPH oxidase, um complexo
enzimatico formado por quatro subunidades separadas - a p40, a p47 e a p67
que fazem parte do citosol, e o complexo protéico de membrana p22 - p91,
também conhecido como citocromo b558 (Witko-Sarsat et al., 2000). A NADPH
oxidase pode ser ativada por diversas substancias, como, por exemplo, o LPS
presente na parede das bactérias Gram-negativas.

Uma vez que os neutrofilos estdo ativados, sdo capazes de produzirem

anion superoxido (O»-) a partir da forma molecular comum do oxigénio (O;), em
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uma reacdo catalisada pela NADPH oxidase. Assim temos: 20, + NADPH —
20, + NADP + H* . O anion superoxido por si s6 ndo € um agente oxidante,
porém como dito anteriormente, funciona como substrato na producdo de
EROs. Na presenca da enzima superoxido dismutase (SOD) o O, pode ser
convertido a peroxido de hidrogénio (H20,), que é um substrato abundante na
geracdo de agentes oxidantes mais poderosos. Esta é a principal rea¢do que
permite a geracdo subsequente de EROs: 2H" + 20, = H,0, + O,. Dentre o0s
produtos que séo gerados a partir de H,O, encontram-se compostos acidos,
incluindo o acido hipocloroso, cuja formagdo depende da acdo da
mieloperoxidase (MPO): CI" + H,O, + H+ = HOCI + H,0. Estes compostos s&o
microbicidas muito potentes com papel central no arsenal de fagécitos, atuando
diretamente na morte de microbios e na formacéo de outros metabdlitos como
o radical hidroxila (OH). Deve-se lembrar que a hidroxila também pode ser
produzida independentemente de H,O, e O,- via reacdo de Fenton: Fe*+ H,0,
= Fe®+OH'+ OH". (Babior, 1984; Vlessis, Goldman & Trunkey, 1995; Beutler,
2004).

Levando-se em consideragdo o potencial das EROs no meio biolégico o
radical hidroxil € o mais reativo, pois em teoria pode oxidar qualquer molécula
biologica reagindo nas proximidades dos sitios onde foi gerado. O peréxido de
hidrogénio, mais estavel pode permear membranas possibilitando reacdes com
alvos biolégicos distantes do seu local de formacéo (Ribeiro et al., 2005).

A figura 1 mostra a formacao de anion superoxido a partir de oxigénio e
da NADPH e as moléculas com potencial microbicida com suas respectivas

vias e enzimas catalisadoras (Beutler, 2004).
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Figura 1: Figura representativa da formag&o de anion superoxido (O2-) a partir de oxigénio em reacéo catalisada pela
NADPH oxidase. A partir dai, ocorre formacao das espécies reativas de oxigénio; peroxido de hidrogénio (H.0,), acido
hipocloroso (HOCI) e peroxinitrito (ONOO-). SOD: enzima superéxido dismutase. MOP: mieloperoxidase.

1.3. OXIDO NITRICO

O o6xido nitrico (NO) é um radical livre, gasoso, inorganico, incolor, que
possui sete elétrons do nitrogénio e oito do oxigénio, tendo um elétron
desemparelhado. Essa pequena e simples molécula, talvez a menor produzida
pelos mamiferos, esta presente na inflamacdo atuando na resposta imune,
vasodilatacdo, neurotransmissado, proliferacdo e apoptose (Filho, Zilberstein ,
2000; Dusse, Vieira & Carvalho das Gracgas, 2003).

O NO é produzido enzimaticamente por trés diferentes NO sintases
agrupadas em duas categorias: a NOS constitutiva (c-NOS), dependente de
ions calcio (Ca++) e de calmodulina, que esta envolvida na sinalizacédo celular,
e a NOS induzivel (i-NOS), produzida por macréfagos e outras células ativadas

por citocinas. A isoforma constitutiva compreende a NOS neuronal (n-NOS),
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presente normalmente nos neurdnios e a NOS endotelial (e-NOS), presente
normalmente nas células endoteliais vasculares. A ativacdo da c-NOS depende
da interacdo com a calmodulina, que por sua vez, é controlada pelos niveis de
Ca++ e produz pequenas quantidades de NO. A i-NOS nao é expressa sob
condicbes normais, € induzida por citocinas e/ou endotoxinas em uma
variedade de células, incluindo-se macrofagos, linfécitos T, células endoteliais,
midcitos, hepatdcitos, condridcitos, neutrofilos e plaquetas. Ndo é dependente
de célcio e uma vez ativada produz quantidades maiores de NO que podem ser
sustentadas por varios dias (Geller & Billiar, 1998; Andrew & Mayer, 1999).

O NO é produzido através da conversdao da L-arginina em um
intermediario, a NC®-hidroxi-L-arginina com a presenca de nicotinamida-
adeninadinucleotideo fostato-hidrogénio (NADPH) e Ca2® sendo necessario
mais NADPH e O, para a formacgéo de L-citrulina e NO (figura 2). Co-fatores
como o tetrahidrobiopterina (BH4), flavina adenina dinocleotidio (FAD) flavina
mononucleotidio (FMN) e heme séo requeridos para que ocorra essa reacao.
Em certas condi¢cdes, NOS pode formar superoxido ao invés de NO. A geracao
de superoxido mediada pela NOS ocorre quando ha diminuicdo nas
concentracfes do substrato arginina e do co-fator BH4. Espécies reativas de
nitrogénio como o peroxinitrito, também s&o produzidas por meio de reagdo
espontanea tendo O, como substrato: NO + O, = ONOO’, um potente oxidante
gue pode oxidar/nitrar outras moléculas (Govers e Rabelink, 2001; Andrew &

Mayer, 1999).



Q%M/@(/lm{iﬂ

H
@ el
H,N !_/- NH, H.N \i'/N— OH 0%(
H
El\m NADPH i' 5\0 & NADPH i'
L-Arginine NG.Hydroxy-L-Arginine LCituline  Nitric Oxide

Figura 2 : Biossintese da formagé&o do 6xido nitrico a partir da L-arginina pela ativagcéo da enzima 6xido nitrico sintase
na presenca de NADPH tendo como produtos finais L-citrulina e NO. Adaptado de Andrew & Mayer, 1999.

1.4. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E OXIDO NIiTRICO NA SEPSE

Sepse representa uma intensa resposta inflamatoria com alteragdes na
resposta imunoldgica que geralmente sdo causadas por infeccdo bacteriana.
Neste contexto mondcitos e neutrofilos respondem a essa invasao produzindo
grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que
contribuem para erradicacdo do patdogeno. Paradoxalmente, muitas das
alteracdes fisiopatoldgicas observadas na sepse sdo desencadeadas pela
modulacdo da resposta, pois a producdo excessiva desses mediadores pode
levar a disfuncédo e faléncia de 6rgaos. Estimulos como LPS e TNF-a podem
ativar fatores de transcricdo como NF-«B resultando em ativacéo da transcricéo
de mudltiplos genes. Isso conduz a liberacdo de citocinas, aumento de

moléculas de adesdo e quimiocinas. A producdo de EROs e NO podem ser
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relatadas como alguns dos efeitos danosos da producéo de citocinas durante a
sepse (Benjamim et al.,2002; Cepinskas & Wilson, 2008).

Aumento do metabolismo oxidativo de neutrofilos basal e frente a
estimulos diversos em pacientes com sepse grave e choque seéptico
comparados a individuos sadios, tem sido demonstrado em trabalhos
anteriores de nosso grupo (Martins et al. 2003). Estudo realizado na Frangca em
2007 demonstrou a capacidade do plasma de pacientes com choque séptico
em induzir a formacéo de EROs em células naive de corddo umbilical (HUVEC)
e que esta producdo estava correlacionada com critérios de gravidade e
mortalidade, como escore de SOFA (Sequential Organ Failure Assessment)
(Huet et al., 2007).

Estudo recente de nosso grupo demonstrou o aumento de metabolismo
oxidativo em neutrofilos e mondcitos do sangue periférico de pacientes com
sepse comparado a sadios na condicdo basal e frente a diversos estimulos.
Também foi observado que pacientes com sepse grave e choque séptico com
SOFA = 7 (SOFA de discriminacdo entre sobreviventes e néo
sobreviventes/mortalidade 28 dias) apresentaram maior producdo de
metabolismo oxidativo. Houve forte correlacdo entre producdo de EROs em
monocitos e neutréfilos destes pacientes. Este estudo demonstrou a
importdncia da producdo de EROs nos altos indices de mortalidade de
pacientes com sepse (Martins, et al., 2008).

A produgdo de Oxido nitrico também tem sido relatada como fator
influenciador de mortalidade na sepse. Nao ha nenhuma duvida sobre o efeito
prejudicial de NO, quando em excesso, na vasodilatagao, hipotensao e choque.

Os mediadores de oxido nitrico sintase (NOS) conduzem a hipdxia grave nos

11
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orgaos periféricos centrais, resultando em faléncia progressiva de orgaos. A
NOS também pode contribuir diretamente para o dano no tecido de érgaos por
seu efeito citotoxico direto mediado pelo peroxinitrito. Por outro lado, o NO
pode apresentar efeitos protetores nos 6rgaos pela sua capacidade de prevenir
0 estresse oxidativo, diminuir a apoptose, prevenir a agregacao de plaquetas e
adesao de leucocitos, induzir a expressao de genes antiinflamatorios, e matar
0s patogenos (Cauwels, 2007; Hollenberg, Guglielmi & Parrillo, 2007).

A deteccdo de NO em amostras bioldgicas representa um desafio, em
funcdo da infima concentragcdo e da meia-vida extremamente curta deste
composto. Sendo assim a maioria dos estudos utiliza-se da producao dos seus
metabdlitos como nitrito e nitrato, deteccédo ou inibicdo das NO sintases para
estimarem sua producdo e efeitos. Entretanto, o valor de estratégias
terapéuticas como bloqueio das NO sintases e administracdo de doadores de
oxido nitrico é ainda controversa (Baumgart, Radermacher & Wagner, 2009). A
administracdo de aminoguanidina, um inibidor de NO sintase preveniu a
faléncia de migracdo dos neutrofilos e protegeu camundongos submetidos a
CLP (modelo de ligacdo cecal e perfuracdo), enquanto camundongos
deficientes de NO sintase ndo apresentaram faléncia de migracdo, mas
obtiveram 100% de letalidade e altas concentracdes de bactérias no exudato.
Demonstrou-se assim, que o0s neutréfilos destes camundongos preservavam
sua capacidade de migracdao, mas nao tinham atividade microbicida pela falta
de producdo de NO (Benjamim et al., 2002). Estudo realizado por Ochoa e
colaboradores mostrou que o aumento de nitrito e nitrato no plasma de
pacientes com sepse estava relacionado a baixa resisténcia vascular e que

mudancas nos niveis desses metabdlitos poderiam mediar a vasodilatacdo

12
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ocorrida na sepse (Ochoa et al.,, 1991). Varios estudos tem relatado que a
inibicdo seletiva de NOS previne vasodilatacdo e hipotensdo em modelos
experimentais. Em estudo de fase lll, randomizado, multicéntrico, duplo-cego,
placebo controlado, que avaliou pacientes com choque séptico tratados com
antagonista competitivo de 6xido nitrico N»-monomethyl-L-arginine (L-NMMA),
ou seja, inibicdo nao seletiva de NOS, embora produzissem efeitos positivos na
pressdo sanguinia e resisténcia vascular, estava relacionada com aumento da
mortalidade (L6pez et al., 2004).

As observacdes de associacdo de producdo de espécies reativas de
oxigénio e oxido nitrico com desfecho clinico, observadas na literatura até o
momento, embora muito relevantes, baseiam-se em estudo de corte e ndo de
seguimento de um mesmo individuo em diferentes estadios da sepse. Além
disso, ainda néo foi relatada a mensuracao de 6xido nitrico de forma direta nas
células produtoras durante o evento da sepse.

No presente estudo propomos avaliar a produgédo de EROs e NO logo
apos as primeiras manifestacdes clinicas da sepse, e ap0s 7 dias de
tratamento e comparar os resultados encontrados quanto a producdo de NO e

EROs com desfecho clinico para obtencdo de dados mais conclusivos.
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2. OBJETIVOS

Avaliar a producédo de EROs e NO em mondcitos e neutréfilos do sangue
periférico de pacientes sépticos, logo apds as primeiras manifestacdes clinicas
da sepse e a dindmica dessa producdo apos 7 dias de tratamento.

Correlacionar a deteccdo de EROs e NO com idade, género, APACHE Il
(escore de mortalidade), SOFA (escore de disfuncdo organica) e mortalidade

de alta hospitalar.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes

- PBS 0,15M pH 7,2 [8g NaCl (Labsynth, Diadema, SP, Brasil); 0,2g
KH,PO, (CAQ, Diadema, SP, Brasil); 1,15g Na,HPO,4 (CAQ); 0,2g KCI
(Labsynth) diluido em 1 litro de 4gua destilada].

- Solucdo de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 3mM [0,111g
EDTA (Sigma, Saint Louis, MO, EUA), diluido em 100mL de PBS].

- Solucdo de NaCl 0,2% (1g de NaCl diluido em 500mL de &gua
destilada).

- Solucdo de NaCl 1,6% (8g de NaCl diluido em 500mL de &gua
destilada).

- 2'7’-diclorofluorceina diacetato (DCFH, Sigma, Saint Louis, MO, EUA),
na concentracéo 0,3 mM diluido em PBS.
4-amino-5-metilamino- 2’,7’-difluorofluoresceina diacetato (DAF-FM DA,
Invitrogen Ltda, Carlsbad, Califérnia, EUA), na concentracao 0,05 mM
diluido em PBS.

- Anticorpo anti-CD14 conjugado a PerCP, clone M®P9 (BD Bioscience,

Qume Drive, San Jose, Califérnia, EUA).

- Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853, Oxoid Ltda, Basingstoke,
Hampshire, Inglaterra).

- Staphylococcus aureus (ATCC 25923, Oxoid Ltda, Basingstoke,
Hampshire, Inglaterra).

- Solucdo salina 0,8% (8g de NaCl diluido em 1000mL de &gua

destilada).
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- Meio Tryptic soy broth (TSB) (Difico - PROLAB Ltda, Brasil).

3.2. Casuistica

3.2.1. Aspectos éticos e tamanho de amostra:

Voluntarios sadios e pacientes sépticos foram incluidos no estudo ap6s
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido por ele mesmo ou por
seu responséavel legal. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da

Universidade Federal de Sao Paulo/UNIFESP, CEP 0346/09 (Anexo 1).

Foram coletados 10mL de sangue em tubo a vacuo contendo heparina
sédica (BD Bioscience) de pacientes sépticos e voluntarios sadios. Os
pacientes foram seguidos para obtencdo de amostra apds 7 dias, Obito ou alta
hospitalar (tabela 1 e 2). As amostras foram processadas em até quatro horas

no Laboratorio de Imunologia | da Disciplina de Infectologia da UNIFESP/EPM.

Tabela 1: Nimero de amostras obtidas para mensuracdo de metabolismo oxidativo em mondcitos e neutréfilos do
sangue periférico.

Metabolismo oxidativo

Sadios Pacientes
Dia O Dia 7
Mondécitos 19 49 28
Neutrofilos 19 49 30

Tabela 2: Nimero de amostras obtidas para mensuragdo de 6xido nitrico em mondcitos e neutréfilos do sangue
periférico.

Oxido nitrico

Sadios Pacientes
Dia O Dia 7
Mondécitos 19 48 28
Neutrofilos 19 49 29
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3.2.2. Critérios de Incluséo:

Voluntarios: Sadios, de faixas etarias e géneros semelhantes aos pacientes,
sem uso de medicacéo e que aceitaram participar espontaneamente do estudo.
Pacientes: Foram incluidos prospectivamente pacientes com quadro clinico e
laboratorial de sepse, sepse grave ou choque séptico, classificados de acordo
com as definicbes adaptadas do consenso de 1992 (Bone et al. 1992)
admitidos no Hospital Sdo Paulo, Hospital Sirio Libanés e Hospital Israelita
Albert Einstein, na cidade de Sao Paulo. Os pacientes foram incluidos nas
primeiras 72 horas do diagndéstico de sepse, ou nas primeiras 48 horas do

evento definidor de sepse grave ou choque séptico.

3.2.3. Critérios de exclusao:
1. Pacientes menores de 18 anos ou com doenca imunomoduladoras,
como neoplasias ou Aids.
2. Pacientes que estivessem participando de alguma terapia
experimental.
3. O evento definidor de sepse grave ou choque ocorrido ha mais de 48
horas.

4. Pacientes moribundos ou com morte iminente.
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3.3. Cultivo de bactérias Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e

Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

As bactérias Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus foram
reidratadas em 1mL de meio TSB a 37T até dissolver a pelicula da haste. As
cepas foram cultivadas em meio TSB liquido (30uL da solucéo reidratada em
30mL de meio TSB). O cultivo foi mantido em estufa a 37 por cerca de 10
minutos (solucdo estoque). ApoOs incubacdo 3mL da solucdo estoque foi
adicionada a 30mL de TSB. A nova solucao foi mantida a 37<C durante a noite
sob agitacéo para proliferacdo das bactérias. Em seguida o cultivo foi colocado
em banho-maria a 60T por 30 minutos para matar/ina tivar as bactérias. Uma
amostra da suspensao foi semeada em meio TSB e incubada em estufa 37C
por 48 horas, para certificacdo da morte das bactérias. A solucao foi entédo
centrifugada por 10 minutos a 3.800g e o sobrenadante foi desprezado. Foram
realizadas 3 lavagens com solucéo salina 0,8% seguidas de centrifugacéo por
10 minutos a 3.800g. Apés as lavagens as bactérias foram suspendidas em
solucéo salina 0,8% e a concentracdo foi acertada por turbidez com uso da
escala de MCFarland nB (24x10°% células/mL). Aliquotas da suspensdo de
bactérias foram estocadas a -20TC.

Um ensaio de dose-resposta foi realizado para avaliar a melhor
concentracdo de S. aureus e P. aeruginosa a ser utilizada para estimular a
producdo de EROs e NO sem interferir na qualidade da amostra e no namero
de células adquiridas.

A melhor dose definida para mensuracdo de EROs foi 100uL de S.

aureus (2,4x10" células/mL) e 10uL de P. aeruginosa (2,4x10° células/mL).
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Para mensuragdo de NO a melhor dose definida foi 12uL para S. aureus e para

P. aeruginosa (2,88x10’ células/mL).

3.4. Ensaio de metabolismo oxidativo de mondcitos e neutréfilos por

citometria de fluxo.

Para a mensuracdo do metabolismo oxidativo, foi avaliada a producao
de espécies reativas de oxigénio (EROs) utilizando 200uL do reagente 2'7'-
diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) a 0,3mM. O DCFH-DA tem a
propriedade de penetrar rapidamente nas células por meio de difusdo. Uma vez
no espaco intracelular é hidrolisado por esterases transformando-se em 2'7' -
diclorofluoresceina (DCFH) que €é um composto ndo fluorescente e
impermeavel a membrana celular. Este, por sua vez, reage com as EROs, em
particular com o peréxido de hidrogénio, sofrendo oxidacdo, resultando em
compostos altamente fluorescentes, diclorofluoresceina (DCF), cuja luz é

captada no canal FL-1 do citdmetro de fluxo (figura 1).

DCFH DA DCFH
—| | esterase
T EROs

_

HO Oxidagéao
Membrana celular

2',7’-diclorofluoresceina . .
diacetato 2, 7’-diclorofluoresceina Fluorescente

(n&o fluorescente) (nao fluorescente)

Figura 3: Esquema representativo da reacdo do DCFH-DA.

Nos ensaios foi observada a producdo espontanea de espécies reativas

de oxigénio, bem como a producdo apOs os estimulos com S. aureus e P.
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aeruginosa (24x10° células/mL), bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,

respectivamente (tabela 3).

Tabela 3: Estimulos utilizados no ensaio de metabolismo oxidativo de neutréfilos e mondcitos por citometria de fluxo.

Metabolismo oxidativo

Sangue DCFH Estimulo PBS
1 Controle 100uL 200uL - 700uL
2 S. aureus 100uL 200uL 100uL 600uL
3 Pseudomonas 100pL 200pL 10uL 690uL
4 Branco 100uL - - 900uL
5 FL-1 100uL 200pL - 700uL
6 FL-3 100uL - - 900uL

Volume final : 1000 pL

Os tubos foram incubados por 30 minutos em banho-maria a 37°C
agitando-os de 10 em 10 minutos. Foram adicionados 2mL de solugéo EDTA a
3mM para bloquear a reacéo, seguido de centrifugacao por 5 minutos a 515g.
Foi realizada entéo lise hipotdnica das hemacias, 2 ou 3 vezes, com NaCl 0,2%
e 1,6% seguida de nova centrifugacdo a 515g por 5 minutos a 4°C. Apds
desprezar o sobrenadante os botbes celulares foram incubados com 6uL de
CD14-PerCP por 15 minutos no escuro. Os tubos receberam 2mL de PBS.
ApoOs nova centrifugacéo o sobrenadante foi desprezado e adicionou-se 250uL

de EDTA 3mM para leitura em citbmetro de fluxo e posterior analise.

3.5. Estimulacdo in vitro de sangue total para estudo da producdo de
oxido nitrico

Para mensuracdo da producdo de NO foi utilizado 4-amino-5-
metilamino- 2',7’-difluorofluoresceina diacetato (DAF-FM DA). Este composto
atravessa passivamente as membranas celulares. Uma vez no interior das
células, ele é deacetilado pelas esterases intracelulares, que o transformam

em DAF-FM. Na presenca de NO, a fluorescéncia do DAF-FM aumenta
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formando o derivado benzotriazdlico, cuja luz é detectada no canal FL-1 do

citbmetro de fluxo (Kojima et al.1999).

DAI'-FM

DAF-FM DA

o LN o

Membrana celular

4-amino-5-metilamino-
2',7'-difluorofluoresceina
diacetato
(n&o fluorescente)

Figura 4. Reacao esquematica para detecgéo de 6xido nitrico por DAF-FM diacetado.

esterase

\ R NN NO*
Tqv,c—c -
L
NHCH:S

4-amino-5-metilamino-
2',7-difluorofluoresceina
(fracamente fluorescente)

Fluorescente

Oitenta microlitros de sangue heparinizado foram distribuidos em tubos

de poliestireno de 5mL e posteriormente foram estimulados com S. aureus e P.

aeruginosa (24x10° células/mL), bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,

respectivamente. Foram acrescentados 24uL de DAF-FM DA 0,05mM por tubo

e 0s volumes acertados com PBS para 120uL (tabela 4).

Tabela 4: Estimulos utilizados no ensaio de éxido nitrico de monécitos e neutréfilos por citometria de fluxo.

Oxido nitrico

Sangue DAF Estimulo PBS
1 Controle 80uL 24l 16uL
2 S. aureus 80uL 24l 12uL 4ul
3 Pseudomonas 80uL 24ul 12ul 4ul
4 Branco 80uL 40uL
5 FL-1 80uL 24uL 16uL
6 FL-3 80uL 40uL

Volume final : 120 pL
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Os tubos entdo foram incubados em banho-maria a 37°C por 30min
agitando-os de 10 em 10 minutos. Dado o tempo de incubacdo, foram
adicionados 2mL de PBS. Os tubos foram centrifugados a 515g por 5min a 4°C
e 0s sobrenadantes desprezados. As hemacias foram lisadas com adicdo de
2mL de NacCl 0,2% por 20 segundos, seguido de adicdo de 2mL de NaCl 1,6%
por 20 segundos. Apos centrifugacdo, os sobrenadantes foram descartados e
adicionados 2mL de PBS. Os tubos foram centrifugados e os sobrenadantes
descartados. Os botdes celulares foram incubados com 6ulL de CD14-PerCP e
deixados por 15min no escuro. Posteriormente, foram acrescentados 2mL de
PBS, seguido de nova centrifugacdo. ApOs descarte dos sobrenadantes, as
amostras foram suspensas adicionando-se 0,25mL de PBS por tubo e foram

mantidos em geladeira até a leitura em citbmetro de fluxo.

3.6. Aquisicdo e andlise de dados para detecgdo da  producido de Oxido

Nitrico (NO) e Espécies Reativas de Oxigénio (EROSs)

A leitura das amostras foi realizada em citometro de fluxo FACSCalibur
(BD Biosciences). O citbmetro € acoplado a unidade constituida por
microcomputador Macintosh Power PC, modelo G5 (Apple Computer Inc.,
Cupertino, CA, EUA). Tanto a aquisicdo dos eventos como a analise dos
resultados, foram realizadas com auxilio do programa CellQuest Pro (BD
Biosciences).

Para a aquisicdo dos dados foram utilizados dois graficos de pontos
(Figura 3). O primeiro, de dispersao frontal versus lateral de luz, foi utilizado

para determinar uma regido R1 de morfologia de mondécitos e neutrofilos
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(Figura 3A). Utilizando-se outro grafico de dispersao lateral de luz versus

expressdo de CD14 foi delimitada uma regido R2 para identificar eventos
positivos para CD14 (marcador de mondcitos - Figura 3B). Por meio da
combinacgao das regides R1 com R2, foram adquiridos 5000 eventos, 0s quais
possuiam, portanto, morfologia de mondécitos e positividade para CD14. Todos

0s eventos foram salvos.
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Figura 5: Estratégia de aquisicdo e andlise da producdo de EROs e NO em sangue total. O grafico A mostra as
dispersdes frontal versus lateral de luz. A regido 1 (R1) separa as populacdes de morfologia de monécitos e neutrdfilos.
O gréafico B mostra expressado de CD14 e dispersao lateral de luz. A regido 3 (R3) corresponde aos neutréfilos (CD14-),
enguanto a regiéo 2 (R2) evidencia os mondcitos (CD14+).

Para a analise, utilizou-se o gréafico de dispersdes frontal versus lateral
de luz para identificacdo das populagcdes leucocitarias, estabelecendo-se assim
a regido R1 de neutrofilos e mondcitos (Figura 3A). Em outro grafico, foram
criadas as regides R2 e R3, baseadas na positividade e negatividade para
CD14, respectivamente (figura 3B). Os eventos contidos nas duas
combinacdes, isto é, R1xR2 (mondcitos) e RI1xR3 (neutrofilos) foram

analisados em graficos do tipo histograma sendo a intensidade de

fluorescéncia relacionada a detecgdo de DCF ou DAF (figura 4 A e B), ou seja,
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a producdo de EROs e NO, respectivamente. Os resultados foram expressos

em média geométrica de intensidade de fluorescéncia (MGIF) em FL-1.

700
70

Controle

Controle

Estimulado Estimulado

EROs
NO

DCF - FL-1 DAF — FL-1

Figura 6: Estratégia de analise para detecgdo de EROs (A) e NO (B) em sangue total.

3.7. Andlise estatistica.

As analises foram realizadas utilizando o pacote estatistico SPSS
(Statistical Package for Social Sciences v 13.0).

Todas as variaveis foram testadas quanto a sua normalidade pelo teste
Kolmogorov-Smirnov e apresentaram distribuicdo ndo-normal.

Para correlacdo entre duas variaveis foi utilizado o teste coeficiente de
correlacéo de Pearson.

Para comparacdo de dados quantitativos entre grupos, foi utilizado o
teste de Mann-Whitney U. Quando comparamos os dados quantitativos intra-
grupo, ou seja, de amostras relacionadas foi realizado o teste de Wilcoxon.

O valor de significancia estatistica foi estabelecido em 5%, ou p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Perfil geral da coorte

Foram incluidos no estudo 49 pacientes dos quais 2% apresentaram
quadro de sepse, 28,6% de sepse grave e 69,4% de choque séptico.

Destes 57,1% sao do género masculino, com média de idade de 60+17
(com idade minima de 18 e maxima de 87 anos). Os pacientes apresentaram
um SOFA médio de 7,6£3,9 (com minima de 0 e maxima de 16) e um APACHE
meédio de 1745 (com minima de 4 e maxima de 30). A mortalidade média dos
pacientes foi de 34,7% (tabela 5). Dos pacientes incluidos 30 foram submetidos
a uma nova coleta apos sete dias de seguimento (D7).

Também foram incluidos 19 individuos sadios de idade e género
semelhantes aos pacientes. Destes 52,6% sdao do género masculino com

meédia de idade de 55,32+18 (com idade minima de 22 e maxima de 82 anos).

Tabela 5: Caracteristicas principais  da coorte incluida no estudo:

N =49
Variavel
Idade (MédiazDP [anos]) 60117
Género (N[%)])
Masculino 28 (57,1)
Feminino 21 (42,9)
Classificacdo (N[%])
Sepse 1(2)
Sepse grave 14(28,6)
Choque séptico 34(69,4)
SOFA 7,643,9
APACHE || 1745
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4.2. Producao de espécies reativas de oxigénio por

neutréfilos do sangue periférico.

mondcitos e
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4.2.1 Andlise da producéo de espécies reativas de oxigén o por mondcitos

e neutréfilos do sangue periférico de pacientes na coleta DO em relagéo a
sadios.

A producdo de metabolismo oxidativo nos mondcitos foi maior nos
pacientes sépticos do que nos controles sadios. Foi observada significancia
estatistica em todas as condicbes analisadas: Sem estimulo (P<0,001), P.

aeruginosa (P<0,001) e S. aureus (P<0,001) (figura 7 e tabela 6).

00 — *
B SsADIOs
B SEFPSE

o0 —

00 —

S00 —

*
200 - *

Sem estimulo P. aeruginosa  S. aureus

Metabolismo oxidativo de mondécitos (MGIF)

Figura 7: Metabolismo oxidativo de mondcitos de 48 pacientes (DO) e 19 controles sadios em diferentes condicdes
(Sem estimulo, estimulados com S. aureus e P. aeruginosa). Os mondcitos foram analisados combinando-se tamanho
e complexidade das células e positividade para CD14. No gréafico os valores sdo mostrados em média geométrica da
intensidade de fluorescéncia (MGIF) da expressédo de DCFH. Estdo representados os valores maximos e minimos, o
percentil 25% e 75% (caixas) e mediana dos grupos. *P< 0,05 em relag&o aos sadios (Mann-Whitney).

Tabela 6: Metabolismo oxidativo em mondcitos  do sangue periférico de individuos sadios e pacientes sépticos no
dia 0. Os valores sdo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expresséo de DCFH.

Média Desvio padrdo Minima Maxima
Sadios
Sem estimulo 125,68 124,50 7,92 770,12
P. aeruginosa 177,01 145,11 7,92 633,81
S. aureus 347,22 264,09 61,17 1350,52
Pacientes
Sem estimulo 125,68 124,50 7,92 770,12
P. aeruginosa 177,01 145,11 7,92 633,81
S aurens 347,22 264,09 61,17 1350,52
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A producdo de metabolismo oxidativo nos neutrofilos foi maior nos pacientes
sépticos do que nos controles sadios, sendo que a intensidade de fluorescéncia
foi superior a dos mondcitos. Foi observada significAncia estatistica em todas
as condicdes analisadas: Sem estimulo (P<0,001), P. aeruginosa (P<0,001) e

S. aureus (P<0,001) (figura 8 e tabela 7).
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Sem estimulo P. aeruginosa S. aureus

Metabolismo oxidativo de neutréfilos (MGIF)

Figura 8: Metabolismo oxidativo de neutréfilos de 49 pacientes (D0) e 19 controles sadios em diferentes condi¢gbes
(Sem estimulo, estimulados com S. aureus e P. aeruginosa). Os neutrdéfilos foram analisados combinando-se tamanho
e complexidade das células e negatividade para CD14. No gréafico os valores sdo mostrados em média geométrica da
intensidade de fluorescéncia (MGIF) da expresséo de DCFH. Estdo representados os valores maximos e minimos, o
percentil 25% e 75% (caixas) e mediana dos grupos. *P< 0,05 em rela¢é@o aos sadios (Mann-Whitney).

Tabela 7: Metabolismo oxidativo em neutrdfilos do sangue periférico de individuos sadios e pacientes sépticos no
dia 0. Os valores sdo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da express@o de DCFH.

Média Desvio padrdo Minima Maxima
Sadios

Sem estimulo 29,36 18,10 14,50 95,74
P. aeruginosa 42,86 28,96 19,10 123,86
S. aureus 114,84 44,72 35,88 188,74

Pacientes

Sem estimulo 109,71 118,40 6,43 636,34
P. aeruginosa 286,73 346,28 28,81 2004,38
S Aureris 684,91 646,23 58,99 2833,70
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4.2.2 Andlise da producdo de espécies reativas de oxigén  io por monocitos
e neutrofilos do sangue periférico de pacientes em sepse grave e choque
séptico na coleta DO.

Uma nova andlise foi realizada separando os pacientes segundo o
diagndstico de sepse grave e choque séptico. As figuras 9 e 10 mostram que a
producdo de espécies reativas de oxigénio por mondcitos e neutrdfilos,
respectivamente, ndo apresentaram diferenca entre os grupos de pacientes

com sepse grave e choque séptico (tabelas 8 e 9).
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Sem estimulo P. aeruginosa S. aureus

Figura 9: Metabolismo oxidativo de mondcitos de 14 pacientes com sepse grave e 33 pacientes com choque
séptico na coleta do dia 0 em diferentes condigBes (Sem estimulo, estimulados com S. aureus e P. aeruginosa). Os
mondécitos foram analisados combinando-se tamanho e complexidade das células e positividade para CD14. No grafico
os valores sdo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expressdo de DCFH. N&o houve
diferenca significativa entre os grupos (Mann-Whitney).

Tabela 8: Metabolismo oxidativo em mondcitos do sangue periférico de pacientes com sepse grave e choque

séptico no dia 0. Os valores sédo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expresséo de
DCFH.

Média Desvio padrdo Minima Maxima
Sepse grave
Sem estimulo 109,55 112,54 22,42 476,34
P. aeruginosa 160,73 158,09 27,28 633,81
S. aureus 397,71 340,31 61,17 1350,52
Choque séptico
Sem estimulo 132,71 132,11 7,92 770,12
P. aeruginosa 185,25 143,29 37,53 624,86
S. aureus 325,05 228,26 65,28 990,78
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Figura 10: Metabolismo oxidativo de neutrdfilos de 14 pacientes com sepse grave e 34 pacientes com choque
séptico na coleta do dia 0 em diferentes condigBes (Sem estimulo, estimulados com S. aureus e P. aeruginosa). Os
neutréfilos foram analisados combinando-se tamanho e complexidade das células e negatividade para CD14. No
gréafico os valores sdo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expressdo de DCFH. Nao
houve diferenca significativa entre os grupos (Mann-Whitney).

Tabela 9: Metabolismo oxidativo em neutréfilos do sangue periférico de pacientes com sepse grave e choque
séptico no dia 0. Os valores sé@o mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expresséo de
DCFH.

Média Desvio padrdo Minima Maxima
Sepse grave
Sem estimulo 119,32 149,32 16,05 540,97
P. aeruginosa 306,29 296,37 40,11 991,26
S. aureus 834,45 728,91 153,21 2833,70
Choque séptico
Sem estimulo 105,70 107,48 6,43 636,34
P. aeruginosa 277,49 373,51 28,81 2004,38
S. aureus 621,08 619,30 58,99 2362,04
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4.2.3 Andlise da producéo de espécies reativas de oxigén  io por mondcitos
e neutrofilos do sangue periférico de pacientes sép ticos na coleta do DO
em relacdo ao desfecho (sobrevida ou 6bito)  na alta hospitalar.

N&o houve diferenca na producéo de espécies reativas de oxigénio em
monacitos (figura 11 e tabela 10) e neutréfilos (figura 12 e tabela 11) do sangue
periférico entre pacientes que sobreviveram e que evoluiram para 6bito em

todas as situacoes analisadas.
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Figura 11 : Metabolismo oxidativo em mondcitos  de 47 pacientes no dia 0 em relagdo a mortalidade (alta hospitalar)
em diferentes condi¢des (Sem estimulo, estimulados com S. aureus e P. aeruginosa). Os mondcitos foram analisados
combinando-se tamanho e complexidade das células e positividade para CD14. No gréafico os valores sdo mostrados
em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expressdo de DCFH. Estéo representados os valores
maximos e minimos, o percentil 25% e 75% (caixas) e mediana dos grupos. Nao houve diferenca significativa entre os
grupos (Mann-Whitney).

Tabela 10: Metabolismo oxidativo em mondcitos do sangue periférico de pacientes sépticos no DO em relagéo a
mortalidade (alta hospitalar). Os valores sdo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da
expressdo de DCFH.

Média Desvio padrdo Minima Maxima
Sobrevida
Sem estimulo 138,31 150,17 7,92 770,12
P. aeruginosa 205,24 166,58 53,67 633,81
S. aureus 371,66 308,07 65,28 1350,52
Obito
Sem estimulo 101,73 60,82 22,42 243,74
P. aeruginosa 131,01 90,57 27,28 344,75
S. aureus 293,65 171,99 61,17 602,78
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Figura 12 : Metabolismo oxidativo em neutréfilos  de 48 pacientes no dia 0 em relagdo a mortalidade (alta hospitalar)
em diferentes condi¢des (Sem estimulo, estimulados com S. aureus e P. aeruginosa). Os neutrdéfilos foram analisados
combinando-se tamanho e complexidade das células e negatividade para CD14. No gréafico os valores séo mostrados
em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expressdo de DCFH. Estdo representados os valores
méaximos e minimos, o percentil 25% e 75% (caixas) e mediana dos grupos. Nao houve diferenc¢a significativa entre os
grupos (Mann-Whitney).

Tabela 11: Metabolismo oxidativo de neutréfilos do sangue periférico de pacientes sépticos no DO em relagdo a
mortalidade (alta hospitalar). Os valores sdo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da
expressdo de DCFH.

Média Desvio padrdo Minima Maxima
Sobrevida
Sem estimulo 128,57 140,88 18,81 636,34
P. aeruginosa 348,84 410,60 28,81 2004,38
S. aureus 789,18 743,99 58,99 2833,70
Obito
Sem estimulo 74,44 53,10 6,43 191,12
P. aeruginosa 178,23 152,39 29,53 686,01
S. aureus 445,99 296,61 92,29 1151,87
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4.2.4 Correlacdo da producdo de espécies reativas de oxi génio em
monadcitos e neutrofilos do sangue periférico de pac ientes sépticos com

idade, género, SOFA e APACHE Il na coleta DO.

Foi realizado teste de Pearson para avaliar a correlagao da producéo de
espécies reativas de oxigénio em mondcitos e neutréfilos entre idade, género,
SOFA e APACHE Il. Nao foi encontrada correlacdo entre a producado de EROs

e as variaveis analisadas (tabela 12).

Tabela 12: Correla¢éo do metabolismo oxidativo com idade, género, SOFA e APACHE Il em monécitos e neutréfilos
do sangue periférico de 49 pacientes no dia O (teste de correlagdo de Pearson). A tabela mostra os valores de P
obtidos. N&o houve diferenca significativa.

Idade (anos) Género SOFA APACHE II

Mondcitos

Sem estimulo 0,097 0,847 0,415 0,501
P. aeruginosa 0,177 0,557 0,940 0,936
S. aureus 0,510 0,585 0,795 0,765
Neutréfilos

Sem estimulo 0,389 0,951 0,200 0,927
P. aeruginosa 0,657 0,357 0,743 0,880
S. aureus 0,491 0,748 0,411 0,916
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4.2.5 Andlise da producéo de espécies reativas de oxigén  io por mondcitos
e neutrofilos do sangue periférico de pacientes na coleta DO e D7.

A figura 13 e a tabela 13 mostram a producdo de espécies reativas de
oxigénio em mondcitos do sangue periférico de pacientes sépticos na coleta
(DO) e apos sete dias de seguimento (D7). A producdo de EROs foi maior no
DO comparado ao D7 em todas as situagbes analisadas: Sem estimulo

(P<0,001), P. aeruginosa (P<0,001) e S. aureus (P<0,001).
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Figura 13: Metabolismo oxidativo em mondcitos de 28 pacientes sépticos no DO e D7 em diferentes condi¢des
(Sem estimulo, estimulados com S. aureus e P. aeruginosa). Os mondcitos foram analisados combinando-se tamanho
e complexidade das células e positividade para CD14. No gréafico os valores sdo mostrados em média geométrica da
intensidade de fluorescéncia da expressédo de DCFH. Estéo representados os valores maximos e minimos, o percentil
25% e 75% (caixas), mediana dos grupos. *P< 0,05 quando comparados os grupos D7 e DO (Wilcoxon).

Tabela 13: Metabolismo oxidativo em mondcitos do sangue periférico de pacientes sépticos no DO e D7. Os valores
sdo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expresséo de DCFH.

Média Desvio padrao Minima Maxima
DO
Sem estimulo 114,96 87,85 22,42 476,34
P. aeruginosa 174,64 151,71 27,28 633,81
S. aureus 398,67 316,67 61,17 1350,52
D7
Sem estimulo 64,79 47,71 7,62 230,12
P. aeruginosa 106,83 91,04 8,08 414
S. aureus 215,60 167,87 16,67 725,61
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A producado de espécies reativas de oxigénio nos neutréfilos mostrou-se
aumentada no DO em relacdo ao D7 na situacdo estimulado com S. aureus
(P<0,05). As situacdes sem estimulo e estimulado com P. aeruginosa néo

apresentaram significancia estatistica (figura 14 e tabela 14).
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Figura 14: Metabolismo oxidativo em neutréfilos de 30 pacientes sépticos nas coletas do DO e D7 em diferentes
condigbes (Sem estimulo, estimulados com S. aureus e P. aeruginosa). Os neutréfilos foram analisados combinando-
se tamanho e complexidade das células e negatividade para CD14. No gréafico os valores sdo mostrados em média
geométrica da intensidade de fluorescéncia da expressdo de DCFH. Estdo representados os valores maximos e
minimos, o percentil 25% e 75% (caixas), mediana dos grupos. *P< 0,05 quando comparados os grupos D7 e DO
(Wilcoxon).

Tabela 14: Metabolismo oxidativo em neutréfilos do sangue periférico de pacientes sépticos no DO e D7. Os valores
sdo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expresséo de DCFH.

Média Desvio padrao Minima Maxima
DO
Sem estimulo 100,25 108,47 540,97 100,25
P. aeruginosa 290,11 385,75 2004,38 290,11
S. aureus 734,83 709,59 2833,70 734,83
D7
Sem estimulo 69,79 54,82 238,85 69,79
P. aeruginosa 180,19 173,74 761,28 180,19
S. aureus 424,81 319,57 1154,23 424,81
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4.2.6 Andlise da producéo de espécies reativas de oxigén  io por mondcitos
e neutrofilos do sangue periférico de pacientes na admisséo e apos 7 dias
de seguimento em relagcdo ao desfecho (sobrevida ou Obito) na alta
hospitalar.

A producédo de espécies reativas de oxigénio nos mondcitos do sangue
periférico de pacientes sépticos ao longo do seguimento se mostrou diminuida
no D7 em relagdo ao DO nos pacientes que sobreviveram até a alta hospitalar
em todas as situacfes analisadas: Sem estimulo (P<0,001), P. aeruginosa

(P<0,002) e S. aureus (P<0,004) (figura 15 e tabela 15).
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Figura 15: Metabolismo oxidativo em mondcitos de 27 pacientes sépticos no seguimento (DO e D7) em relagéo a
mortalidade (alta hospitalar) em diferentes condi¢cdes (Sem estimulo, estimulados com S. aureus e P. aeruginosa ). Os
monécitos foram analisados combinando-se tamanho e complexidade das células e positividade para CD14. No grafico
os valores sdo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expresséo de DCFH. Estédo
representados os valores maximos e minimos, o percentil 25% e 75% (caixas), mediana dos grupos. *P< 0,05 em
relagdo ao DO (Wilcoxon).

Tabela 15: Metabolismo oxidativo em mondcitos do sangue periférico de pacientes sépticos no seguimento (DO e
D7) em relagdo a mortalidade (alta hospitalar). Os valores sdo mostrados em média geométrica da intensidade de
fluorescéncia da expressao de DCFH.

Média Desvio padrdo Minima Méaxima
sobrevida Obito sobrevida Obito sobrevida Obito sobrevida Obito
DO 127,54 80,22 98,37 53,49 29,31 22,42 476,34 178,03
Sem estimulo 204,84 107,21 170,51 78,61 53,67 27,28 633,81 277,06

P. aeruginosa 425,32 313,79 362,37 194,48 65,28 61,17 1350,52 602,78
S. aureus

D7
Sem estimulo 62,98 65,21 50,96 4421 7,62 10,19 230,12 141,13
P. aeruginosa 105,57 110,19 99,67 80,01 8,08 9,78 414,00 232,25
S. aureus 199,44 253,75 189,31 108,69 16,67 127,56 725,61 384,25
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Nos neutréfilos a producéo de espécies reativas de oxigénio mostrou-se
diminuida no D7 em relagcdo ao DO nos pacientes que sobreviveram até a alta
hospitalar somente nas situacdes estimulados com P. aeruginosa (P<0,040) e

S. aureus (P<0,020) (figura 16 e tabelal6).
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Figura 16: Metabolismo oxidativo em neutréfilos de 29 pacientes sépticos no seguimento (DO e D7) em relacéo a
mortalidade (alta hospitalar) em diferentes condi¢des (Sem estimulo, estimulados com S. aureus e P. aeruginosa ). Os
neutréfilos foram analisados combinando-se tamanho e complexidade das células e negatividade para CD14. No
gréafico os valores sdo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expressdo de DCFH. Estédo
representados os valores maximos e minimos, o percentil 25% e 75% (caixas), mediana dos grupos. *P< 0,05 em
relacéo ao DO (Wilcoxon).

Tabela 16: Metabolismo oxidativo em neutréfilos do sangue periférico de pacientes sépticos no seguimento (DO e
D7) em relagdo a mortalidade (alta hospitalar). Os valores sdo mostrados em média geométrica da intensidade de
fluorescéncia da expressao de DCFH.

Média Desvio padrao Minima Maxima
sobrevida 0Obito sobrevida Obito sobrevida Obito sobrevida Obito
DO
Sem estimulo 121,96 49,32 124,61 40,01 21,68 6,43 540,97 126,34
P. aeruginosa 364,63 133,88 454,70 78,45 67,07 29,53 2004,38 261,83
S. aureus 825,80 444,61 801,82 322,05 170,27 92,29 2833,70  1151,87
D7
Sem estimulo 80,47 43,00 60,20 33,16 6,57 6,74 238,85 88,50
P. aeruginosa 180,82 178,37 145,62 243,01 7,34 23,58 514,11 761,28
S. aureus 423,22 400,58 336,89 304,11 22,28 120,04 1154,23 761,38
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4.3. Anélise da producao de Oxido nitrico em

sangue periférico.

monadcitos e neutrofilos do
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4.3.1 Analise da produgéo de Oxido nitrico em mondcitos e neutroéfilos do
sangue periférico de pacientes na coleta DO em rela  ¢&o a sadios.

A producéo de 6xido nitrico por mondcitos do sangue periférico foi maior
nos pacientes sépticos em relagdo aos sadios em todas as condicbes
analisadas: Sem estimulo (P<0,001), P. aeruginosa (P<0,001) e S. aureus

(P<0,001) (figura 17 e tabela 17).
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Figura 17 : Producdo de 6xido nitrico em mondcitos de 48 pacientes (D0) e 19 controles sadios em diferentes
condigGes (Sem estimulo, estimulados com S. aureus e P. aeruginosa). Os monécitos foram analisados combinando-se
tamanho e complexidade das células e positividade para CD14. No grafico os valores sdo mostrados em média
geométrica da intensidade de fluorescéncia da expressdo de DAF. Estdo representados os valores maximos e
minimos, o percentil 25% e 75% (caixas) e mediana dos grupos. *P< 0,05 em relagdo aos sadios (Mann-Whitney).

Tabela 17: Producgao de dxido nitrico em mondcitos do sangue periférico de individuos sadios e pacientes sépticos
no dia 0. Os valores sédo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expressao de DAF.

Média Desvio padrao Minima Maxima
Sadios

Sem estimulo 5,86 2,30 1,61 10,94
P. aeruginosa 11,43 501 5,23 27,8
S. aureus 11,69 4,26 2,92 22,94

Pacientes
Sem estimulo 16,28 13,71 1,77 73,02
P. aeruginosa 24,49 18,13 2,35 83,64
S. aureus 25,03 18,17 2,86 91,6
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A producéo de Oxido nitrico nos neutrofilos foi maior nos pacientes
sépticos do que nos sadios na situacdo sem estimulo (P<0,001). Os estimulos
com P. aeruginosa e S. aureus ndo apresentaram significancia estatistica.
Entretanto, 0s pacientes apresentaram uma capacidade de resposta

preservada em relacdo aos sadios (figura 18 e tabela 18).
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Figura 18: Produgdo de 6xido nitrico em neutréfilos de 49 pacientes (DO) e 19 controles sadios em diferentes
condigBes (Sem estimulo, estimulados com S. aureus e P. aeruginosa). Os neutréfilos foram analisados combinando-
se tamanho e complexidade das células e negatividade para CD14. No gréafico os valores sdo mostrados em média
geométrica da intensidade de fluorescéncia da expressdo de DAF. Estdo representados os valores maximos e
minimos, o percentil 25% e 75% (caixas) e mediana dos grupos. *P< 0,05 em relag&o aos sadios (Mann-Whitney).

Tabela 18: Producdo de 6xido nitrico em neutréfilos do sangue periférico de individuos sadios e pacientes sépticos
no dia 0. Os valores séo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expressdo de DAF.

Média Desvio padrao Minima Maxima
Sadios

Sem estimulo 5,75 3,12 1,88 16,88
P. aeruginosa 22,92 8,87 10,81 42,6
S. aureus 20,48 9,88 3,14 44,47

Pacientes
Sem estimulo 11,11 7,87 2,13 38,71
P. aeruginosa 27,20 16,76 4,85 76,06
S. aureus 22,99 16,01 7,16 90,02
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4.3.2 Andlise da producédo de 6xido nitrico em mondcitos e neutrofilos do
sangue periférico de pacientes em sepse grave e cho que séptico na
coleta DO.

Também se analisou a producdo de Oxido nitrico nos pacientes
classificados com quadro clinico de sepse grave e choque séptico. As figuras
19 e 20 e as tabelas 19 e 20 mostram esta producdo em mondcitos e
neutrofilos do sangue periférico, respectivamente. N&o houve diferenca

significativa entre os grupos de sepse grave e choque séptico.
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Figura 19 : Producdo de 6xido nitrico em mondcitos de 13 pacientes com sepse grave e 33 pacientes com choque
séptico na coleta do dia 0 em diferentes condigBes (Sem estimulo, estimulados com S. aureus e P. aeruginosa). Os
mondécitos foram analisados combinando-se tamanho e complexidade das células e positividade para CD14. No grafico
os valores sdo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expressdo de DAF. Ndo houve
diferenca significativa entre os grupos (Mann-Whitney).

Tabela 19: Producéo de é6xido nitrico em mondcitos do sangue periférico de pacientes com sepse grave e choque
séptico no dia 0. Os valores séo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expresséo de
DAF.

Média Desvio padréo Minima Maxima

Sepse grave
Sem estimulo 15,42 13,26 6,49 53,95
P. aeruginosa 28,90 23,65 5,93 73,78
S. aureus 26,01 19,87 9,04 86,33

Choque séptico

Sem estimulo 16,41 14,23 1,77 73,02
P. aeruginosa 22,87 15,86 2,35 83,64
S. aureus 24,68 18,06 2,86 91,60
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Figura 20 : Producéo de éxido nitrico em neutrdfilos de 13 pacientes com sepse grave e 34 pacientes com choque
séptico na coleta do dia 0 em diferentes condigBes (Sem estimulo, estimulados com S. aureus e P. aeruginosa). Os
neutréfilos foram analisados combinando-se tamanho e complexidade das células e negatividade para CD14. No
grafico os valores sdo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expressdo de DAF. Nao
houve diferenca significativa entre os grupos (Mann-Whitney).

Tabela 20: Produgéo de 6xido nitrico em neutréfilos do sangue periférico de pacientes com sepse grave e choque
septico no dia 0. Os valores sédo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expresséo de
DCFH.

Média Desvio padrao Minima Maxima

Sepse grave
Sem estimulo 10,45 8,12 4,43 33,97
P. aeruginosa 28,64 18,88 8,57 67,65
S. aureus 22,62 17,05 7,19 75,59

Choque séptico

Sem estimulo 11,26 7,98 2,13 38,71
P. aeruginosa 26,41 16,35 4,85 76,06
S. aureus 22,92 16,05 7,16 90,02
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4.3.3 Andlise da producédo de 6xido nitrico em mondcitos e neutrofilos do
sangue periférico de pacientes sépticos na coleta d o0 DO em relacédo ao
desfecho (sobrevida ou 6bito) na alta hospitalar.

N&o houve diferenca na producdo de Oxido nitrico em mondcitos (figura
21 e tabela 21) e neutrofilos (figura 22 e tabela 22) do sangue periférico entre
pacientes que sobreviveram e que evoluiram para 6bito no DO em todas as

situacOes analisadas.
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Figura 21: Produgéo de 6xido nitrico em mondcitos de 46 pacientes no dia 0 em relagdo a mortalidade (alta
hospitalar) em diferentes condi¢des (Sem estimulo, estimulados com S. aureus e P. aeruginosa). Os mondcitos foram
analisados combinando-se tamanho e complexidade das células e positividade para CD14. No gréafico os valores sdo
mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expressdo de DAF. Estdo representados os
valores maximos e minimos, o percentil 25% e 75% (caixas) e mediana dos grupos. N&o houve diferenc¢a significativa
entre os grupos (Mann-Whitney).

Tabela 21: Producéo de 6xido nitrico em mondcitos do sangue periférico de pacientes sépticos no DO em relagéo a
mortalidade (alta hospitalar). Os valores séo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da
expressédo de DAF.

Média Desvio padrao Minima Maxima
Sobrevida
Sem estimulo 15,51 9,24 1,77 40,83
P. aeruginosa 21,79 13,72 2,35 73,78
S. aureus 22,68 11,69 2,86 57,70
Obito
Sem estimulo 17,70 19,68 1,87 73,02
P. aeruginosa 29,23 24,05 5,93 83,64
S. aureus 29,28 26,07 7,10 91,60
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Figura 22: Producgdo de 6xido nitrico em neutréfilos

Sem estimulo

P. aeruginosa

S. aureus

de 47 pacientes no dia 0 em relacdo a mortalidade (alta

hospitalar) em diferentes condi¢cdes (Sem estimulo, estimulados com S. aureus e P. aeruginosa). Os neutrdfilos foram
analisados combinando-se tamanho e complexidade das células e negatividade para CD14. No gréafico os valores séo
mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expressdo de DAF. Estdo representados os
valores maximos e minimos, o percentil 25% e 75% (caixas) e mediana dos grupos. N&do houve diferenca significativa
entre os grupos (Mann-Whitney).

Tabela 22: Producéo de 6xido nitrico em neutrofilos

do sangue periférico de pacientes sépticos no DO em relacéo a

mortalidade (alta hospitalar). Os valores séo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da

expressédo de DAF.

Sobrevida
Sem estimulo
P. aeruginosa

S. aureus

Obito
Sem estimulo
P. aeruginosa

S. aureus

Média Desvio padrdo Maxima
11,24 6,56 2,13 36,59
26,28 16,12 4,85 76,06
22,76 15,31 7,16 90,02
10,93 10,20 4,43 38,71
28,25 18,59 6,86 67,65
23,06 18,05 7,19 75,59
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4.3.4 Correlacdo da producédo de 6xido nitrico em mondcit 0s e neutrofilos
do sangue periférico de pacientes sépticos com idad e, género SOFA e

APACHE Il na coleta DO.

Foi realizado teste de Pearson para avaliar a correlagao da producédo de
oxido nitrico em mondcitos e neutréfilos entre idade, género, SOFA, APACHE
II. N&o foi encontrada correlagdo entre a producdo de NO e as variaveis

analisadas (tabela 23).

Tabela 23: Correlagdo da producéo de 6xido nitrico com idade, género, SOFA e APACHE Il em monécitos e neutréfilos
do sangue periférico de 49 pacientes no dia O (teste de correlagdo de Pearson). A tabela mostra os valores de P
obtidos. N&o houve diferenca significativa.

Idade (anos) Género SOFA APACHE II

Monécitos

Sem estimulo 0,183 0,534 0,854 0,474
P. aeruginosa 0,972 0,289 0,392 0,694
S. aureus 0,197 0,716 0,777 0,447
Neutréfilos

Sem estimulo 0,070 0,868 0,672 0,449
P. aeruginosa 0,882 0,689 0,653 0,824
S. aureus 0,183 0,413 0,658 0,521
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4.3.5 Analise da produgéo de Oxido nitrico em mondcitos e neutroéfilos do
sangue periférico de pacientes na coleta DO e D7.

A producdo de 6xido nitrico em mondcitos do sangue periférico de
pacientes sépticos mostrou-se aumentada no DO comparada ao D7 na situagéo
sem estimulo (P<0,05). Os estimulos com P. aeruginosa e S. aureus néao

apresentaram significancia estatistica (figura 23 e tabela 24).
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Figura 23: Producéo de dxido nitrico em mondcitos de 28 pacientes sépticos no DO e D7 em diferentes condicdes
(Sem estimulo, estimulados com S. aureus e P. aeruginosa ). Os mondcitos foram analisados combinando-se tamanho
e complexidade das células e positividade para CD14. No gréafico os valores sdo mostrados em média geométrica da
intensidade de fluorescéncia da expressdo de DAF. Estéo representados os valores maximos e minimos, o percentil
25% e 75% (caixas), mediana dos grupos. *P< 0,05 quando comparados os grupos D7 e DO (Wilcoxon).

Tabela 24: Produgéo de 6xido nitrico em mondcitos do sangue periférico de pacientes sépticos no DO e D7. Os
valores séo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expresséo de DAF.

Média Desvio padrao Minima Maxima
DO
Sem estimulo 17,80 15,62 5,45 73,02
P. aeruginosa 25,21 19,16 5,93 83,64
S. aureus 27,29 20,82 8,17 91,6
D7
Sem estimulo 10,63 8,26 2,15 35,64
P. aeruginosa 18,65 15,03 2,78 66,1
S. aureus 18,96 11,61 3,45 53,69
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A figura 24 e a tabela 25 mostram a producdo de Oxido nitrico em

neutréfilos do sangue periférico de pacientes sépticos no DO e no D7. Foi

observada maior produ¢cdo no DO comparado ao D7 na situagdo sem estimulo

(P<0,05) e estimulado com S. aureus (P<0,0 5).
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Producéao de 6xido nitrico em neutréfilos (MGIF)
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Figura 24: Producéo de 6xido nitrico em neutréfilos

(Wilcoxon).

Tabela 25: Produgéo de 6xido nitrico em neutrofilos
valores séo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expresséo de DAF.

P. aeruginosa

S. aureus

de 29 pacientes sépticos nas coletas do DO e D7 em diferentes
condigBes (Sem estimulo, estimulados com S. aureus e P. aeruginosa). Os neutréfilos foram analisados combinando-
se tamanho e complexidade das células e negatividade para CD14. No gréafico os valores sdo mostrados em média
geométrica da intensidade de fluorescéncia da expressdo de DAF. Estdo representados os valores maximos e
minimos, o percentil 25% e 75% (caixas), mediana dos grupos. *P< 0,05 quando comparados os grupos D7 e DO

do sangue periférico de pacientes sépticos no DO e D7. Os

DO
Sem estimulo

P. aeruginosa
S. aureus
D7
Sem estimulo
P. aeruginosa
S. aureus

Média Desvio padrao Minima Maxima
11,48 8,06 2,98 38,71
27,88 15,90 6,69 67,65
23,57 14,39 7,19 75,59

7,25 4,40 2 20,7
20,69 14,06 4,17 48,52
17,53 10,49 4,03 44,91
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4.3.6 Analise da producédo de Oxido nitrico em mondocitos e neutréfilos do
sangue periférico de pacientes na admissao e apés 7 dias de seguimento
em relacdo ao desfecho (sobrevida ou 6bito)  na alta hospitalar.

A producdo de Oxido nitrico em mondcitos do sangue periférico de
pacientes sépticos ao longo do seguimento se mostrou diminuida no D7 em
relacdo ao DO nos pacientes que sobreviveram até a alta hospitalar nas
condicbes sem estimulo (P<0,002) e estimulada com S. aureus (P<0,022)

(figura 25 e tabela 26).
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Producéo de 6xido nitrico em mondcitos (MGIF)

Figura 25: Produgéo de 6xido nitrico em mondcitos de 27 pacientes sépticos no seguimento (DO e D7) em relagéo
a mortalidade (alta hospitalar) em diferentes condi¢des (Sem estimulo, estimulados com S. aureus e P. aeruginosa ).
Os mondcitos foram analisados combinando-se tamanho e complexidade das células e positividade para CD14. No
gréafico os valores sdo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expressédo de DAF. Estédo
representados os valores maximos e minimos, o percentil 25% e 75% (caixas), mediana dos grupos. *P< 0,05 em
relacéo ao DO (Wilcoxon).

Tabela 26: Producao de 6xido nitrico em mondcitos do sangue periférico de pacientes sépticos no seguimento (DO
e D7) em relacdo a mortalidade (alta hospitalar). Os valores sdo mostrados em média geométrica da intensidade de
fluorescéncia da expresséo de DAF.

Média Desvio padrdo Minima Maxima
sobrevida Obito sobrevida Obito sobrevida Obito sobrevida 0Obito
DO
Sem estimulo 15,81 22,17 9,88 24,18 5,45 6,50 40,83 73,02
P. aeruginosa 20,43 35,07 9,81 29,54 7,49 5,93 40,99 83,64
S. aureus 23,96 34,66 12,81 31,98 8,17 9,04 57,70 91,60
D7
Sem estimulo 10,40 10,82 7,73 10,10 3,00 2,15 35,64 34,96
P. aeruginosa 20,20 14,16 17,12 9,61 3,03 2,78 66,10 27,60
S. aureus 18,31 18,76 11,94 11,28 3,45 3,61 53,69 33,03
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Nos neutrofilos a produgédo de Oxido nitrico também mostrou-se
diminuida no D7 em relacdo ao DO nos pacientes que sobreviveram até a alta
hospitalar nas situacdes sem estimulo (P<0,001) e estimulado com S. aureus

(P<0,013). (figura 26 e tabela 27).
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Producédo de 6xido nitrico em neutréfilos (MGIF)

Figura 26: Produgéo de 6xido nitrico em neutréfilos de 28 pacientes sépticos no seguimento (DO e D7) em relacédo
a mortalidade (alta hospitalar) em diferentes condi¢des (Sem estimulo, estimulados com S. aureus e P. aeruginosa). Os
neutréfilos foram analisados combinando-se tamanho e complexidade das células e negatividade para CD14. No
gréfico os valores séo mostrados em média geométrica da intensidade de fluorescéncia da expressdo de DAF. Estédo
representados os valores maximos e minimos, o percentil 25% e 75% (caixas), mediana dos grupos. *P< 0,05 em
relacdo ao DO (Wilcoxon).

Tabela 27: Producéo de 6xido nitrico em neutréfilos do sangue periférico de pacientes sépticos no seguimento (DO
e D7) em relacdo a mortalidade (alta hospitalar). Os valores sdo mostrados em média geométrica da intensidade de
fluorescéncia da expressao de DAF.

Média Desvio padrdo Minima Maxima
sobrevida 6bito sobrevida 6bito sobrevida 6bito sobrevida Obito
DO
Sem estimulo 10,53 13,62 4,28 13,37 2,98 4,43 23,40 20,70
P. aeruginosa 24,94 33,07 11,89 22,48 6,69 8,57 56,41 47,19
S. aureus 21,66 27,02 8,69 23,02 7,65 7,19 42,63 36,81
D7
Sem estimulo 7,42 6,63 4,38 4,85 2,30 2,00 38,71 17,05
P. aeruginosa 21,07 19,40 14,32 15,05 4,17 4,26 67,65 48,52
S. aureus 17,00 17,81 10,15 12,06 4,32 4,03 75,59 44,91
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5. DISCUSSAO

A producéo de espécies reativas de oxigénio e oxido nitrico foi avaliada em
pacientes com sepse no dia zero e apés sete dias de tratamento. Esta
mensuracao foi realizada em mondcitos e neutréfilos do sangue periférico no
estado basal e apds estimulos com bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas.

Os mondcitos e neutrofilos de pacientes sépticos apresentaram maior
producdo de EROs comparados a individuos sadios a admissao no estudo (dia
0) em todas as situacdes avaliadas.

Nas amostras do dia 0, ndo observamos diferenca na producdo de EROs
por monadcitos e neutroéfilos entre pacientes com sepse grave e choque séptico.
N&o houve correlacéo entre geracdo de EROs na admissédo com idade, género,
escores APACHEII e SOFA dos pacientes estudados, assim como nao houve
associacado com o desfecho clinico.

Os resultados obtidos no dia da admissdo nessa coorte de pacientes sao
similares aos anteriormente obtidos por nosso grupo em duas coortes de
pacientes sépticos, onde a geracdo de EROS em pacientes foi maior que nos
controles sadios (Martins et al., 2003 e 2008). Estdo também de acordo com
outros apresentados na literatura, como por exemplo, de Kaufmann et al. que
encontraram aumento da producdo espontanea de peroxido de hidrogénio em
em neutrofilos de pacientes com choque séptico comparado a individuos
sadios ou pacientes com sepse (Kaufmann et al., 2006). Wittmann et al.
mostraram que neutréfilos de pacientes sépticos com sindrome de disfuncéo
de oOrgaos apresentaram maior producdo de EROs que individuos sadios

(Wittmann et al., 2004).
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Em estudos prévios de nosso grupo, foi demonstrado que mondcitos de
pacientes com sepse grave e choque séptico apresentam diminuicdo da
producdo de citocinas inflamatorias (Brunialti et al., 2006), em contraste com
preservada ou aumentada producdo de EROs (Martins et al., 2008). Nossos
resultados corroboram a preservacdo da capacidade dos mondcitos de
individuos sépticos de gerarem espécies reativas de oxigénio e reforcam a
idéia de que ha uma reprogramacdo da fungcdo celular de mondcitos em
pacientes sépticos. Essa dicotomia, inibicAo de citocinas inflamatérias e
preservacgao de geragado de EROs, foi observada em modelos experimentais de
sepse (Barbeiro et al., 2009) e na inducdo de tolerancia ao LPS de células do
sangue periférico de voluntarios sadios (Fernandes et al., 2010). Foi
demonstrado que peptidios antimicrobianos inibiam a producédo de TNF e 6xido
nitrico em macréfagos humanos e murinos induzidos por endotoxina, mas em
contraste a pré-incubacdo com esses peptidios e endotoxinas levava a um
aumento do “burst” respiratério (Zughaier. et al., 2005).

A producédo de EROs foi avaliada anteriormente em pacientes com sepse,
sepse grave e choque séptico, encontrando-se aumentada em todos o0s
estadios em comparacdo com o individuo sadio (Martins et al., 2008). Nos
pacientes com sepse grave e choque séptico ela foi maior naqueles que
obtiveram escore de SOFA maior que 7 (ponto de discriminagdo entre
sobreviventes e néo sobreviventes do grupo estudado).

Deve-se ressaltar, no entanto, que 0s estudos anteriores avaliando
producdo de EROs foram baseados em amostras de corte e ndo em amostras

de seguimento de um mesmo individuo.

55



g@gﬂl/&j&fﬁ

Nesse estudo, os pacientes foram acompanhados realizando-se uma coleta
de seguimento, 7 dias ap6s a primeira. Os mondcitos dos pacientes
apresentaram diminuicdo da producdo de EROs no dia 7 em relagéo ao dia 0
em todas as situagdes analisadas, enquanto essa diminuigdo nos neutrofilos
ocorreu somente na situacao estimulada com S. aureus.

Foi avaliada a relacdo entre a geracdao de EROs medida nas amostras do
DO e D7 com o desfecho clinico dos pacientes, alta hospitalar ou 6bito. Nao se
observou diferenca na producdo de EROs por monécitos e neutréfilos na
admissdo entre os pacientes que sobreviveram e 0s que evoluiram para o
Obito. Entretanto, quando avaliamos essa producdo na admisséo e apos 7 dias
de seguimento, observamos que 0s pacientes que sobreviveram na alta
hospitalar apresentaram diminuicdo de EROs por mondcitos no dia 7 em
relacdo ao dia 0 em todas as situa¢gBes analisadas e por neutrofilos quando
estimulados com P. aeruginosa e S. aureus. O presente estudo confirma e
expande achados anteriores ao acrescentar a avaliagdo da producdo de EROs
em amostras de seguimento de um mesmo individuo, demonstrando que esta
resposta € maior no paciente no inicio da sepse e que tende a decair apds 7
dias. Além disso, os resultados aqui apresentados indicam que a persisténcia
no aumento dessa resposta tem implicacbes na sobrevida do paciente, uma
vez 0 que 0s pacientes que sobreviveram foram os que tiveram diminuicao
dessa producédo apos sete dias de tratamento.

O reconhecimento de componentes bacterianos por fagdcitos € seguido de
producdo de mediadores inflamatdrios e recrutamento de células imunes. Uma
vez ativado os fagécitos produzem e armazenam uma série de agentes

7

microbicidas. A resposta imediata a esse reconhecimento é crucial para a
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defesa do individuo e o aumento da producao de espécies reativas de oxigénio

no momento inicial da sepse contribui para erradicacdo do patégeno no foco
infeccioso. Esta resposta imediata aos patégenos invasores é seguida de uma
regulada acdo de reparo aos danos causados ao hospedeiro, entretanto a
perda da regulacdo desta resposta pode ter efeitos danosos sobre vasos e
tecidos podendo levar a disfuncdo de orgédos (Castellheim et al.; 2009,
Cepinskas e Wilson, 2008; Van Amersfoort et al., 2003).

Além da geracdo de EROs, a producdo de NO pelas células inflamatorias
representa um importante mecanismo de defesa do hospedeiro, quer pelos
efeitos microbicidas quer pelos efeitos de sinalizagéo celular. Ainda, de forma
semelhante as EROs, a producdo de NO é um mecanismo de defesa, mas
pode ser deletéria ao hospedeiro, estando relacionada a diversos eventos
fisiopatoldgicos da sepse (Cepinskas e Wilson, 2008).

Quando comparado aos individuos sadios os mondcitos dos pacientes
sépticos apresentaram maior producdo de NO em todas as situagbes
avaliadas, e, nos neutrofilos, a producdo se mostrou aumentada na situacao
basal.

Semelhantemente aos resultados da producéo de EROs, nas amostras do
dia 0 ndo observamos diferenca na producdo de NO por mondcitos e
neutréfilos entre pacientes com sepse grave e choque séptico. Nao houve
correlacao entre a producao de NO na admissao com idade, género, escores
de APACHE Il e SOFA dos pacientes estudados, assim como nao houve
associacdo com o desfecho clinico.

Aumento do oxido nitrico e peroxinitrito foi observado no miocérdio de ratos

tratados intraperitonealmente com LPS de Salmonella typhosa comparados
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com controles (salina), demonstrando que o aumento da geracdo de NO,
superoxido e assim peroxinitrito ocorre na disfuncdo cardiaca de ratos apdés
endotoxemia (Khadour et al.,, 2002). De Werra et al. encontraram valores
aumentados de nitrito e nitrato no plasma de pacientes com choque séptico
comparado a pacientes com choque cardiogénico e pneumonia bacteriana,
concluindo que os valores de metabdlitos do 6xido nitrico seria um teste
satisfatorio para definir pacientes com choque séptico (de Werra et al., 1997).

Em relagdo as coletas de seguimento (dias 0 e 7) a producdo de NO se
mostrou diminuida em mondcitos no D7 em relacdo ao DO na situacdo basal.
Os neutrdéfilos apresentaram diminuicdo de NO no D7 em relacdo ao DO nas
situacdes sem estimulo e estimulados com S. aureus.

Os resultados obtidos no presente estudo reforcam a importancia do
aumento da producdo de moléculas microbicidas, como NO e EROs, no
momento inicial da sepse e que no decorrer das manifestagdes clinicas as
células tendem a sofrer uma reprogramacgdo com intuito de promover uma
homeostase no organismo. Em estudo realizado por nosso grupo, foi
demonstrada uma regulacdo negativa da producdo de citocinas inflamatérias
nos pacientes com sepse grave e choque séptico quando comparados a sepse
e a voluntarios sadios, evidenciando que a resposta inflamatéria esta associada
ao continuum das manifestacdes clinicas da sepse, com uma forte resposta
inflamatoria na fase inicial (sepse) e um quadro refratario nas fases tardias
(sepse grave e choque séptico) (Brunialti et al., 2006).

Assim como ocorreu com a produgcdo de EROs n&o encontramos
associacdo da producdo de NO com desfecho clinico nas coletas de admisséao.

Todavia, quando avaliamos a producéo de NO no seguimento em relacdo ao
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desfecho clinico dos pacientes na alta hospitalar (mortalidade ou sobrevida),
0s mondcitos e neutrofilos dos pacientes que sobreviveram apresentaram uma
diminuicdo de NO no dia 7 em relacdo ao dia 0 nas situagfes sem estimulo e
estimulado com S. aureus. Essa dinamica indica que a persisténcia da
producdo desse mediador pode ter consequéncias negativas na sobrevida do
paciente com sepse. Muitas explicacbes podem ser utilizadas para tal
fendmeno, pois o aumento deste mediador tem sido relatado, por exemplo,
como responsavel pela vasodilatacdo excessiva e pela hiporresponsividade
vascular que ocorre durante a sepse (Fernandes e Assreuy, 2008). A acao do
NO na falha da migragédo de neutrofilos também poderia estar relacionada a
sobrevida destes pacientes. Um estudo experimental demonstrou que apesar
da importancia do NO na atividade microbicida dos neutrdfilos, sua geracédo na
sepse grave reduz a migragdo, rolagem e adesao destas células, prejudicando
sua migracéao para o foco infeccioso (Benjamim et al., 2002).

Outra hipétese para explicar nossos achados seria que o NO pode reagir
com anion superoxido levando a producdo de peroxinitrito. Szabo et al.,
demonstraram que o peroxinitrito promoveu quebra de DNA em cultura de
macréfagos e células de musculo liso. A quebra de DNA promovida pela acéo
do peroxinitrito pode levar a disfuncdo e morte da célula (Szabo et al., 1996;
Szabd, 2005).

O presente estudo é o primeiro relato da producdo de NO na sepse
mensurada diretamente no interior de células. Além disso, com intuito de obter
resultados que retratassem o0 que ocorre no corpo humano, a analise foi
realizada em sangue total, propiciando interacdo entre as células e diversos

componentes humorais e celulares. (Freudenberg & Galanos, 1992).
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6. CONCLUSOES

A producgdo de EROs e de NO esta aumentada nos pacientes sépticos quando
comparados aos individuos sadios na situacdo basal e quando sob estimulos
de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Esses dados mostram que a
reprogramacao celular que ocorre na sepse preserva a capacidade de
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, mesmo em estadios
avancados como sepse grave e choque séptico.

A produgcdo EROs e NO em mondcitos e neutrofilos no DO ndo apresentou
correlagdo com idade, género e os escores APACHE Il e SOFA. Nao houve
diferenca na producédo de EROs e NO entre pacientes com sepse grave e
choque séptico. Também né&o houve diferenca na producdo de EROs e NO
entre pacientes que sobreviveram e que evoluiram para Obito no DO. Esses
dados mostram que ambas as produ¢cBes ndo sdo marcadores sensiveis e
especificos para predizer disfuncéo organica e mortalidade no DO.

A producédo de EROs e NO foi menor no D7 quando comparado ao DO,
evidenciando uma modulacdo celular dos pacientes apos sete dias de
tratamento.

A producdo de EROs e NO foi menor apos sete dias de seguimento nos
pacientes que sobreviveram (alta hospitalar) e manteve-se nos mesmos
patamares nos pacientes que evoluiram para Obito. Esses dados sugerem que
0 aumento da produgcdo de EROs e NO no inicio da sepse contribui para uma
resposta eficaz do hospedeiro para erradicacdo do patégeno do organismo,
mas que a persisténcia exacerbada desses mediadores pode ter impacto

negativo na sobrevida do paciente com sepse.
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7. ANEXOS

Anexo 1: Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

AVALIACAO DA PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E
OXIDO NITRICO EM MONOCITOS E NEUTROFILOS DO SANGUE
PERIFERICO DURANTE O CONTINUUM DA SEPSE E SUA CORRELACAO

COM A DISFUNCAO DE ORGAOS

Pesquisadores responsaveis:
Sidnéia da Silva Sousa

Reinaldo Saloméao

Sepse € uma doenca conhecida como infecgcdo generalizada causada
por microorganismos (bactérias, fungos, virus), e pode levar o paciente a morte
em até 60% dos casos, 0 que mostra a importancia de entendermos melhor os
mecanismos que podem causa-la.

Existem varias células do corpo humano (por exemplo: mondcitos,
neutrofilos) participando no processo de defesa frente a esses
microorganismos invasores, dentre estes microorganismos destacam-se as
bactérias Gram-negativas que apresentam em sua membrana externa o LPS,
cujo efeito fisiopatolégico assemelha-se com as manifestacfes clinicas da
sepse.

Basicamente, os objetivos desse estudo sao:

1. Avaliar a producao de espécies reativas de oxigénio e 0xido nitrico em

monacitos e neutréfilos do sangue periférico durante o continuum

da sepse em um mesmo individuo.
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2. Correlacionar a producdo de espécies reativas de oxigénio e 6xido

nitrico com a disfuncdo de 6rgéaos.
COLETA DE SANGUE: sera coletada amostra de 5mL de sangue em tubo a
vacuo contendo acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) de 50 pacientes
sépticos vinte e cinco voluntarios sadios. Serdo incluidos prospectivamente
pacientes com quadro clinico e laboratorial de sepse, sepse grave ou choque
séptico, classificados de acordo com as definicbes adaptadas do consenso de
1992, admitidos no Hospital Sdo Paulo, Hospital Sirio Libanés, Hospital Albert
Einstein e Hospital Santa Marcelina, na cidade de S&o Paulo. Os pacientes
serdo incluidos nas primeiras 72 horas do diagnostico de sepse, ou nas
primeiras 48 horas do evento definidor de sepse grave ou choque séptico. Os
pacientes serdo seguidos e serdo colhidas outras amostras de sangue no 70,
140, 280 dia apds a primeira coleta ou alta hospitalar. Os voluntérios sadios
serdo pareados por género e idade, que nao estejam em uso de medicagao e
gue participem espontaneamente do estudo, serdo recrutados nos hospitais
descritos acima ou via comunicacao pessoal e a coleta do material sera feita
no Laboratorio de Virologia e Imunologia | - DIPA.
RISCOS: os riscos sdo minimos e o Unico procedimento que pode acarretar
algum desconforto ao participante é a coleta do sangue. A coleta € feita através
de uma agulha que penetra em uma veia do brago. O desconforto pode ser
pela dor local da picada e, raramente, pela formacdo de pequeno hematoma. A
coleta sera realizada por profissionais experientes.
POTENCIAIS BENEFICIOS NA PARTICIPAQAO DESTE ESTUDO: Nao ha
beneficio direto para o participante desse estudo. Porém, os resultados desses

exames poderdo ajudar a compreender 0S mecanismos gue causam a
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infeccdo, podendo assim abrir caminho para novos estudos sobre essa doenca,
como o organismo humano se defende e por vezes orientar o tratamento.
CONFIDENCIALIDADE: Todas as informacdes colhidas e os resultados dos
testes serdo analisados em carater estritamente cientifico, mantendo-se a
confidencialidade do voluntario a todo o momento.

Em qualquer etapa do estudo vocé terd acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas: Sidnéia
da Silva Sousa que pode ser encontrada no Laboratério de Virologia e
Imunologia |, sito & Rua Pedro de Toledo, 781 - 150 andar, pelo telefone 5081-
5394. Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) ? Rua Botucatu,
572 - 1° andar cj 14. Fone: 5571-1062 ? Fone/Fax: 5539-7162.

Apés assinar o consentimento, vocé terd total liberdade de retird-lo a
gualguer momento e deixar de participar do estudo se assim o desejar.

N&o h& qualquer 6nus financeiro para o voluntario que participar do
estudo. Também ndo ha compensacao financeira relacionada a sua
participagéo.

Os dados e o material coletado somente serdo utilizados para esta
pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes
que li, descrevendo o estudo: AVALIACAO DA PRODUCAO DE ESPECIES
REATIVAS DE OXIGENIO E OXIDO NITRICO EM MONOCITOS E
NEUTROFILOS DO SANGUE PERIFERICO DURANTE O CONTINUUM DA

SEPSE E SUA CORRELACAO COM A DISFUNCAO DE ORGAOS.
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Ficaram claros para mim quais sdo 0s propoésitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.

Concordo voluntariamente em participar deste estudo.

data [/

Voluntéario

data [/

Pesquisador Principal
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Anexo 2 : Aprovacao do Comité de ética em pesquisa

COMITE DE ETICA EM PESQUISA Data: 15-07-2010 13:46:39
Pagina 1/2
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO PAULO/HOSPITAL SAO PAULO =579

Sio Paulo, 24 de Abril de 2009
CEP 0346/09
limo(s). Sr(a).
Pesquisador(a) Sidneia da Silva sousa
Co-Investigadores: Sidnéia da Silva Sousa ; Milena Karina Colo Brunialti; Flavia Ribeiro Machado; Otelo Rigato Junior; Eliezer Silva;
Reinaldo Saloméo;
Disciplina/Departamento Infectologia da
Universidade Federal de S3c Paulo/Hospital Sdo Paulo
Patrocinador Este projeto esta contido no Projeto Tematico:

CARTA DE APROVAGAO E PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado:
"Avaliagio da produgdo de espécies reativas de oxigénio e oxido nitrico em mondcitos e neutrofilos do sangue periférico durante
o continuum da sepse e sua correlagio com a disfungio de drgios. '

AREA TEMATICA ESPECIAL: No ha necessidade de envio 2 CONEP para andlise
CARACTERISTICA DO ESTUDO: Estudo coorte
RISCO PACIENTE: Risco minimo, desconforto leve, envolvendo coleta de sangue

OBJETIVOS: Avaliar a producdo de espécies reativas de oxigénio e dxido nitrico em mondcitos e neutrdfilos do sangue periférico durante o
continuum da sepse em um mesmo individuo e correlacionar com a disfuncéo de orgaos

RESUMO: Voluntarios sadios e pacientes sépticos serdo recrutados no Hospital Sdo Paulo, Hospital Santa Marcelina, Hospital Albert
Einstein e Hospital Siric Libanés. Serdo coletados 10 mL de sangue de 50 pacientes em sepse e 20 destes pacientes serdo seguidos para
obtengdo de amostras apos 7, 14 e 28 dias ou alta hospitalar. Serdo coletadas amostras de 25 voluntarios sadios. As amostras serdo
processadas em até 6 horas no Laborat rio de Imunclogia | da Disciplina de Infectologia da UNIFESP. Sera realizado ensaio de
metabolismo oxidativo de neutrdfilos e mondcitos por citometria de fluxo, realizada estimulagdo in vitro de sangue total para estudo da
produgad de oxido nitrico e ensaios de detecg&o da produgdo de oxido nitrico e especies reativas de oxigénio.

FUNDAMENTAGAO RACIONAL: Este estudo visa observar a associacdo do estado de ativacdo dos neutréfilos e mondcitos a disfungdo de
érgdos e mortalidade na sepse grave e no chogue séptico. Dados sugerem que nas fases iniciais da sepse a elevada producdo ded EROs
pode ter um papel protetor, restringindo o foco infeccioso, e nas fases mais tardias, um efeito deletério, associado & disfuncdo organica.
MATERIAL E METODOQ: Estdo descritos os procedimentos a serem realizados. Este projeto esta inserido no projeto tematico multicéntrico,
apresentando aprovacdo dos CEPs dos Hospitais S8o Paulo, Albert Einstein e Sirio Libanés.

TCLE: Adequado

DETALHAMENTO FINANCEIRA: FAPESF - RS 3289,20
CRONOGRAMA: 24 meses

OBJETIVO ACADEMICO: Mestrado

PRIMEIRO RELATORIO PREVISTO PARA: 29/04/2010, os demais relatarios deveréio ser entregues ao CEP anualmente até o termino do
estudo

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sio Paulo/Hospital S&o Paulo ANALISOU e APROVOU o projeto de pesquisa
referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alterac&o do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido. Nestas circunstancias a inclusdo de
pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel auditoria dos érgéos

Rua Botucatu, 572 - 1% andar - conj 14. CEP 04023-062 - S30 Paulo / Brasil
Tel.- (011) 5571-1062 - 5538 - 7162
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ABSTRACT

The innate immune system is the first line of defense against infections. The
eradication of invading microorganisms by neutrophils, monocytes and
macrophages depends largely on the phagocytic ability and subsequent
generation of reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide (NO). This study
evaluates the production of ROS and NO by monocytes and peripheral blood
mononuclear cells, during the treatment of sepsis. Blood samples from 50
septic patients, in which the event of sepsis was diagnosed until 48 hours, was
collected as day zero (DO) and a second sample from 30 of these patients was
collected seven days (D7) after the defining event of sepsis. The production of
ROS and NO was measured by flow cytometry, using DCFH-DA and DAF-FM-
DA as substrates, respectively. Data were acquired and analyzed using
CellQuest software. Spontaneous production of ROS as well ROS generation
after stimulation with S. aureus and P. aeruginosa was observed. The
production of ROS by monocytes and neutrophils on DO was higher in septic
patients when compared to the healthy controls in three situations: without
stimulation, stimulated with P. aeruginosa and stimulated with S. aureus. This
production was not correlated with age, gender, APACHE Il and SOFA scores.
There were no differences in ROS and NO production among patients with
severe sepsis and septic shock. Also, there were no differences in ROS
production between survivors and patients who died. Comparative production of
ROS on D7 in relation to DO demonstrated a decrease in the ROS production
by monocytes of septic patients, in the three conditions evaluated. When the
same analysis was run to neutrophils, a decrease in ROS production was
observed in D7 when cells were stimulated with S. aureus. Monocytes of
patients who survived showed a decrease in ROS production on D7 compared
to DO in all situations evaluated. This decrease occurred in neutrophils
stimulated with P. aeruginosa and S. aureus. NO production in monocytes on
DO was higher in septic patients compared to the healthy controls in three
situations evaluated: without stimulation, stimulated with P. aeruginosa and S.
aureus. A decrease in NO production in neutrophils occurred only when cells
were not stimulated. NO production in monocytes and neutrophils in the DO did
not correlate with age, gender, APACHE Il and SOFA. There was no difference
in NO production among patients with severe sepsis and septic shock. There
was also no difference in NO production among patients who survived and who
died on DO. The production of NO on D7 increased significantly when compared
to DO in monocytes without stimulation. In neutrophils this increase in the
production occurred in the conditions without stimulation and when cells were
stimulated with S. aureus. A decrease of NO production in D7 in relation to DO
by monocytes and neutrophils without stimulation and stimulated with S. aureus
was observed in those patients who survived when compared to those who
died. The increased production of ROS and NO in early sepsis may be
contributing to an effective response of the host in an attempt to eradicate the
pathogen, however the persistence of these mediators may contribute to
exacerbate the negative impact on survival of patients with sepsis.
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