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Abstract

Sepsis is a complex disease and, until today, the main cause of death in ICU all over the world.

The proposal of this investigation was to define the prognostic of the disease based on the study of
levels of ROS production by the neutrophils, named oxidative burst, by comparing the acute
inflammatory situation, using sepsis patients, not only with healthy controls but also with a cronic
inflammation situation, by the inclusion of RA patients.

The production of ROS by the neutrophils was studied using DHR 123, by doing three assays:
basal levels, and neutrophil stimulation with fMLP and PMA.

The results obtain in the present work may suggest that, in sepsis cases there is, effectively, an
abnormal ROS production and, also, that the prognostic is more favorable as the difference, in the
ROS levels, between the admission in the ICU and the 24 hour of admission is lower. In that cases, is

expected a decrease, in ROS levels, in that same period of time.

Keywords: Inflammation, Neutrophils, Oxidative burst, Sepsis, Rheumatoid arthritis






Resumo

Uma vez sendo uma doenca complexa, a sepsis é ainda a principal doenca responsavel pelo
maior namero de mortes em Unidades de Cuidados Intensivos por todo o mundo.

A proposta deste trabalho consistia em definir o prognéstico da doenca com base no estudo dos
niveis de producdo de ROS pelos neutrdfilos, denominado explosdo oxidativa, comparando uma
situacdo de inflamacgédo aguda, através de doentes com sepsis, ndo sé com individuos saudaveis mas
também com situa¢des de inflamacéo crénica, incluindo no estudo doentes com AR.

A producgédo de ROS pelos neutrofilos foi estudada utilizando-se DHR 123 através da realizacédo de
trés ensaios: niveis basais, e com estimulacdo fMLP e com PMA, e analisando as amostras por
citometria de fluxo.

Os resultados obtidos na presente tese parecem sugerir que, em casos de sepsis ha
efectivamente uma producdo de ROS acima do normal e, também, que o progndéstico é tanto mais
favoravel quanto menor for a diferencga, nos niveis de ROS, entre a admissdo a UCI e as 24 horas de
internamento. Nesses casos, espera-se uma diminuicdo nos niveis de producdo de ROS nesse
mesmo periodo.

Palavras-Chave: Inflamacéo, Neutrofilos, Explosdo oxidativa, Sepsis, Artrite reumatoide
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1. Introducao

1.1. Inflamacéo
A resposta inflamatdria € uma resposta bioldgica e fisiologica, dos tecidos vivos, a uma agressao.

E caracterizada fundamentalmente por diversos fendmenos locais (que decorrem na zona da les&o)
associados a alteragdes sistémicas cujo objectivo é localizar neutralizar e/ou eliminar o agente
agressor (bacteriano, viral ou outro).

Aulus Cornelius Celsus (séc. | d.C.) definiu, ha mais de 2000 anos atras, 0os quatro sinais classicos
da resposta inflamatdria: calor, rubor, tumor (edema) e dor. Em casos de persisténcia do processo
inflamatério existe ainda a perda de fun¢éo dos tecidos agredidos (Figura 1.1).

Nature Reviews | Immunology

Figura 1.1- Sinais classicos de inflamag&o: calor, rubor, edema e dor; eventualmente perda
de funcéo (adaptado de Lawrence et al., 2002).

Os sinais acima referidos poderdo ser explicados pelos seguintes mecanismos do processo
inflamatorio: apdés a agressao ocorrem alteracdes no calibre dos vasos, as quais dependem da
intensidade do estimulo, quanto mais intenso for mais rapidamente se verifica vasoconstricdo
transitéria (3 a 5 minutos) seguida de vasodilatacdo (rubor e calor). Da-se entdo o aumento da
permeabilidade vascular, devido a diminuicdo da pressao osmética intravascular, hd acumulagéo de
agua e proteinas no espaco extravascular e o fluxo circulatério diminui-estase (edema). A dor ocorre
por estimulacado local das fibras nervosas. (Pinto, 2009)

Assim, o tecido agredido induz, na microcirculagdo, uma vasodilatagdo que propicia o afluxo de
sangue ao tecido e optimiza o transporte de mediadores celulares e moleculares (Figura 1.2.).

A inflamacédo é uma resposta inata, estereotipada e é independente da natureza do estimulo e da
existéncia, ou ndo, de um contacto prévio com o mesmo. Os mediadores da inflamac¢&o constituem

uma rede organizada de comunicacdo e de ampliacao de respostas biolégicas. Para a inducao deste



fendmeno podem contribuir dois mecanismos de respostas imunitéria: resposta inata, rdpida mas

inespecifica; e resposta adquirida, lenta e complexa, antigénio-especifico.

J
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Figura 1.2- Processo inflamatério: agresséo externa, inoculagdo de microrganismos patogénicos, chamada
afluxo de leucdcitos ao local. Vasodilatagdo e extravasamento de leucdcitos. Eliminagdo do microrganismo
agressor. (adaptado de www.bio1152.nicerweb.com — Local Inflammation)

Quando a resposta inata ndo é suficiente para atingir o objectivo (eliminar o agente agressor), a
sua permanéncia permite o estabelecimento de uma resposta imunolégica adaptativa (ou adquirida),
ou seja, gerar anticorpos especificos para que as células portadoras de antigénios estranhos sejam
reconhecidas e eliminadas (resposta humoral/resposta celular).

Do sistema imunitario fazem parte um conjunto de células denominadas leucécitos, que tém um
papel central no processo inflamatério. Tém como funcdo proteger o organismo contra infeccbes e
dividem-se em dois grupos: granuldcitos, que apresentam caracteristicas fisicas como nucleo de
forma irregular e presenca de granulos especificos no citoplasma- neutréfilos, eosindfilos e basdfilos;
e agranuldcitos, cuja forma € mais regular e ndo apresentam granulacdes especificas- linfécitos e
mondacitos. (Arosa et al., 2007)

Os neutrdfilos representam a primeira linha de defesa do organismo contra agentes patogénicos
invasores e constituem aproximadamente 40-60% da populacao de glébulos brancos. Quando activos
podem fazer a maior parte, se ndo todas, das fun¢gbes dos macrofagos. (Wright et al., 2010)

Em condicdes fisioldgicas encontram-se em circulacdo menos de 2% de neutréfilos, uma vez que
estes passam grande parte da sua vida na medula 6ssea (Sadik et al., 2011), sendo recrutados
apenas quando existe uma producéo de estimulos por parte do tecido danificado. A passagem dos
neutréfilos, da medula 6ssea, para o sangue periférico € altamente regulada antagonisticamente
pelos receptores de quimiocinas CXC, CXCR, e CXCR, (ambos expressos em neutréfilos). O dltimo
retém os neutrdfilos no interior da medula enquanto CXR, facilita a sua passagem para o sangue
periférico. (Sadik et al., 2011)

Quando existe uma lesao, as células sao recrutadas para o local da mesma por um processo
designado quimiotaxia - chamada unidireccional de células, numa movimenta¢éo orientada por um
gradiente quimico. Deste processo fazem parte diferentes factores quimiotacticos, que podem ser

exogenos (produtos bacterianos) ou endégenos (de natureza molecular) no qual se inserem factores
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do sistema do complemento e quimiocinas (Arosa et al., 2007) Estas podem actuar localmente para
induzir o recrutamento de neutrdfilos para os tecidos periféricos e a distancia para induzir a
mobilizagdo a partir da medula éssea.(Sadik et al., 2011)

Esta mobilizacdo, seja dos tecidos periféricos ou da medula, resulta na migracdo dos leucécitos
para os locais da agressdo, sendo este um processo complexo e sequencial: marginacdo dos
leucdcitos seguida do rolar das células sobre o endotélio. Este movimento celular é caracterizado
pela expresséo, por parte das células endoteliais, da molécula de adesdo P-selectina em resposta a
histamina, trombina e factor de activagdo plaquetaria (PAF), levando a activacédo das células. Segue-
se a adeséo celular, onde citocinas pré-inflamatdrias — como a interleucina 1 beta (IL-13) e o factor
tumoral de necrose alfa (TNF-a), medeiam a expressdo de moléculas de adeséo celular como a E-
selectina, a molécula de adeséao intercelularl (ICAM-1), e a molécula de adesdo celular vascular
(VCAM-1). Apés aderirem ao endotélio, os leucécitos transmigram através do tecido endotelial num
processo denominado diapedese, o qual € um processo rapido em que os leucocitos se estendem
através da emissdo de pseuddpodes entre duas células endoteliais. A transmigracao celular pode ser
paracelular ou transcelular (Figura 1.3) e é regulada por proteinas expressas na superficie de
leucdcitos e células endoteliais, como a molécula de adeséao celular endotélio-plaqueta 1 (PECAM-1)
e 0 CD99, as quais actuam em passos sequenciais a medida que as células atravessam a barreira
endotelial.

Para manter a integridade vascular durante a transmigracéo séo produzidas moléculas de adesao
celular localizadas perto das juncGes de aderéncia e das juncdes apertadas, tais como vasculo-
endotelial (VE)-caderina, caderina S, CD144, entre outras. (Pinto, 2009)
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Figural.3- Processo de migracdo dos neutréfilos e as moléculas associadas: primeiro os neutréfilos
rolam sobre o endotélio, ficando activados, seguindo-se a adesdo ao mesmo através de moléculas de adeséao.
Os neutrofilos deslizam pelo endotélio seguindo-se a sua transmigragdo, paracelular ou transcelular, através do
endotélio (adaptado de Ley et al., 2007).

Parte importante da resposta inflamatéria € um mecanismo da imunidade inata denominado
Sistema do Complemento. Tem um caracter inespecifico no que diz respeito a resposta imunitaria

mas constitui um elo de ligagdo fundamental para o estabelecimento da imunidade adquirida.



O Sistema do Complemento € constituido por uma série complexa de proteinas plasmaticas e de
membrana que levam a processos bioldgicos importantes no processo inflamatério como
opsonizagao, quimiotaxia, imunoaderéncia, lise celular, entre outros.

As proteinas que fazem parte deste sistema sdo maioritariamente produzidas no figado, mas
também pelos macréfagos tecidulares e pelos fibroblastos, estas estdo presentes no plasma na sua
forma inactiva- zimogénios.

Existem trés vias de activacdo do complemento (Figura 1.4):

e aviaclassica- iniciada por um anticorpo complexado a um antigénio;

e aviadalectina- iniciada pela ligacdo do complexo MBL-MASP-2 a estruturas carbo-
hidratadas da parede de agentes bacterianos;

e e avia alternativa- iniciada por certos produtos e componentes bacterianos, alguns virus e
enzimas proteoliticas.
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Figura 1.4- Cascata do Sistema do Complemeto: existem trés vias de activacdo do complemento, a via
classica, a via das lectinas e a via alternativa. Apesar de terem diferentes componentes, todas culminam na
activacdo de C3, e consequente activacdo de C5 e formacdo do complexo de ataque a membrana (MAC)
(adaptado de Cook e Botto, 2006).

Qualquer uma das trés vias compreende trés fases, a fase de iniciacdo particular para cada uma
das vias, a fase de amplificacdo em que a activagédo de C3 é comum a todas as vias. Essa activagdo
da-se através da clivagem de C3 em C3a e C3b. A Ultima fase é a fase de ataque a membrana
(MAC), esta é a fase de activacdo comum as trés vias, que termina na lise celular das células dos
organismos invasores. (Arosa et al., 2007)



1.1.1. Resposta inflamatéria aguda vs. Resposta inflamatéria crénica
Ao processo inicial de inflamacdo chama-se inflamacdo aguda, em que as primeiras células a

migrar para o local da lesdo séo, habitualmente, os neutrdfilos, ai permanecendo em maioria durante
dias. Quase simultaneamente, comecam a afluir linfécitos T citotoxicos e, mais tarde, linfécitos B.
(Arosa et al., 2007)

A evolucdo de uma reaccgdo inflamatéria aguda depende da circunstancia dos antigénios
presentes serem ou nao eliminados. No caso de persistirem, a inflamacao evolui para um estado
cronico. Deixam de afluir mais neutréfilos (que diminuem em percentagem), e passam a acumular-se,
no local da inflamacéo, linfécitos T auxiliares e fagdcitos mononucleados.

Por outro lado, a resposta inflamatéria pode ainda ser local, restrita & zona da agresséo, ou
sistémica, quando se alastra por via circulatéria a outros locais do corpo.

De uma forma simplista podemos referir a resposta inflamatéria aguda como breve e com resposta
rapida a agressao (resposta terapéutica), e a resposta crénica como prolongada e menos exuberante
na sua traducao clinica.

No entanto, em alguns casos, a resposta inflamatéria crénica refere-se apenas a uma resposta
imune que persiste apenas enquanto se mantiver o mecanismo de agressdo (como € o caso do
granuloma em casos de tuberculose, que se mantém apenas até que a doenca seja tratada). Quando
0 processo crénico é patolégico diz-se que é uma inflamacdo que persiste. De notar, que estes
conceitos séo artificiais e subjectivos, dependendo dos autores. A diferenca entre 0s conceitos reside
no facto de que, caso a inflamacgédo persista apds a eliminacdo da agresséo, passa a ser autonoma,
auto-entretida, independente de fendmenos externos ao hospedeiro e ditada pelas caracteristicas de
regulagdo bioldgica do individuo. (Pinto, 2009)

Para efeitos deste trabalho, considera-se a resposta inflamatéria crénica como o processo

patolégico.

1.2. Doencas inflamatorias
Doencas inflamatérias resultam da perpetuacdo da resposta inflamatéria num tempo acima

daquele que € esperado para a resolugédo do problema que deu inicio a essa mesma resposta ou a
uma incorrecta libertacdo de mediadores de inflama¢éo aquando de um episddio agudo da mesma
resposta.

Sao exemplos de doencas inflamatérias, o vulgar acne inflamatério, que resulta da resposta do
hospedeiro a P.acnes, um comensal que faz parte da flora normal da pele e cujo crescimento e
metabolismo nos foliculos onde tem o seu nicho, resulta na producdo de quimioatractantes de
neutréfilos, activagdo do complemento e como consequéncia gera um processo inflamatério.
(Webster, 2002) Outro exemplo é a asma, que causa inflama¢cédo exacerbada nas vias respiratérias,
devido a por uma hipersensibilidade a alergénios (pélos de animais, pélens ou acaros, entre outros)
num processo alérgico exacerbado. Qualquer outro processo alérgico como a renite ou o0 eczema sao
também consideradas doencas inflamatérias. (A.D.A.M. lllustraded Medical Encyclopedia- PubMed
Health)

Existem ainda doencas auto-imunes em que sistema imunitario ataca indevidamente tecido

saudavel, como é o caso do lupus eritematoso, e que tém uma componente consideravel de doenca
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inflamatéria crénica. No caso do lupus eritematoso, pode afectar pele, articulacbes, cérebro e outros
orgdos e tem, tal como na maioria das doengas auto-imunes,etiologia desconhecida.

As doencas acima referidas sédo exemplos de doencas inflamatérias que apresentam episédios
agudos e crénicos (respectivamente). Na seccdo seguinte apresentam-se duas doencas que
descrevem também episddios agudos e cronicos da doenca inflamatoria e que sdo o principal foco

deste trabalho.

1.2.1. Sepsis
Dada a complexidade de sintomas da sepsis, esta foi definida como sindrome de resposta

inflamatdria sistémica (SIRS) devido a infec¢do presumida ou confirmada. (Brien et al. 2007)

E uma doenca inflamatdria sistémica aguda.

De acordo com determinados parametros clinicos, a sepsis pode ser definida em trés classes
diferentes, sepsis simples, sepsis severa e choque séptico, de acordo com a gravidade do quadro
clinico apresentado.

Em termos epidemiolégicos, a doenca ocorre em 2% de todas as hospitalizagbes em paises
desenvolvidos, e pode ocorrer entre 6 a 30% de todos os pacientes em Unidades de Cuidados
Intensivos (UCIs), ocorrendo em maior proporcdo em doentes com patologia interna (pneumonia,
peritonite, etc.) ou que tenham sofrido traumatismos severos. (Martin, 2013)

Existem alguns factores de risco que podem contribuir para o desenvolvimento da doenga, sendo
gue a idade é reconhecida como um factor fulcral. Algumas co-morbilidades também podem ser
apontadas, tais como HIV, cancro e diabetes, uma vez que alteram o sistema imunitario. O facto de
haver um comprometimento do sistema imunitario torna individuos com tais patologias mais
susceptiveis a desenvolver sepsis e também de desenvolverem infec¢gdes nosocomiais que podem
levar a doenca, para isso contribui o facto de estarem em constante contacto com sistemas de saude.
(Martin, 2013)

Evidéncias recentes mostram que a genética pode também ter um papel importante no
desenvolvimento e desfecho de sepsis, Wingeyer et al. (2012) descreveram um polimorfismo, PAI-1
rs1799889 4G, cuja presenca prevé um desfecho desfavoravel da doenca a data da admisséo na
UCI. O mesmo estudo descreveu, em casos de sepsis, 0 sistema respiratério como sendo o local
mais frequente de infec¢éo, seguido do Sistema Nervoso Central, da pele e outros tecidos moles e na
mesma percentagem, outros locais do corpo. No entanto, evidéncias mais recentes comprovam o
sistema respiratério como o principal local de infeccdo, nomeadamente devido a pneumonias,
seguido de infeccdes intra-abdominais (peritonites) e tracto urinario. (Angus e Poll T., 2013). Os
agentes patogénicos mais frequentemente isolados sédo bacterianos e em 26,1% dos pacientes ndo é
isolado nenhum microorganismo.

De uma forma simplista, a sepsis pode ser descrita como um estado inflamatério sistémico (por
todo o corpo), mas é preciso entender 0s mecanismos que levam a essa condicao.

Durante a doenca, 0 sistema imunitario inato é perturbado, uma vez que existe uma activagdo

desregulada do Sistema do Complemento, que resulta na geracdo excessiva de dois dos seus



componentes que se comportam como anafilotoxinas, C3a e Cba, o que leva a uma disfuncdo nos
neutrofilos. (Huber-Lang et al., 2002)

Ehrnthaller et al. (2012) estudaram o Sistema do Complemento em varios modelos de sepsis,
descrevendo que este parece estar “excessivamente estimulado conduzindo a geracdo massiva de
mediadores inflamatérios e a SIRS”.

Uma das principais formas dos neutréfilos eliminarem agentes patogénicos é a producdo de
espécies reactivas de oxigénio (ROS, como exemplo,superéxido O,, peréxido de hidrogénio H,0, e
radical hidroxilo) dependente da enzima NADPH-oxidase. Esta € activada pela acg¢do de
mieloperoxidases. (Wright et al., 2010)

No entanto, apesar de ser necessdria a accao dos neutréfilos aquando de uma agressao ao
organismo, a ac¢do de neutrdfilos indevidamente activados ou sobre activados acaba por causar
danos nos tecidos, mesmo aqueles que nado fazem parte do local de infecgdo, e isso é o que parece
acontecer em casos de sepsis. Huber-Lang et al. (2002) usaram um modelo experimental (cecal
ligation/puncture - CLP) em ratos para reproduzir o processo da doenca e estudar os defeitos da
imunidade inata, chegando a conclusdo que a fagocitose e a habilidade para exercer uma explosao
oxidativa correcta estdo fortemente comprometidos. Com este modelo, verificou-se também a
existéncia de defeitos na resposta das células & quimiotaxia, sendo que todas as disfunc¢des séo C5a-
dependentes.

Além destes aspectos, foi ainda descrito em 2008, a existéncia de um atraso na apoptose dos
neutréfilos que pode levar ao aumento do dano causado pela sua actividade pré-inflamatéria, uma
vez que a morte celular programada é essencial para a resolugcdo da resposta inflamatéria. Ao
contrario do que se pensava, foi demonstrado que os neutréfilos possuem uma rede complexa de
mitocOndrias, cuja funcdo estd envolvida na quimiotaxia e na regulacdo da apoptose, esta Ultima
através da manutencao do potencial de membrana. (Wright et al., 2010) Em casos de sepsis é
frequentemente observado dano mitocondrial, 0 que explicaria o atraso na apoptose, e a inibicao
desse dano reduz a gravidade da patologia em modelos da doenca. (Phillipson & Kubes 2011)

Em estadios mais avancados da doenca observa-se, por outro lado, uma imunossupressao
provocada por uma paralisia imunoldgica completa, por parte dos neutréfilos, onde importantes vias
de sinalizagéo intracelulares sdo completamente “bloqueadas”, levando a que os individuos fiquem
susceptiveis a novas infec¢gdes sem que a inicial tenha sido resolvida.

Em casos mais graves da doenca, existe muitas vezes disfuncdo de 6rgédos, sendo essa a
principal causa de morte. Nesses casos, ndo s6 estdo envolvidos neutréfilos como sdo parte
essencial as plaquetas. Estas células anucleadas expressam muitos dos mais importantes receptores
imunitarios inatos, incluindo receptores tipo-Toll (TLRS), receptores para a protease activada de
ligacdo a trombina, receptores do complemento e numerosas moléculas de adesdo. Estudos em
modelos animais indicam que as plaquetas sdo cruciais em casos de sepsis, sendo que, apos
administracdo de lipossacarideos (LPS), que mimetizam a infeccdo por agentes bacterianos, varias
células sdo sequestradas nos pulmdes e ligam-se avidamente a neutrofilos aderentes no figado. Esta
ligacdo € atribuida a expressdo de TLR4 expresso pelas plaguetas, sendo dependente deste

receptor, levando a crer que as plaguetas participam activamente na interac¢do adesiva. Evidéncias



mostram até que apenas neutréfilos activados ndo causam danos no endotélio, mas a ligagédo
plaguetas activadas por TLR4 — neutrofilos induz a morte de células endoteliais. (Phillipson & Kubes,
2011)

Esta disfuncdo plaquetaria parece estar ligada a uma desregulagdo no sistema de coagulacdo em
casos de sepsis, em que o0 dano causado implica uma hipoxia generalizada nos 6rgaos afectados,
perda de células e por fim perda de funcéo.

Assim sendo, e ap6s o que foi descrito acima, podemos dizer que a sepsis € uma doenca que
depende de uma variedade de factores do organismo, ainda ndo entendidos na sua totalidade, que se
relacionam entre si e que se relacionam com factores do préprio individuo (genética, idade, etc.) e
cujo desenvolvimento e desfecho ainda ndo podem ser totalmente previstos. E , portanto, importante
estudar mais profundamente estas relagées de modo a agir o0 mais individualmente e precocemente
aquando do desenvolvimento da doenca, de modo a alcangar um resultado clinico o mais préximo

possivel de 0% de mortalidade.

1.2.2. Artrite Reumatéide
As doengas reumaticas sdo disfungdes funcionais musculo-esqueléticas que nao resultam de

nenhum tipo de causas traumaticas, sendo que a sua causa nao é ainda conhecida.

Estas doencas causam mais dor e incapacidade do que qualquer outro grupo de doencas,
resultando em restricdo de actividade e limitacdo social para aqueles que dela padecem. Dados da
Organizacéo Mundial da Saide (OMS) indicam uma prevaléncia da doenca entre 0,3 e 1% por todo o
mundo, sendo mais comum em mulheres e em paises desenvolvidos. A OMS indica também que 10
anos apos o inicio da doenca, pelo menos 50% dos doentes sdo incapazes de manter um trabalho a
tempo inteiro. (WHO, 2007)
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Figural.5- Artrite Reumatdide: representacao de inflamagéo resultante de artrite reumatéide

na articulagdo do joelho. (A.D.A.M. lllustraded Medical Encyclopedia- PubMed Health)

A artrite reumatoide € uma doenca inflamatéria sistémica e crénica que se caracteriza pela
hiperplasia dos fibroblastos sinoviais e varios niveis de erosao de 0sso e cartilagem (Figura 1.5). Leva

a inflamacéo das articulacdes e dos tecidos circundantes, podendo afectar outros 6rgéos.



Tem um inicio lento, com uma dor suave nas articulacdes, rigidez e fadiga. Em estados mais
avancados as articulacbes podem ficar deformadas. (A.D.A.M Medical lllustraded Encyclopedia,
2013)

A AR pode manifestar-se pela primeira vez em qualquer idade, mas existe um pico entre os 30 e
os 50 anos, sendo que a medida que se avanca na idade o risco torna-se maior.

Apesar da etiologia da doenca néo ser totalmente conhecida, evidéncias crescentes apontam para
um pré-disponibilidade genética herdada, apés exposicdo a factores externos. (Karlson & Deane,
2013)

A susceptibilidade genética é evidente em estudos de grupos familiares e em gémeos
monozigoticos, tendo um risco de 50% para desenvolver AR. Fumar € o principal factor ambiental que
pode levar ao despoletar da doenga, em especial nos casos de predisposi¢do genética. (Wasserman,
2011)

Em termos de processos fisiolégicos, a artrite é caracterizada pela activacao de vias de inflamacao
gue levam a proliferacdo de células sinoviais nas articulagdes, esse processo leva a formacédo de
pannus, ‘uma membrana de novo tecido conjuntivo (tecido granuloso) composto por células
mesenquimais e derivadas da medula ¢ssea”, a formacdo deste tecido leva a destruicdo da
cartilagem e a eroséo 6sseas pela estimulacéo da libertacdo de factores como a citocina IL-1, factor
de crescimento derivado das plaquetas, prostaglandinas e substancia P pelos macréfagos.

Outro dos mecanismos envolvidos na patologia da AR é a accao dos neutréfilos. Mourdo A. et al.
(2010), descreveram num Case Report, que o tecido sinovial recolhido por biépsia nos primeiros
momentos da doenga se encontrava altamente infiltrado com neutréfilos, atribuindo um papel
essencial a estas células nos momentos iniciais da AR. Apesar de ser atribuida, classicamente, a
linfécitos T, estudos mostram que os neutréfilos sdo as células mais abundantes no fluido sinovial de
doentes com AR activa.

Estudos sobre o papel dos neutréfilos na artrite reumatéide afirmam que, quando estes migram
para as articulagbes afectadas encontram agregados de imunoglobulinas, estes complexos activam
entdo receptores FCy que se encontram na superficie das células, accionando a sua desgranulagéo e
a producdo de ROS. Isto acontece tanto no fluido sinovial como directamente na superficie da
articulacdo. A este processo da-se o nome de “fagocitose frustrada”, e pode ser um dos mecanismos
de dano na articulagdo em casos de AR. Por outro lado,os “neutréfilos que migram para as
articulacdes atingidas evidenciam alteracbes a nivel molecular, as quais estdo associadas a um
atraso na apoptose; devido a este facto tém maior capacidade para provocar danos no tecido ja que o
seu tempo de vida é mais prolongado”. (Wright et al., 2010)

Ja em 2007, Weinmann e os seus colaboradores descreveram uma perturbacdo na apoptose dos
neutréfilos em estadios precoces de artrite, 0 que pode levar a perpetuacdo dos danos agudos
causados pela ac¢éo destas células até que se instale um processo crénico da doenca.

A principal accao danosa por parte dos neutréfilos parece ser a producéo de espécies reactivas de
oxigénio, como descrito acima, devendo-se principalmente a uma activacao inapropriada das células,
cujo stress oxidativo resultante da libertacéo inapropriada de ROS esta implicado na patologia da AR.
(Wright et al., 2010)



Em resumo, a artrite reumatdide é uma doenca multifactorial, e cuja carga genética é o principal
factor para se desenvolver quando influenciada por factores ambientais de risco, € uma doenca
extremamente debilitante mas cuja medicacdo adequada permite uma vida quotidiana com mais

qualidade.

1.3. Objectivo

A sepsis é ainda hoje uma das principais causas de morte em unidades hospitalares por todo o
mundo, particularmente em Unidades de Cuidados Intensivos onde 1/3 dos doentes diagnosticados
com esta patologia morre. Assim, é importante perceber onde e como se pode actuar o mais
precocemente para evitar um desfecho fatal.

O presente trabalho tem como objectivo estudar os niveis de producé@o de espécies reactivas de
oxigénio por parte dos neutréfilos em sepsis ao longo do tempo. Pretende-se contribuir para o
conhecimento da funcdo dos neutrdfilos na progressdo da doenca. Para além disso, numa
perspectiva de aplicagdo clinica pretende-se estabelecer ndo sé o ponto de intervencdo médica o
mais cedo possivel com o intuito de prevenir um desfecho pouco favoravel, como também perceber

as diferencgas de prognostico entre doentes sobreviventes e ndo-sobreviventes.
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2. Materiais e Métodos

O ensaio de estudo da funcéo de neutrofilos centra-se na avaliagdo da producéo de espécies
reactivas de oxigénio por essas mesmas células, seja em cenério de doenca inflamatoria,
nomeadamente em casos de sepsis, seja apds estimulagdo externa.

Para o ensaio de estudo da funcéo dos neutréfilos apds estimulagdo externa utilizaram-se dois
activadores de neutréfilos, phorbol-meristate-acetate (PMA, SIGMA®), e N-formyl-methionine-leucine-
phenylalanine (fMLP). Foram utilizados dois estimuladores dadas as suas propriedades distintas de
activacao das células, de modo a fazer uma avaliagdo melhorada quando comparados com
condigBes basais, ou seja, sem estimulacéo.

Uma vez que a leitura de producéo de espécies reactivas de oxigénio pelos neutrdéfilos é feita por
citometria de fluxo, é necessario marcar tanto as células em estudo como atestar a producao desses
compostos, assim utilizou-se anti-corpo contra neutréfilos humanos Anticorpo PerCP anti-human
CD16 (BioLegend®) para marcar a populagéo alvo, e dihidro-rodaminal23 (DHR123, BD
Bioscience®) para atestar a formacao de espécies reactivas de oxigénio, ou seja, a exploséo

oxidativa pelos neutréfilos (ver Anexo |).

As solugbes- mde de PMA, fMLP e DHR123 foram previamente preparadas nas seguintes
concentragdes:

- PMA: 1,62mM (1,62x10°Mm)

- fMLP: 10°M

- DHR123: 10°M

Para a realizagéo do trabalho, as “solu¢cdes-mae” foram diluidas (“solugées-filha”) numa proporgéo

de 1:100, segundo o esquema apresentado na tabela 2.1.

Tabela 2.1- Esquema de diluicao das diferentes solucfes

Solugéo- Filha PMA fMLP DHR123 HBSS
PMA 10ul - - 990ul
fMLP - 10ul - 990l

DHR123 - - 1oul 990l
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2.1. Grupos de estudo

Esta tese de mestrado esta incluida em dois projectos de investigacao clinica em curso na UBiMI,
designados “Evaluation of inflammation profiles in septic patients- contibution to multiple cross
prognostic biomarkers” (Hospital Beatriz Angelo/2013) e “Evaluation of inflammatory and adaptative
immunity imbalance to improve prognosis of rheumatoid arthritis” (Liga Amigos do Hospital de Santa
Marta/2012). Deste modo, os grupos de estudo do presente trabalho foram constituidos no ambito
destes projectos, tendo as colheitas ocorrido entre Janeiro e Junho de 2013.

Foram recrutados no total 49 individuos (19 mulheres e 30 homens) na Unidade de Cuidados
Intensivos do Hospital Beatriz Angelo, Loures, Servico de Cardiologia do Hospital de Santa Marta,
Lisboa, e ainda no Instituto Portugués do Sangue. Entre estes, incluem-se 14 doentes com sepsis e
15 doentes com artrite reumatoide, sendo os restantes individuos saudaveis.

Todos os participantes foram informados dos objectivos do estudo e assinaram um consentimento

informado, submetido e aprovado pelas Comissdes de Etica dos respectivos hospitais.

2.1.1. Caracterizacao dos grupos de estudo — critérios de inclusdo e excluséo
a — Critérios de inclusdo

Foram incluidos no estudo, doentes com diagndstico de sepsis na admissao no Unidade de
Cuidados Intensivos (UCI) do Hospital Beatriz Angelo. Foram incluidos doentes nas trés classes
de sepsis, nomeadamente doentes com, sindrome de resposta inflamatéria sistémica (SIRS)
devido a infeccdo ou suspeita da mesma, com sepsis severa, e doentes em choque séptico.

Os critérios de diagnoéstico para cada classe de sepsis foram definidos pela equipa médica no
ambito do projecto acima referido e estdo discriminados em anexo (Anexo Il), seguindo o
protocolo apresentado para este projecto de dissertacao.

Foram também recrutados doentes com artrite reumatdide na consulta de Avaliacdo de Risco
Cardiovascular do Servico de Cardiologia do Hospital de Santa Marta, com o objectivo de
comparar os parametros em estudo numa situacéo de inflamagédo aguda (doentes com sepsis),
com os valores obtidos em situacdo de inflamacédo cronica. Os doentes foram seleccionados
previamente por ndo terem antecedentes de cardiopatia, nomeadamente de etiologia isquémica e
sem patologia pulmonar.

Um grupo de controlo (CTR) constituido por voluntarios saudaveis sem historial de doencgas
conhecidas foi seleccionado de entre os dadores de sangue do Instituto Portugués do Sangue, ao
abrigo de um acordo celebrado entre esta instituicdo e o Instituto de Bioquimica da Faculdade de
Medicina da Universidade de Lisboa. Este grupo foi constituido com o intuito de estabelecer os

valores de referéncia para os parametros estudados.

b — Critérios de exclusdo
Foram excluidos do estudo individuos com idade abaixo dos 18 e acima dos 85 anos. Foram ainda
excluidas mulheres gravidas, doentes com infec¢des por HIV ou com diagnéstico de hepatite B, e

ainda doentes com diabetes mellitus ou insuficiéncia renal crénica.
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2.1.2. Protocolo de recolha e amostragem
De modo a atingir o objectivo proposto, nos doentes com sepsis foi realizado um estudo

longitudinal, com monitorizacdo dos doentes nas primeiras 6 horas de admissdo na UCI, 24 e 72
horas depois e a data da alta da UCI.

Posteriormente os doentes foram subdivididos em dois grupos de acordo com morte subsequente
em sobreviventes e ndo sobreviventes.

Todos os doentes foram caracterizados para parametros clinicos e bioquimicos, tendo sido a
caracterizagdo complementada com dados demograficos (sexo e idade) e antropométricos (indice de
massa corporal - IMC).

Para todos os individuos a recolha de sangue ocorreu por punc¢do venosa, tendo sido utilizado
como anticoagulante a heparina.

Todas as amostras foram processadas num periodo inferior a 3 horas apds a recolha e analisadas
no citbmetro Fortessa BD Bioscience®LSR num periodo maximo de 4 horas apés o seu

processamento.

2.2. Explosao oxidativa em neutrofilos

2.2.1. Procedimento experimental
Este método permite estudar a producdo de espécies reactivas de oxigénio por neutrofilos.

As solucdes de estimuladores de activacdo foram diluidas, a partir de solu¢cdes-mae, em
concentracdes finais de 10”M e 1,35x10°M, para fMLP e PMA respectivamente. A solucdo de lise
FACSLysing foi diluida a 1:10 a partir de uma solug&do-méae a 10x.

Resumidamente, adicionou-se 100ul de sangue total heparinizado a cada microtubo, devidamente
etiquetado, e a quantidade respectiva de fMLP, PMA e HBSS(Hank’s Balanced Salt Solution).

Foram efectuados 4 ensaio com diferentes objectivos e propriedades. O ensaio “Autoflurescéncia”
corresponde ao tubo de controlo de fluorescéncia negativa e permite estabelecer as regides positivas
para cada fluorescéncia em analise (ver Anexo ).

O ensaio “Basal’ diz respeito ao ensaio em condi¢cdes basais, ou seja, sem adicdo de
estimuladores de neutrofilos. Enquanto, os ensaios “fMLP” e “PMA” permitem avaliar a funcdo dos
neutréfilos apds estimulagdo com activadores externos.

ApOs breve agitagdo no vortex, os tubos foram colocados em banho-maria a 37°C durante 10
minutos. Terminada esta incubagdo, foram adicionados 10ul de solugdo diluida DHR a todos os
tubos, excepto ao tubo Autoflurescéncia ao qual se adicionou a mesma quantidade de HBSSi. ApoOs
nova incubagéo em banho-maria a 37°C durante 10 minutos, foi adicionado 1ml de solugéo de lise
seguindo-se um periodo de incubacéo a temperatura ambiente de 20 minutos.

Procedeu-se, ap0s essa incubacdo, a uma série de lavagens com centrifugacBes durante 5
minutos a 4000 g com desprezo dos sobrenadantes e ressuspencdo dos precipitados em 1 ml de
HBSSi. O processo de lavagem foi repetido num total de 3 vezes. Apds a Ultima lavagem, cuja

guantidade de HBSS se alterou para a concentracdo de anti-corpo desejada, adicionou-se CD16-
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PerCp (3ul de CD16- PerCp para 297ul de HBSS nos ensaios “Basal’, “fMLP” e “PMA”; e 300ul de
HBSS no ensaio “Autofluorescéncia” sem adi¢ao de anti-corpo)

Apés este procedimento, as amostras foram incubadas em gelo durante 30 minutos, no fim dos
guais se adiconou a todos os microtubos 200 pl de HBSSI, transferindo-se de seguida todo o

conteddo para tubos de imunologia (aproximadamente 500 pl).

2.2.2. Citometria de fluxo
ApOs o processo laboratorial acima descrito, as amostras foram analisadas por citometria de fluxo

utilizando o citometro Fortessa (BD Bioscience®LSR) na Unidade de Citometria de Fluxo do IMM.
Tanto quanto possivel, todas as amostras processadas ao longo deste trabalho, foram adquiridas
no citbmetro seguindo o mesmo protocolo de voltagens e compensacgfes (no que se designa por
settings).
A informacdo em detalhe sobre a técnica de Citometria de Fluxo e os settings efectuados para

este estudo encontra-se no Anexo |, que faz parte do presente trabalho.

2.2.3. Andlise de dados
Os dados resultantes da citometria foram analisados no programa FlowJo, o qual permitiu calcular

a percentagem média de neutrofilos positivos para rodamina (neutréfilos que estdo a produzir ROS).

2.3. Analise Estatistica
Os dados foram resumidos como desvio padrao (dp) para variaveis continuas e como propor¢ées

para variaveis categoricas.

O objectivo do estudo pretendia comparar a exploséo oxidativa de neutréfilos entre os trés grupos
de estudo, controlo, artrite reumatdide e sepsis. Para tal, foi realizada uma analise ndo-paramétrica
com teste de Kruskal-Wallis.

Para além disso, no grupo de sepsis foi realizado um estudo longitudinal com quatro pontos de
recolha de amostras. Como qualquer estudo longitudinal, os parametros medidos no mesmo individuo
ao longo do tempo ndo sdo independentes, sendo necessarios métodos estatisticos especificos.
Assim, usou-se um algoritmo de regresséo que incorpora as medidas repetidas realizadas. O método
estatistico escolhido foi o0 modelo linear de efeitos mistos (linear mixed effect model — LME) (J.W.R.
Twisk, Applied longitudinal data analysis for epidemiology, Cambridge: Cambridge University Press,
Cambridge, 317 2004, p. 318). Este modelo estatistico permite descrever as variagdes longitudinais
de cada doente de sepsis através do calculo de declives e médias da variavel em cada tempo de
recolha. Assim, permite obter uma estimativa das diferengas nos declives médios entre a admisséo
ao hospital (0 horas) e os outros pontos de recolha (24 h, 72 h e alta da UCI), dando uma medida da
variacdo da percentagem de neutr6filos DHR™ ao longo do tempo.

Os valores obtidos foram considerados estatisticamente significantes quando p<0,05.

Na andlise estatistica recorreu-se aos softwares SPSS 20.0, R2.14.1 e ainda aos softwares de

andlise gréafica Excel 2010 e GraphPad Prism 5.
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3. Resultados

3.1. Caracterizacao dos grupos de estudo
Os dados demogréficos, fisiolégicos e clinicos, referentes a todos os individuos incluidos neste

estudo encontram-se inseridos na Tabela 3.1. N&o foi possivel obter a mesma informagéo para o
grupo de controlo devido ao tipo de protocolo celebrado com o Instituto Portugués do Sangue.

Quanto a medicacdo administrada aos doentes diagnosticados com sepsis € de referir que, de
acordo com a informagao facultada pela equipa médica do Hospital Beatriz Angelo, a apenas um
individuo foi administrada dopamina durante o seu internamento na UCI.

Tabela 3.1- Dados demogréficos, fisioldgicos e clinicos dos individuos incluidos neste estudo

CTR AR SEPSIS
(n=20) (n=15) (n=14)
Género (f/m) 4/16 10/5 5/9
Idade (anos) - 62+13* 66+14*
IMC (kg/m?) - 27+3* 23x4*
Pressao arterial média (mmHg) - 107+13* 75+£18*
Frequéncia cardiaca (bpm) - - 101+22*
Temperatura (°C) - - 37+1*

IMC - indice de massa corporal
*Os valores sdo apresentados em médiatdesvio padrdo

Foram recolhidas amostras de sangue de um total de 14 doentes diagnosticados com sepsis a
data da sua admissdo na Unidade de Cuidados Intensivos, tendo sido possivel recolher o mesmo
ndmero de amostras as 24 horas de internamento.

Tabela 3.2 - Dados referentes ao tempo médio de internamento na UCI, ao nimero de altas do Hospital
ou UCIl e ao niimero de mortes no Hospital ou UCI, no que diz respeito aos doentes de sepsis

SEPSIS
Tempo de Internamento na UCI (dias) 9+14
Alta do Hospital/UCI (n) 7
Mortes Hospital/UCI (n) 4

*QOs valores sdo apresentados em médiatdesvio padrdo excepto de outro modo indicado
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Dos 14 doentes iniciais, foi possivel recolher amostras de sangue de 7 doentes as 72 horas de
internamento e de apenas 4 a data da alta. Este nimero é bastante reduzido, mas deve-se ter em
conta que para 5 individuos as 72 horas de internamento coincidiram com a data da alta da UCI.

Em termos de diferentes classes de sepsis, 4 dos 14 individuos foram diagnosticados com sepsis,
3 com sepsis grave e 7 com choque séptico. A sepsis, como antes descrito, advém principalmente de
infeccdes no sistema respiratério (pneumonia), infecgBes intra-abdominais (peritonite) e infeccdes
urinarias, assim como de intervencgdes cirdrgicas.

Segundo os dados recolhidos no presente estudo, os doentes diagnosticados com sepsis tiveram,
em média, 9 dias internados na UCI. Do total de doentes observados, 7 tiveram alta do Hospital/UCI,
faleceram 4, trés dos quais quando ainda internados na UCI (Tabela 3.2).

Na Tabela 3.3 sé@o apresentados 0s parametros bioquimicos de caracterizacao clinica dos doentes
com sepsis cedidos pela equipa médica do Hospital Beatriz Angelo. Para comparacdo, s&o

apresentados também os valores de referéncia para os mesmos parametros clinicos.

Tabela 3.3 - Dados clinicos dos doentes de sepsis, entre os varios momentos do estudo, e valores de
referéncia para individuos saudéaveis na média de idades do presente estudo

Valores de
SEPSIS referéncia’
Admisséao 24 Horas 72 Horas Alta
14-17.5**
Hemoglobina (g/dl) 11714 11771 12155 8250
12.3-15.3
Leucécitos (/ml) 219214 199285 240666 267500 4400-11300
Plaguetas (/ml) 15,4 16,2 15,9 11,8 154000-386000
Protrombina (seg) 31,7 31,9 23,4 21,5 11.1-13.2
Protrombina parcial 563 645 483 488 22-35
activada (seg)
Fibrinogénio Claus 87 88 77 37 200-400
(mg/dl)
Ureia (mg/dI) 2,2 1,9 1,6 3,9 16.6-48.5
Creatina sérica 27,4 53,0 18,9 - 0.2-1
(mg/dl)

Os valores séo apresentados em média.

*Homem/Mulher

!Valores de referéncia cedidos pelo Laboratério de Analises Clinicas Celeste Formosinho através da Técnica de
Analises Clinicas Vanessa Silva

E possivel observar que todos os parametros se encontram alterados em relacéo aos valores de
referéncia. Particularmente, a concentracdo de leucécitos encontra-se muito acima dos valores
normais ao longo de todo o estudo longitudinal, assim como o tempo da protrombina, e o tempo da
protrombina parcial activada, embora a primeira diminua gradualmente até 4 data da alta. Também a
concentracdo de creatina séria apresenta valores muito acima da média em relacdo aos valores

saudaveis.
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Por outro lado, os valores das concentraces do fibrinogénio e da ureia sdo inferiores aos valores
normais, sendo que o primeiro apresenta uma tendéncia de diminuicdo ao longo do estudo, enquanto

a ureia apresenta a tendéncia inversa.

3.2. Comparacao da exploséo oxidativa em neutrofilos entre grupos
Para medir os niveis de condicdo basal nos trés grupos de estudo procedeu-se a um ensaio sem

gualquer estimulo adicionado. Este ensaio permite avaliar o estado de activagdo dos neutréfilos nas
amostras de sangue, sem estimulacéo externa.

Com os dados obtidos por citometria de fluxo, foi possivel calcular a percentagem média de
neutrofilos positivos para rodamina (células activadas que estao a produzir ROS), cujos resultados se
encontram representados graficamente na Figura 3.1.

Para o grupo CTR a percentagem média foi de 90%, enquanto para os grupos AR e Sepsis foram
de 76% e 95%, respectivamente A andlise estatistica permitiu perceber que a percentagem média de
activacdo de neutrofilos a nivel basal ndo € a mesma entre os trés grupos de estudo.
Nomeadamente, os doentes com sepsis apresentam maior percentagem média de activagdo de

neutréfilos (p=0,002) relativamente aos doentes com artrite reumatoide.

p— ' p=0.002 I
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Figura 3.1- Percentagem de neutrofilos produtores de ROS em condigao basal nos trés grupos de

estudo.

3.3. Comparacao entre grupos apos estimulacdo com fMLP e PMA
Para além do ensaio em condi¢@o basal procedeu-se ao ensaio com estimuladores fMLP e PMA.

Da mesma forma que no ensaio acima descrito, foram calculadas as percentagens médias de
neutréfilos produtores de ROS, desta feita apds a adi¢do dos estimuladores.
Os resultados obtidos para o ensaio com fMLP foram 91% para o grupo CTR, 79% para o grupo

AR e 93% para o grupo Sepsis. Estes resultados encontram-se representados na Figura 3.2.

17



150+

+
14
5
100
L]
5 A
"3 50 . A
- []
O |

Z L
2 )

0 L ] L)

CTR AR Sepsis
fMLP

Figura3.2- Percentagem de neutrofilos produtores de ROS apés activagdo com fMLP nos trés grupos

de estudo.

No caso do activador PMA, para o grupo controlo obteve-se uma percentagem média de 96%,
para o grupo AR o valor foi de 93% e para o grupo Sepsis de 99% (Figura 3.3).
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Figura 3.3- Percentagem de neutroéfilos produtores de ROS positivos para rodamina ap6s estimulagéo
com PMA nos trés grupos de estudo.

Em relagdo ao ensaio com fMLP os dados estatisticos ndo séo conclusivos, ndo podendo afirmar
ou negar que existem diferencas entre os trés grupos de estudo neste ensaio. Por outro lado, a
analise estatistica de comparacédo entre 0s grupos no ensaio de estimulacdo com PMA nédo apresenta
diferengas estatisticas relevantes.

Comparando a condic@o basal com os dois estimuladores utilizados, pode-se verificar que existe
uma maior percentagem de células a produzir ROS quando adicionado o activador PMA, e que o0s

valores de condi¢éo basal e fMLP s&o, em todos os grupos, idénticos. (Figura 3.4)
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Figura 3.4- Comparacao da percentagem de neutroéfilos produtores de ROS em condigdo basal, e com

os estimuladores fMLP e PMA para cada grupo de estudo.

3.4. Estudo longitudinal

3.4.1. Condi¢do basal

O ensaio de condicdo basal, tal como descrito na sec¢do anterior, foi efectuado, tanto quanto
possivel, em todos os momentos de amostragem, e para todos os doentes com sepsis de modo a
permitir uma comparacdo longitudinal da activacdo das células no estado de repouso, ou seja,
sem a adi¢éo de um activador.

A data de admissdo na UCI a percentagem média de neutréfilos activados foi de 95%, as 24
horas de internamento 76%, as 72 horas 81% e a data da alta da mesma unidade 86%. Estes

resultados estdo representados na Figura 3.5.
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Figura 3.5- Perfil de variagdo da percentagem de neutréfilos produtores de ROS activados em condicao
basal em doentes com sepsis ao longo do tempo de internamento na UCI.

A analise estatistica concluiu que nao existem diferencas significantes no perfil da variacdo

longitudinal entre os niveis basais.

3.4.2. Estimulacdo com fMLP e PMA
Tal como descrito na secgdo anterior, apds a medi¢cdo dos niveis basais, procedeu-se a

medi¢éo dos niveis percentuais médios de producéo de ROS pelos neutrdfilos, apds estimulagéo
com os activadores fMLP e PMA, cujos resultados estéo representados graficamente nas Figuras
3.6e3.7.
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Figura 3.6- Perfil de variagcdo da percentagem de neutréfilos produtores de ROS, apds estimulagdo com
fMLP em doentes com sepsis ao longo do tempo de internamento na UCI.

Estatisticamente, ndo existem diferencas significativas em ambas as estimulacdes, ao longo
do estudo longitudinal.

No caso do ensaio com fMLP os resultados obtidos foram, & data da admisséo, de 93%; as 24
horas de internamento 77%, as 72 horas 85% e a data da alta da unidade 83%.

Para a estimulacdo com PMA os resultados percentuais obtidos foram, para a data de
admissao no servico de 99%, as 24 horas de internamento 98%, as 72 horas 99% e a data da
alta de 98%.
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Figura 3.7- Perfil de variagdo da percentagem de neutréfilos produtores de ROS, apo6s estimulagao
com PMA, em doentes com sepsis ao longo do tempo de internamento na UCI.

De notar que a escala longitudinal apresentada nos graficos ndo representa uma
proporcionalidade real, uma vez que o espaco de tempo que esté representado entre a primeira e a

segunda recolhas ndo é proporcional em relagdo aos restantes dois pontos de recolha.

3.5. Analise de prognostico
Um dos objectivos do projecto em que a presente tese se insere pretendia estabelecer uma

relacédo entre perfis de variacdo da explosdo oxidativa de neutréfilos com o desfecho da doencga. Ou
seja, pretendia avaliar-se a existéncia de diferencas na variacdo ao longo do tempo entre doentes
com sepsis sobreviventes e ndo-sobreviventes, a data da UCI. No entanto, dado o numero de
doentes que foi possivel obter, apesar de todos os esforcos, ndo foi possivel aplicar uma analise
estatistica mais elaborada que permitiria avaliar tais variacdes. Assim sendo, para tentar melhor
compreender a relagdo entre a actividade dos neutréfilos e o desfecho da doenca apresenta-se nesta
sec¢do, uma comparacao dos perfis médios de activacdo de neutréfilos em niveis basais, apos a
estimulacdo com fMLP e apés a estimulacdo com PMA (Figuras 3.8, 3.9 e 3.10, respectivamente)
entre doentes sobreviventes e ndo-sobreviventes.
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Figura 3.8- Comparacgao dos perfis de variacdo longitudinal da percentagem de producédo de ROS em
condi¢cdes basais, entre doentes de sepsis Sobreviventes e Nao-sobreviventes.

Em termos basais podemos observar que nos doentes que ndo sobreviveram os niveis de
producdo de ROS se manterdo inalterados ao longo do estudo longitudinal, enquanto os niveis
daqueles que sobreviveram sofrem uma baixa até as 24 horas de internamento, tendo um ligeiro

aumento a partir desse momento.
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Figura 3.9- Comparacdo dos perfis de variagdo longitudinal da percentagem de produ¢do de ROS
apos estimulagdo com fMLP, entre doentes de sepsis Sobreviventes e Nao-Sobreviventes.

Em termos comparativos entre os niveis médios de producdo de ROS apds a estimulacdo com
fMLP observa-se que os perfis de Sobreviventes e Nao-sobreviventes sdo inversos, tendo o0s
primeiros um perfil idéntico aquele descrito no ensaio basal, enquanto os niveis dos doentes ndo-
sobreviventes aumentam até as 24 horas de internamento sofrendo uma ligeira descida a partir desse

momento.
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Figura 3.10- Comparacédo dos perfis de variagdo longitudinal da percentagem de producdo de ROS apo6s
estimulacdo com PMA, entre doentes de sepsis Sobreviventes e Ndo-Sobreviventes.

Quanto ao ensaio com estimulagcao por PMA pode observar-se que os niveis médios de espécies
reactivas dos doentes nao-sobreviventes tém o mesmo perfil daqueles que sdo observados em

doentes sobreviventes.
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4. Discussao

Sendo a sepsis uma das principais causas de morte em UCIs por todo o mundo, com uma
percentagem entre os 30% e os 70%, € importante continuar a estudar os mecanismos pelos quais
esta doenca se desenvolve e quais as situacbes onde um desfecho desfavoravel é mais provéavel
para que a intervengdo médica seja 0 mais eficaz possivel. Neste trabalho, procurou-se estudar os
perfis de producdo de ROS nos neutréfilos em doentes com sepsis e qual a sua influéncia no
desfecho da doenca. Para atingir o objectivo proposto, é necessério desvendar os efeitos do
processo inflamatério e de situacdo agudas versus crénicas. Assim, foram comparados, os resultados
de doentes de sepsis com doentes com artrite reumatéide e com controlos saudaveis.

O presente trabalho permitiu comparar doentes com inflamacdo aguda com doentes com
inflamacgéo crénica, verificando-se que os doentes com artrite reumatéide apresentam uma menor
percentagem média de neutréfilos produtores de ROS, em relacdo aos doentes de sepsis e aos
controlos. Os resultados parecem assim apontar para que em condi¢cdes basais numa situacédo de
doenca inflamatéria crénica existam menos neutrofilos produtores de ROS.

Em relacdo ao estudo longitudinal nos doentes com sepsis verificou-se uma baixa na percentagem
média de produgdo de ROS, em niveis basais, entre a data da admissdo e as 24 horas de
internamento, voltando a aumentar ligeiramente a partir desse momento.

Este estudo pretendia também procurar uma associagéo entre o perfil de variacdo longitudinal da
percentagem de neutrdfilos produtores de ROS em doentes com sepsis e o0 desfecho desfavoravel da
doenca. Apesar do numero limitado de doentes incluidos no estudo, foi possivel verificar que, nos
doentes ndo-sobreviventes, ocorreu uma alteracdo ao perfil longitudinal acima descrito, mantendo-se
a percentagem de neutréfilos DHR® sempre muito proxima dos 100%, n&o ocorrendo variagio

longitudinal.

Os neutrdfilos sdo a primeira linha de defesa do organismo, encontrando-se numa forma latente
em individuos saudaveis. Sao recrutados para ao local de lesdo por um processo denominado
guimiotaxia, onde componentes do microrganismo invasor e produzidos também pelas células dos
tecidos do hospedeiro permitem a sua activagéo e migracdo para o local, provocando uma resposta
inflamatdria.

A resposta inflamatéria é resultado de um numero de acc¢des das células, nomeadamente a
producdo de ROS, que contribuem para a eliminagdo dos microrganismos patogénicos, no entanto
podem também eles serem causa de dano, e muitas vezes serem responsaveis pelo
desenvolvimento de doengas inflamatorias.

A dihidrorodamina 123 é um composto nado fluorescente, que passa a membrana celular e, quando

existe 0 mecanismo adequado, oxida em rodamina 123, o seu produto fluorescente que quando em
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contacto com uma fonte de luz fluoresce a verde. E usada na citometria para estudar a producéo de
ROS, neste caso pelos neutrofilos.

Martins e colaboradores (2008) ja tinham publicado resultados idénticos aos obtidos no presente
trabalho, comparando os niveis basais entre grupos de sepsis e um grupo de controlo saudavel
referindo que, em casos de sepsis, 0s niveis de producdo de ROS estdo aumentados. (Martins et al.
2008)

O stress oxidativo, tipico dos casos de sepsis, parece resultar de um desequilibrio entre a
formacdo e neutralizacdo de radicais livres (produzidos pelos neutrofilos), Mihl e colaboradores
(2011) estudaram a presenca de marcadores pro-oxidacdo e a presenca de anti-oxidantes e
concluiram que existe stress oxidativo severo e capacidade anti-oxidante diminuida em doentes com
sepsis, a data da sua admisséo nas unidades de cuidados de saude.

E de referir que durante o processo da doenca existe uma activacdo das respostas imunes
sistémicas devido a libertacdo de grandes niveis de DAMPs (damage-associated molecular patterns)
por parte dos microorganismos invasores e/ou pelos tecidos danificados do hospedeiro, o que leva a
uma sobre-estimulacdo das células imunitarias (Rittirsch et al., 2008) e que dai resulta o referido
desequilibrio, também chamado “citokine storm”.

Sabe-se que os niveis de ROS estdo aumentados, em casos de sepsis, de forma constitutiva e
que esse facto indica a indugdo, por um evento séptico, da “upregulation” do metabolismo oxidativo
em neutréfilos (Martins et al., 2003). Isto pode explicar o perpetuar do episddio inflamatério no tempo
em casos de sepsis, como também os resultados obtidos na presente tese de mestrado. Verificou-se
gue os niveis de producdo de ROS estdo entre os 98% e os 100%, e portanto aumentados em
relagdo aos restantes grupos de estudo, apesar de as diferencas estatisticas ndo serem sempre
significativas, o que podera estar relacionado com o niumero de doentes incluidos no estudo.

Um estudo feito em 2002, in vitro, mostrou que nas primeiras horas da infec¢do (<24 horas) os
neutréfilos se encontram “prontos” e hiperactivados. O mesmo estudo mostrou que a partir das 48
horas de infeccdo, as células perdem algumas das suas capacidades (respostas quimiotacticas,
libertagdo de enzimas, entre outras) aumentando o risco de persisténcia da infecgdo. (Huber-Lang et
al., 2002)

Alguns estudos referem, ainda, uma “paralisia imunitaria” por parte dos neutrofilos em estados
mais avangados de sepsis, resultado num “shut-down” completo de importantes vias de sinalizagao.
Alguns autores consideram que esse processo possa ser uma das causas de morte em casos de
sepsis em estadios mais graves. (Rittirsch et al., 2008) Esta imunossupressédo pode ser devida a um
mecanismo de feedback negativo, em que o corpo desenvolve uma resposta anti-inflamatéria de
forma a contrariar os efeitos de uma resposta inflamatéria exacerbada, sendo benéfica nas primeiras
horas da infecgdo mas tendo um desfecho fatal & medida que se prolonga no tempo. (Venet et al.,
2011)
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Os resultados obtidos neste trabalho ndo foram conclusivos quanto a esta “falha imune” por parte
dos neutrofilos, mas podem explicar as alteracdes das percentagens médias de producdo de ROS
observadas durante o estudo longitudinal, nomeadamente a baixa nas percentagens médias entre a
data da admissdo e as 24 horas de internamento. Sendo que o corpo tenta contrariar a resposta

inflamatdria exacerbada que se desenvolve nas primeiras horas da infecgéo.

As diferencas observadas entre AR e sepsis, em que 0s primeiros doentes mostram niveis basais
mais baixos em relagcdo ao segundo grupo, e até em relacdo aos controlos, podem ser explicados
pela administracéo de terapéutica anti-inflamatéria uma vez que esta doenca é cronica e é controlada
através da administracao deste tipo de medicacéo, sendo que muitas vezes é feita em combinacao
com outros medicamentos. A primeira linha de tratamentos é terapéutica inibidora de TNF-a.
(Wasserman 2011)

Foi demonstrada em modelos animais e humanos de AR, uma produgdo excessiva de TNF em
locais de inflamacéo, atribuindo-lhe assim um papel importante na patologia da doenca e fazendo do
TNF um bom alvo terapéutico. (di Giovine et al., 1988)

Existem, na Europa, cinco inibidores de TNF para o tratamento da AR, sendo estes anticorpos
monoclonais ou proteinas de fusdo, mas todos sdo capazes de se ligar a TNF e inibir os seus efeitos
fisioldgicos.

Estes agentes séo absorvidos para locais de inflamacédo, e penetram na articulacdo inflamada
para o que contribuem as caracteristicas do préprio fendbmeno de inflamacdo, como aumento da
vascularidade e permeabilidade endotelial.

Dos cinco agentes anti-TNF utilizados, apenas um n&o contém o fragmento Fc da imunoglobulina
humana IgG1l. A presenca deste fragmento permite a ligagcdo aos receptores Fc (presentes em
células imunitarias), tendo estes um papel crucial na fungcdo imunitdria das células onde se
encontram. Esta ligagdo induz, in vitro, vérios efeitos celulares pelos quais sdo responsaveis 0s
receptores Fc, tais como aumento da opsonizacdo ou imunogenecidade. (Mewar e Wilson, 2011)

Estudos em modelos animais apontam para um papel crucial na patologia da AR de anti-corpos
presentes no soro de doentes, principalmente dos chamados Factores Reumatoides (RF). Estes anti-
corpos reconhecem a porcéo Fc das IgG e aumentam a formacéo de complexos imunes.

Os receptores para Fc, Fcy (FcyR) reconhecem especificamente a mesma porgéo, estando
presentes em grande numero na superficie dos neutréfilos. E provavel que a activacdo destes
receptores, pelos complexos imunes, nos neutrofilos tenha um papel importante na cronicidade e
gravidade da doenca, uma vez que pode levar a uma acc¢éo desadequada por parte destas células.
Assim, € de esperar que a terapéutica actue nestes receptores, de forma a controlar e impedir o
progresso da doenca. (Rollet-Labelle et al., 2013)

A accao deste mecanismo explica entdo os resultados obtidos no presente trabalho.

Mais recentemente foi descoberta uma nova quimiocina que modula especificamente a
guimiotaxia e activacdo de macréfagos e células dendriticas (células envolvidas na patologia de AR),
denominada quemerina. (Wittamer et al., 2004) Sabe-se que as células endoteliais e as células do

revestimento e subrevestimento sinovial expressam esta quimiocina e que um dos seus receptores,
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ChemR23, é também expresso pelas células endoteliais da vasculatura, sendo regulado por citocinas
pro-inflamatérias, como o TNF. (Kaneko et al., 2011)

Estas observacBes levam a crer que a quemerina esta envolvida na patologia de AR provocando
mudancgas nas células endoteliais e no aumento da morbilidade vascular.

Uma vez envolvido na regulacdo de um dos receptores para a quemerina, Herenius et al., 2013
estudaram o efeito da medicacdo anti-TNF nos niveis de quemerina em doentes de AR. O que foi
observado foi que de facto este tipo de terapéutica reduz os niveis de quemerina no soro.

O reduzido numero de macrofagos associados a terapéutica anti-TNF esté ligado a uma melhoria
do estado de saude dos doentes de AR, assim e como a quemerina € um potente agente
quimioatractante para macrofagos, o efeito positivo deste tipo de terapéutica pode dever-se,
parcialmente, a reducdo dos niveis da mesma e a consequente reducao do nimero de macréfagos
sinoviais.

Uma vez que se sabe que fumar é um dos factores de risco para desenvolver AR é interessante
referir que, no mesmo estudo, observou-se que o tabaco pode elevar os niveis de quemerina. Em
ratos knockout para o receptor ChemR23, expostos a fumo de tabaco, verificou-se um nimero menor
de células inflamatdrias recrutadas. Desta forma, o facto de que fumar é um grande factor de risco
para AR, pode dever-se ao aumento da producdo de quemerina decorrente do mesmo, e do seu

mecanismo fisioldgico.

Em relacdo as diferencas entre estimulantes de neutréfilos, sabemos que o modo de activacéo
entre os dois estimulantes utilizados ndo é o mesmo. A accdo do PMA causa agregacdo de
neutréfilos, geracdo de superdxido, secrecdo de enzimas e fosforilacdo de varios polipéptidos,
aumentando as suas capacidades de accdo. Esse processo di-se devido a activacdo directa pelo
PMA da proteina cinase C. (Hoult & Nourshargh 1985) Dadas as suas propriedades de activacéo de
neutréfilos, os resultados referentes aos ensaios com estimulacdo PMA sdo de acordo com o
esperado uma vez que apresentam uma percentagem média de producdo de ROS acima dos outros
ensaios efectuados.

Em relacdo ao fMLP, é considerado um potente factor quimiotéctico, que através da sua ligagao a
receptores na membrana das células acoplados a proteinas G, activa uma série de vias de
sinalizagdo intracelulares. (Sato et al., 2013) Esta caracteristica de activagdo indirecta torna-o um
estimulante mais fraco que o PMA, mostrando por vezes até uma activacdo menor que em niveis
basais, sendo no entanto um estimulador “mais fisioldgico”.

Por outro lado, as diferencas entre ambos, podem também ser explicadas por dois factores,
enquanto a estimulacdo por fMLP é de curta duracdo e ha uma producao intensiva de superéxido
(O,), a resposta dos neutrofilos a estimulagao por PMA é de longa duracao, podendo manter-se até 8
horas apés a estimulagdo e onde H,O, parece ter um papel importante. (Geffner et al., 1991) Uma
vez que H,O, é responséavel pela oxidacdo da DHR 123 (fluorocromo utilizado na citometria, ver
Anexo Il) na sua forma fluorescente, rodamina (Henderson & Chappell, 1993), este facto em conjunto

com a producdo de ROS perpetuada no tempo, pode explicar a estabilidade dos resultados em
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relacdo a estimulacdo por PMA, assim como os seus valores de percentagens médias de activacgao,

em relacdo aos outros ensaios.

Em relacéo a analise de progndstico, os resultados obtidos na presente tese de mestrado parecem
indicar que o prognostico é tanto mais favoravel quanto menor for a diferenca observada nos niveis
de producdo de ROS, entre a data de admisséo e as 24 horas de internamento. Ou seja, pode-se
esperar que haja uma diminuicdo da mesma producédo entre esses dois periodos em doentes com
prognoéstico mais favoravel. Por outro lado, quando se observa uma percentagem média de
neutréfilos activados, perto dos 100% com tendéncia para se perpetuar no tempo, é possivel um
desfecho da doenga menos favoravel, ou seja, a morte.

Nao existe um grande numero de estudos que relacione a producdo de ROS ao desfecho da
doenca.

De referir, um estudo mostrou ndo haver relagdo entre os niveis basais, com estimulacao fMLP e
com estimulagdo PMA de activagdo de neutréfilos, entre individuos sobreviventes e néo-
sobreviventes. (Martins et al., 2003)

E dificil de explicar o resultado obtido na estimulacéo por fMLP, uma das hipdteses sera o nimero
de individuos né&o-sobreviventes que, sendo baixo, ndo permite uma observacdo de resultados
proporcionais, uma vez que o resultado para os sobreviventes esta de acordo com o esperado,
assemelhando-se ao resultado obtido no ensaio basal. O resultado esperado para os néo-
sobreviventes no mesmo ensaio seria idéntico aquele observado para os sobreviventes, uma vez que
o perfil se manteve idéntico noutros ensaios, ou seja, 0s resultados obtidos para a estimulacdo com
fMLP foram, em todos os estudos efectuados no presente trabalho, idénticos aqueles obtidos para os
niveis basais. Sendo que, na analise de progndstico, isso mesmo se verifica para os sobreviventes,
mas ndo para 0s ndo-sobreviventes.

Esses mesmos resultados, da semelhanca entre niveis basais e estimulacdo com fMLP, talvez se
devam ao facto deste dltimo ser um fraco estimulador da actividade dos neutréfilos, e de se

assemelhar a um estimulador endégeno.
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5. Conclusao

No que diz respeito a patologia da sepsis, uma das principais causas de morte em Unidades de
Cuidados Intensivos, é importante perceber o que difere nos individuos que sobrevivem em relagdo
aqueles que nado sobrevivem de modo a que a accdo médica seja em tempo Util e previna desfechos
menos favoraveis. Esse foi o principal objectivo do trabalho desenvolvido, através do estudo da
producdo de espécies reactivas de oxigénio, tendo a ambicdo de fazer um progndstico o mais
correcto possivel e de estipular um intervalo de tempo que permita aos médicos intervir o mais
precocemente possivel, de forma a impedir um desfecho fatal.

Apesar dos resultados obtidos ndo serem conclusivos de uma forma que permita preencher o
objectivo proposto na sua totalidade, no entanto, podemos dizer que o progndstico é tdo mais
favoravel quanto menor for a diferenca dos niveis de ROS entre a admissao na UCI e as 24 horas de
internamento, sendo que esta sofre uma descida entre esse periodo de tempo.

O perfil que indica um desfecho desfavoravel para doentes de sepsis corresponde aquele em que
0s niveis se mantém nos 100% ao longo do estudo longitudinal.

A andlise estatistica ndo foi significativa, mas estes resultados ja permitem fazer associacfes

empiricas e propor linhas de investigacdo a serem aprofundadas.

5.1. LimitagcGes do estudo

Quanto a limitacGes a este estudo, a mais flagrante sera o reduzido niimero do grupo de doentes
de sepsis. Apesar dos esforcos feitos 0 nimero de doentes de sepsis incluidos no estudo foi muito
baixo, ndo tendo permitido obter conclusBes definitivas sobre o objectivo proposto para esta
investigacdo. A inclusdo de doentes no estudo foi da responsabilidade da equipa médica do Hospital
Beatriz Angelo; factores de exclusdo e questdes logisticas como obtencido de consentimento e
limitagBes decorrentes do funcionamento do préprio servigo hospitalar condicionaram sobremaneira o
aumento do numero de doentes com sepsis. De forma a que a constituicdo dos grupos fosse
homogénea, tentou-se incluir nos restantes grupos de estudo um nimero aproximado de individuos.
Outra limitagcdo do estudo relaciona-se com o funcionamento do citémetro de fluxo, cuja manutencéo

e/ou avarias condicionou, tendo por vezes impossibilitado, a realizacdo dos ensaios.

5.2. Perspectivas futuras e implicacoes

Quanto a perspectivas futuras, seria importante continuar com este estudo para entender
realmente o papel dos neutrdéfilos e da sua acgdo na patologia da sepsis, sendo que estes podem ser
potenciais alvos clinicos. “(...) a eliminagdo total de neutréfilos levaria a morte, mas alteracdes ou

modificagdes das suas acg¢des pode ter, potencialmente, beneficios clinicos(...)” ((Phillipson e Kubes
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2011), estes dados sdo apoiados por estudos que mostram que, por exemplo, os corticosterdides
inibem a desgranulagédo e producdo de ROS por parte dos neutrofilos, diminuem os mediadores
inflamatérios e previnem a adesé@o e migracéo dos neutréfilos para as articulagdes com AR, o que
poderia ser aplicado a modelos de sepsis. (Smith et al., 2000)

Para complementar este trabalho, estava previsto o estudo dos niveis de varias citocinas pro- e
anti-inflamatérias no soro dos doentes de sepsis, indo ao encontro da etiologia da doenca e a forma
como esta se desenvolve nos varios quadros da mesma. No entanto, devido a constrangimentos
financeiros néo foi possivel, sendo uma sugestéo para estudos futuros.

Em 2007, um estudo mostrou que a inibicdo da utilizacdo do oxigénio celular e outras vias
metabolicas pode levar a diminuicdo da producdo de ROS por parte da populacdo de células
disfuncionais. (Brien et al., 2007)

Recentemente foi estabelecida uma relacdo entre a utilizacao clinica de selénio em pacientes com
sepsis severa e choque séptico, e a sua sobrevivéncia. Utilizando o selénio como terapia adjuvante a
morte por sepsis é reduzida, sendo que existe uma correlacdo directa entre a quantidade de selénio
no sangue total e a taxa de sobrevivéncia. Ainda assim, o mesmo estudo aponta que ndo sao
necessarias doses altas, mas que o selénio é eficaz mesmo em doses mais baixas(Angstwurm et al.,
2007) Esta seria uma boa linha de estudo para casos de sépsis, de forma a entender o papel do
selénio na doenca e desenvolver novas terapias que permitam reduzir a mortalidade resultante desta
doenca.

Resumindo, a sepsis deve continuar a ser um alvo das investigacdes cientificas, tanto no que diz
respeito a sua etiologia como no tratamento clinico, de forma a entender melhor como se sucede e

em que altura e “onde” a intervencdo médica sera mais eficaz.
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Anexo |

1. CITOMETRIA DE FLUXO

A Citometria de Fluxo é uma técnica que realiza medi¢des rapidas em particulas ou células a
medida que estas fluem, uma a uma numa corrente.

Para realizar esta técnica é necessaria a preparagdo de uma amostra, mais precisamente uma
suspensao de particulas, marcadas de forma especifica. As particulas analisadas podem ser células
inteiras, organelos celulares ou partes especificas de tecidos (ex.: llhas de Langerhans). Se o
objectivo for estudar uma populacéo de glébulos brancos entdo é necessario lisar os eritrocitos da

amostra de sangue.

A amostra € injectada no sistema fluidico do citémetro (ficando sobre presséo), que tem como
objectivo levar as particulas presentes na suspenséo, para o ponto especifico onde sera intersectado
por uma fonte luminosa.

E necessaria uma iluminagéo intensa dado que as células tém um tamanho reduzido e que a sua
passagem pelo ponto de deteccdo é feita rapidamente. Assim, a fonte de luz tem de ser capaz de
produzir comprimentos de onda especificos que possam ser usados para excitar marcadores
fluorescentes.

Preferivelmente usam-se lasers como fonte de iluminacdo dado que produzem luz monocromatica,
assim como o seu feixe é coerente, polarizado, intenso e estreito. Adicionalmente os seus
comprimentos de onda podem ser escolhidos especificamente.

O feixe de luz tem de estar focado na corrente da amostra, isto é possivel através de uma lente

simples, dando ao feixe uma seccéo cruzada de, tipicamente, 50 pm.

A medida que as células passam através do feixe de luz, os detectores transformam a intensidade
da luz em voltagem, para cada um de trés parametros: forward scatter, side scatter e fluorescéncia.

Quando a luz incide numa célula, esta reflecte-a (scatter) em todos os angulos. Forward scatter
(FS) diz respeito a luz que é dispersa para a frente em relacéo ao laser, sendo que este parametro
indica aproximadamente o tamanho da célula. Uma barra - barra de obscuracdo- é colocada em
frente ao “detector forward” de forma a prevenir que a luz directa e intensa do laser seja detectada
pelo mesmo, a luz é entdo reflectida a volta da barra de obscuracdo e assim detectada
correctamente.

A magnitude do sinal obtido é proporcional ao tamanho da células, células mais pequenas tém
uma voltagem mais baixa e portanto menor magnitude de sinal enquanto células maiores tém maior

magnitude de sinal.
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A luz que é reflectida para os lados e em angulos maiores é denominada side scatter (SS), e diz
respeito a aspectos internos da célula, como sejam a granulosidade. Este tipo de dispersédo da luz é
focado através de um sistema de lentes e é detectada por um detector diferente daquele que detecta

FS, geralmente colocado num angulo de 90° em relag&o ao feixe do laser.

O histograma resultante da analise FS € uma representacao grafica do tamanho das células de
uma populagdo, no entanto este apenas apresenta dados unidimensionais. Da mesma maneira, 0
histograma resultante da andlise SS apresenta dados unidimensionais, dividindo, no entanto, as

células consoante a sua complexidade interna (ex.: presenca de granulos).
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Figura I.1- Dot plot de uma amostra de sangue total.

Nenhum destes histogramas é capaz de demonstrar a complexidade da populacéo de células, ou
seja, ndo sdo capazes de demonstrar os tipos de células que fazem parte da populacdo presente na
amostra. Para isso utilizam-se gréficos de pontos de duas dimens@es (designados por dot plots), que
juntam tanto a andlise SS como a analise FS, sendo assim possivel distinguir os diferentes tipos de
células mediante a sua posicao no grafico em relacdo a FS vs. SS (anélise multiparamétrica; Figura
1).

Cada ponto no dot plot representa uma célula, e este contém todo a informacéo a ela associada
referente a FS e a SS. Desta forma podemos limitar regides de interesse (ou populacdes especificas
de células) para analise de outros parametros referentes a essas populagdes, esta analise

direccionada denomina-se gating e a area seleccionada gate.

Outra forma de analise é a fluorescéncia. De uma forma geral, a luz emitida por células marcadas
com fluorescéncia faz 0 mesmo caminho que o sinal SS (num angulo de 90° em relag¢éo ao feixe de
luz do laser) e é direccionada através de um conjunto de filtros e espelhos para que comprimentos de
onda especificos (ou seja de diferentes cores) sejam captados pelos detectores correctos.

Existem duas categorias de sondas fluorescentes usadas em citometria:

e Aguelas que sdo usadas para marcar covalentemente outras sondas;
e Aquelas cuja fluorescéncia ou distribuicao reflectem o seu ambiente e potenciam

propriedades particulares da célula.

38



Um fluoréforo sé absorvera luz se estiver correctamente orientado relativamente ao plano de
polarizagédo da luz do laser.

Em relacdo ao fluoréforos usados para marcar covalentemente outras sondas pode dizer-se que a
sonda a ser marcada € comumente um anticorpo, podendo no entanto ser outro tipo de proteina.

Neste tipo de marcacdo o anticorpo é previamente marcado covalentemente com uma sonda
fluorescente. Posteriormente o anticorpo serd incubado com a populagdo de células a estudar
ocorrendo uma ligacéo especifica entre o anticorpo e uma molécula especifica na superficie da célula
(antigénio) ou no seu interior. Quando o fluoroforo é exposto ao feixe de luz do laser emite um sinal
fluorescente que é entédo detectado pelos detectores do citémetro.

Neste caso, o mais utilizado é a fluorescina, a qual tem um coeficiente de extingdo elevado, um
maximo de absorcdo convenientemente perto das linhas de emissdo das fontes de luz e esta
largamente disponivel para se ligar a varios anticorpos e outras sondas.

A segunda categoria de fluoroforos diz respeito aqueles que sao usados para marcar directamente
componentes celulares. Estes sdo compostos obtidos como estéres acetil ou estéres acetoximetil ndo
carregados que atravessam liviemente a membrana celular e que na sua forma original ndo emitem
fluorescéncia. No interior das células, as esterases (enzimas) removem 0s grupos acetil/acetoximetil
libertando o parente fluorescente. Assim, 0 componente carregado permanecera no interior da célula
e sera detectado de forma idéntica as sondas acima descritas.

Neste caso inclui-se a dihidro- rodamina 123, que € oxidada para rodamina 123, especificamente
marca miticondrias e fluoresce a verde. E amplamente utilizada para seguir a producéo intracelular de
espécies oxidativas (burst oxidativo em neutrofilos).
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Figura 1.2- Sobreposicao de espectros entre dois fluoroforos (R-PE e Alexa Fluor 488).

E possivel utilizar mais do que uma marcacio numa so experiéncia. Neste caso € preciso ter em
conta o comprimento de onda (ou seja a cor) em que emitem os varios fluoréforos, para que haja o
minimo de sobreposicdes (espectral overlap) possivel e que a andlise seja 0 mais correcta possivel.

Quando sédo usados dois fluoroforos cujos espectros de emissao se sobrepdem ligeiramente, pode
proceder-se a uma correc¢do denominada Compensacéo, que pode ser diferente para cada um dos
fluor6foros mediante a quantidade de luz que se sobrep8e entre um e outro. Para saber a quantidade

de compensacao necessaria para corrigir a fluorescéncia sao necessarias amostras de single-color,
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ou seja, com apenas um fluoréforo separadamente. Na pratica, quando obtemos o dot plot resultante
da marcacdo pode ver-se uma populacdo positiva e uma populacdo negativa (Figura 2), dizendo a
primeira respeito & populacdo em que ha sobreposicdo. Assim, para corrigir esta sobreposicéo,
subtrai-se uma percentagem de um dos fluoréforos ao outro (no exemplo serd R-PE - % Alexa Fluor

488) até que as populagdes se igualem (relativamente).

Fluidics system
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Figura 1.3- Esquema de um citémetro de fluxo.

2. SETTINGS

Na primeira sessdo de leitura € necessario formatar as definicbes de voltagens e compensacao
das fluorescéncias (settings) para que o aparelho reconheca os sinais de fluorescéncia e para evitar
gue haja sobreposi¢6es de sinal, como acima descrito.

Assim, além do processo acima descrito para as amostras foi necessario fazer mais dois ensaios

extra para os settings da citometria:

Sangue total HBSSI
Single staining DHR123 ilooul 20ul
Single staining CD16- 100u 20ul
PerCp

O procedimento laboratorial para processar estas amostras extra seguiu o método referido para as

restantes amostras.
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Anexo |l

1. CLASSIFICAGCAO CLINICA DAS CLASSES DE SEPSIS

a- Critérios de Incluséo

O grupo de estudo dividiu-se em 3 grupos principais: sépsis, sépsis severa e choque séptico,
definidos como:

- Sépsis: paciente com Sindrome de Resposta Imflamatéria Sistémica (SIRS) devido a infeccao ou
suspeita da mesma. Este é definido com pelo menos dois dos aspectos seguintes:

a) Temperatura corporal acima dos 38°C ou abaixo dos 36°C;

b) Batimento cardiaco acima dos 90 bpm;

c¢) Frequéncia respiratéria acima das 20 rpm;

d) Leucécitos acima dos 12.000/mm3 (ou mais do que 10% de leucdcitos imaturos) ou leucopenia
abaixo dos 4.000/mm?®.

- Sépsis severa: paciente com sépsis e falha de érgaos, com pelo menos uma das seguintes:

a) Lactato acima das 18mg/dl;

b) SaO, abaixo dos 90% (ou pO,/FiO, abaixo de 300);

c) PAs (pressao arterial sistélica) abaixo de 90mmHg ou PAm (pressao arterial média) abaixo de
65mmHg;

d) Creatinina acima de 2mg/dl ou oligdria aguda (fluxo urinario abaixo de 0,5ml/kg/h em duas
horas consecutivas);

e) INR acima de 1,5 ou APTT acima dos 60 segundos;

f) Plaquetas abaixo das 100.000/mm?;

g) Bilirrubina total acima das 2mg/d|

h) Deterioragdo mental aguda.

- Choque séptico: hipotensao persistente apesar de adequada ressuscitacdo com fluidos.
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Anexo |l

1. Tabelas referentes aos dados graficos

Tabela Ill.1 - Percentagem de neutréfilos produtores de ROS correspondentes ao ensaio Basal
para os trés grupos de estudo.

Condicéo Basal
Grupos Admiss&o 24 h 72h Alta
CTR 90+17 - _ _
AR 76+31 — _ -
Sepsis 95+12 7638 81+33 86+16

Os valores apresentados correspondem a média e desvio padrao.

Tabela Ill.2- Percentagem de neutrofilos produtores de ROS correspondentes ao ensaio com

estimulacdo de fMLP para os trés grupos de estudo.

Estimulagdo com fMLP
Grupos Admissé&o 24 h 72 h Alta
CTR 91+19 - _ _
AR 79+24 - _ _
Sepsis 93+15 77+36 85126 83+19

Os valores apresentados correspondem a média e desvio padrao.

Tabela Ill.3 - Percentagem de neutréfilos produtores de ROS correspondentes ao ensaio com
estimulacao de PMA para os trés grupos de estudo.

Estimulacdo com PMA
Grupos Admisséo 24 h 72h Alta
CTR 96+6 - _ _
AR 93+16 - — _
Sepsis 99+2 98+4 99+1 98+3

Os valores apresentados correspondem a média e desvio padrao.




Tabela Ill.4- Variacdo da percentagem de neutrofilos produtores de ROS ao longo do tempo em
doentes com sepsis para as subclasses Sobreviventes e Nao sobreviventes correspondentes ao

ensaio Basal.
Condicédo Basal
Sepsis Admiss&o 24 h 72 h Alta
Sobreviventes 91+15 73+38 7637 86+16
Nao-sobreviventes 100+0 100+0 99 -

Os valores apresentados correspondem a média e desvio padrao.

Tabela IIl.5 - Variagdo da percentagem de neutréfilos produtores de ROS ao longo do tempo em
doentes com sepsis para as subclasses Sobreviventes e Nao sobreviventes correspondentes ao
ensaio com estimulacdo de fMPL.

Estimulacdo com fMLP
Sepsis Admiss&o 24 h 72 h Alta
Sobreviventes 95+11 75134 81+30 83+19
Nao-sobreviventes 84128 98+3 96 -

Os valores apresentados correspondem a média e desvio padrao.

Tabela II.6 - Variagcdo da percentagem de neutréfilos produtores de ROS ao longo do tempo em
doentes com sepsis para as subclasses Sobreviventes e Nao sobreviventes correspondentes ao

ensaio com estimulacdo de PMA.

Estimulagdo com PMA
Sepsis Admiss&o 24 h 72 h Alta
Sobreviventes 99+2 98+4 99+1 98+3
N&o-sobreviventes 99+2 96+6 26 _

Os valores apresentados correspondem a média e desvio padrao.
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