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Resumo

Introdugdo: O sistema imune inato é a primeira linha de defemntra infecgbes. A
erradicacdo de microorganismos por mondcitos, dkpem grande parte da capacidade
fagocitica e posterior geracdo de espécies reatigasxigénio (EROs), assim como
producdo de Oxido nitrico (NO) e citocinas. Sepsde@énida como uma resposta
inflamatoria sistémica (SIRS) provocada por umadgéo e a natureza da resposta
inflamatoria ressaltando a fisiopatologia da sejese sido extensivamente estudada.
Compreender a natureza de como a resposta inflamaéssalta a fisiopatologia da
sepse ndo s6 ajuda a esclarecer os mecanismosidtanst, mas também leva a
identificacdo de novos alvos terapéuticObjetivo: Avaliar se fungBes de mondcitos
seriam reguladas diferencialmente em um pacientesapticemia através da avaliacédo
simultanea da atividade fagocitaria, geracdo déocisp reativas de oxigénio (EROS),
oxido nitrico e a producdo de citocinas inflama®r(lL-6 e TNFe). Materiais e
métodos: Foi coletado sangue em heparina de 34 pacienpisa®nos dias zero (DO0),
até 48h apos o evento sepse. Foi realizada umadegoleta em 15 destes pacientes
sete dias (D7) depois da primeira. A producéo dO£RO e Citocinas foi mensurada
por citometria de fluxo. Para EROs e NO utilizouwseregentes DCFH-DA, DAF-FM-
DA, respectivamente, incubados por 30 minutos enhdanaria 37°C. Para citocinas
utilizamos o reagente Brefeldina A incubado nafastie CQ a 37°C por 4 h. IL-6 e
TNF-a intracelular foram detectados utilizando anticgrgspecificos conjugados com
fluorocromos. Nos ensaios foi observada a prodesgmntanea e apos os estimulos
com LPS,P. aeruginosae S. aureus Funcbes de mondcitos também foram avaliadas
em subgrupos de mondécitos CD163+ e CD163-. Parasai® de fagocitose foi
utilizado bactériag. coli conjugadas com fluorescéncia. Os dados foram adgsino
programa FACSDiva e analisados no programa FloWRésultados: Mondcitos de
pacientes sépticos apresentaram preservada fagmatomento da producédo de EROs e
NO e diminuicdo da producdo de citocinas inflamag)rem comparacdo com o0s
monaocitos dos voluntarios sadios. Aumento TiNE-IL-6 e diminuicdo da geracdo de
EROs e NO foi observada nas amostras do D7 em caggmcom amostras DO. Em
geral, monécitos CD163+ produziram quantidadesaelas de IL-6 e TNIle-e menores
guantidades de EROs e NO do que os mondcitos CDTC68clusdo: Em conclusao,
demonstramos que mondcitos de pacientes sépticess@p incapazes de produzir
citocinas inflamatérias, exibem potente atividadgotitica e aumento da geracdo de
ROS e NO. O aumento da producéo de EROs e NO aulgéb de citocinas (IL-6 e
TNF-a) no inicio da sepse reforcam a existéncia de wepeogramacao celular com
consequente diminuicdo da inflamacédo ao mesmo tempgue aumenta a producao de
moléculas microbicidas, como NO e EROs para mamteapacidade das células de
eliminacdo de patdégenos promovendo assim uma héasea$o organismo.
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ABSTRACT

Background The nature of the inflammatory response undensgorithe
pathophysiology of sepsis has been extensivelyiesdulVe hypothesized that different
cell functions would be differentially regulated @ patient with sepsis. Thus, we
evaluated modulation of monocyte functions duriagsss by simultaneously assessing
their phagocytic activity, the generation of reaetoxygen species (ROS) and nitric
oxide (NO) and the production of inflammatory cytes (IL-6 and TNFs). Methods
Whole blood was obtained from septic patients (&R at admission (DO, n=34) and
after seven days of therapy (D7, n=15); 19 healthlynteers (HV) were included as a
control group. The cells were stimulated with LIPS aeruginosaandS. aureusThe
ROS and NO levels were quantified in monocytes hol blood by measuring the
oxidation of 2,7-dichlorofluorescein diacetate aniamino-5-methylamino-2,7-
difluorofluorescein diacetate, respectively. Ingthdar IL-6 and TNFe were detected
using fluorochrome-conjugated specific antibodi&onocyte functions were also
evaluated in CD163+ and CD163- monocyte subs@étslings The monocytes from SP
presented with preserved phagocytosis, enhanced BR@B5 NO generation, and
decreased production of inflammatory cytokines cara@ with the monocytes from
HV. TNF-a and IL-6 increased and ROS generation decreased sompared with DO
samples. In general, CD163+ monocytes producecehigimounts of IL-6 and TNE-
and lower amounts of ROS and NO than did CD163- cogtes.Interpretation In
conclusion, we demonstrated that monocytes fronicspptients, which are unable to
produce inflammatory cytokines, display potent magic activity and increased ROS

and NO generation.
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1. INTRODUCAO

Sepse foi definida como uma resposta inflamatasi@&mica (SIRS) provocada
por uma infeccdo. Esta complexa sindrome que éisacaais frequente de morte em
pacientes hospitalizados representa um grandeiagsah ciéncia (Bonet al, 1992;
Levy et al, 2003; Deutschman e Tracey, 2014).

Nos Estados Unidos (EUA) ocorreram 215.000 mortgssppse em 1995, este
valor representou 9,3% de todas as mortes no phiseguivalente a quantidade de
Obitos apds infarto agudo do miocardio (Angtigl, 2001). No ano 2000, também nos
EUA estimou-se que a incidéncia de sepse era ded 2dfisddios por 100.000
habitantes (Martiret al, 2003). Um estudo multicéntrico brasileiro, conido entre 0s
anos de 2001 e 2002, mostrou que a mortalidadesg@use, sepse grave e choque
séptico aumentou progressivamente de 34,7%, paBdodé 52,2%, respectivamente,
conforme o avancar do processo fisiopatologicovéSdt al, 2004). Um trabalho
realizado no Brasil que avaliou as mortes ocorreddee 2002 e 2010 demonstrou que a
mortalidade aumentou de 65,9 mortes /100.000 habggara 97,8 mortes/100.000hab
neste periodo (Taniguctet al, 2014). Recentemente, um estudo epidemiologico
nacional realizado pelo Instituto Latino americash® Sepse em 229 Unidades de
Terapia Intensiva no ano de 2014 mostrou uma p¥aee de 29,6% e mortalidade
global de 55% no Brasil (ILAS).

No inicio da década de 90 o consenso das SociedadEsrapia Intensiva e de
PneumologistasAmerican College of Chest Physicians/ Society afioar Care),
definiu sepse como uma resposta sistémica a irdeggifestada pela presenca de
duas ou mais dessas manifestacdes: alteracao gertgara, acima de 38°C ou abaixo
de 36°C; b) aumento de frequéncia cardiaca, acen@Odbatimentos por minuto; c)
aumento de frequéncia respiratéria, acima de 2pireg®es por minuto ou PaGO
menor que 32 mmHg; d) contagem de leucdcitos ngusaacima de 12000/mm3 ou
menor que 4000/mirou mais do que 10% de neutréfilos imaturos (Benal, 1992;
Remick, 2007). As formas mais graves da sindromeca#acterizadas por disfuncao
organica aguda e choque séptico, que estdo asseaath o aumento da morbidade
(Rangel-Fraustet al, 1995; Silveet al, 2004; Angus e Van Der Poll, 2013).

Este conceito de sepse vem se tornando imprecistoragp dos anos e
recentemente, diversos estudos chamam a atencdo dato que 0s pacientes com

sepse ou choque séptico podem desenvolver doeiigza qoersistente persistent
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critical illnesg com disfuncdo organica evidente que dura semanasieses. Este
conceito recente surgiu para designar pacientesug@eiormente morreriam, mas que
nos dias atuais permanecem vivos devido ao gramuEte exdgeno que recebem para
manter as funcdes dos oOrgdos (Gengiteal, 2012; Deutschman e Tracey, 2014;
Vanzantet al, 2014).

Compreender a natureza de como a resposta inflaematontribui para a
fisiopatologia da sepse ndo sé ajuda a esclarecenaranismos da sindrome, mas
também leva a identificacdo de novos alvos terapsut

As infeccdes bacterianas sdo a causa mais comusepe. Neste contexto
monaocitos e neutréfilos respondem a essa invasiadupindo grandes quantidades de
citocinas, espécies reativas de oxigénio e nitrogé&ue contribuem para erradicacdo
do patdgeno. Paradoxalmente, muitas das alterdifiepatoldgicas observadas na
sepse sdo desencadeadas pela ativacdo da regpitestaatoria, pois a producéo
excessiva desses mediadores pode levar a disfun¢d@ncia de 6rgdos. Estimulos
como LPS e TNFe podem ativar fatores de transcricdo como«dBFresultando em
ativacdo da transcricdo de multiplos genes. Isswduo a liberagdo de citocinas,
aumento de moléculas de adesdo e quimiocinas. @dupéo de EROs e NO pode ser
relatadas como alguns dos efeitos danosos da [@odie citocinas durante a sepse
(Benjamimet al, 2002; Cepinskas e Wilson, 2008; Saloraetal., 2012).

O sucesso no processo de recuperacdo do paciemesepse depende da
sintonia entre as respostas pro e anti-inflamat@iaonceito inicial da "tempestade de
citocinas" tém se mostrado impreciso ao longo dswides, e a resposta anti-
inflamatoria compensatdria (CARS) foi incorporadaeste conceito, como sendo
importante para explicar a trajetoria dos pacieptasunidade de terapia intensiva. O
balanco dessas respostas - SIRS e CARS —como semdoisa da inflamacéo ou
imunossupressao em pacientes séptico (Bone, 1996).

Tem sido proposto que a resposta inflamatériaah&iseguida por um estado de
hipo-reatividade ou paralisia imune em pacientas sepse protraida (Hotchkiss e Karl,
2003; Riedemanet al, 2003). Atualmente, é geralmente aceito queecg&o provoca
ambas as respostas inflamatorias e anti-inflanzOHor conseguinte, dois mecanismos
principais tém sido propostos para as injurias ados por septicemia: sustentada
ativacdo da imunidade inata levando a inflamacé&gueia (Xiao et al, 2011) e uma
fase inicial hiperinflamatoria predominante seguita imunidade diminuida e um
estado anti-inflamatorio (Hotchkiges al, 2013a).
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Um problema com este modelo é que as células imna&ss seriam reguladas
em suas funcdes globais, e mondcitos e neutréfilmsexemplo, estariam com todas as
suas atividades suprimidas em paciente com seps®ipea (Hotchkisgt al, 2013b).
Na verdade, a maioria dos estudos que avaliaramiasébo sangue de pacientes
sépticos demonstraram uma falha na producdo deimaw inflamatorias apds
estimulacao in vitro (Hotchkiss e Karl, 2003; Riedeanet al, 2003; Hotchkis®t al,
2013a), enquanto que os neutrofilos demonstramdésigeguladas tanto para cima
quanto para baixo (Browmt al, 2006). Em conformidade, n0s e outros autores
observamos uma regulacdo positiva da geracdo diiespreativas de oxigénio e
fagocitose em neutréfilos humanos durante sepses grashock séptico (Browet al,
2006). Estudo de nosso grupo demonstrou 0 aumentmedabolismo oxidativo em
neutréfilos e mondécitos do sangue periférico deigpies com sepse comparado a
voluntarios sadios na condicdo basal e frente a@rsidg estimulos. Também foi
observado que pacientes com sepse grave e chopfieosgom SOFA> 7 (SOFA de
discriminagdo entre sobreviventes e n&o sobrewganortalidade 28 dias)
apresentaram maior producdo de metabolismo oxaatiouve forte correlacdo entre
producdo de EROs em mondécitos e neutrofilos depmsentes. Este estudo
demonstrou a importancia da producdo de EROs 1os @dices de mortalidade de
pacientes com sepse (Martetsal,, 2008).

Esses resultados foram confirmados em outra catat@acientes sépticos e
foram estendidos para a geracao de oxido nitriaat@Set al, 2012), que também tem
sido relatada como fator associado a mortalidadsepsae, pois os mediadores de éxido
nitrico sintase (NOS) conduzem a hipdxia grave drgéos periféricos, resultando em
faléncia progressiva de 6rgaos. A NOS também podgibuir diretamente para o dano
no tecido de 6rgéos por seu efeito citotdéxico direediado pelo peroxinitrito (Szabo,
2006).

A deteccdo de NO em amostras bioldgicas represemtdesafio, em funcdo da
infima concentracdo e da meia-vida extremamenta daste composto. Sendo assim a
maioria dos estudos utiliza-se da producdo dos metgbolitos como nitrito e nitrato,
deteccao ou inibicdo das NO sintases para estimsuamroducéo e efeitos. Entretanto,
o valor de estratégias terapéuticas como bloquasoND sintases e administracdo de
doadores de oxido nitrico é ainda controverso (Bgubet al, 2009). A administracéo
de aminoguanidina, um inibidor de NO sintase prevenfaléncia de migracdo dos

neutréfilos e protegeu camundongos submetidos a @idtelo de ligacdo cecal e
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perfuracdo), enquanto camundongos deficientes de shifase ndo apresentaram
faléncia de migracdo, mas evoluiram com100% déidatie e altas concentracdes de
bactérias no exudato peritoneal. Demonstrou-semasgiie os neutréfilos destes
camundongos preservavam sua capacidade de mignag&o,ndo tinham atividade
microbicida pela falta de producdo de NO (Benjaratnal, 2002). Em estudo de fase
[ll, randomizado, multicéntrico, duplo-cego, placetontrolado, que estudou pacientes
com choque séptico tratados com antagonista catimpetile 6xido nitrico Nw-
monomethyl-L-arginine (L-NMMA), ou seja, inibicdcdo seletiva de NOS, embora
produzissem efeitos positivos na pressdo sangueneasisténcia vascular, estava
relacionada com aumento da mortalidade (Lagied, 2004).

As observacdes de associacdo de producdo de espeéaivas de oxigénio e
oxido nitrico com desfecho clinico, observadasiteaatura baseavam-se em estudo de
corte e ndo de seguimento de um mesmo individuaitrentes estadios da sepse.
Além disso, ainda ndo havia sido relatada a meg&arde 0xido nitrico de forma direta
nas células produtoras durante o evento da sep®&ra corroborar esses dados,
avaliamos a producdo de EROs e NO logo apos a®ipasnmanifestacdes clinicas da
sepse e apés 7 dias de tratamento e comparame@swidos encontrados quanto a
producdo de NO e EROs com desfecho clinico. A m@odue EROs e NO se mostrou
aumentada em pacientes sépticos comparado a indévisadios e esta producdo se
mostrava diminuida apds 7 dias de tratamento emithobs que sobreviveram a alta
hospitalar (Santost al., 2012).

A producédo de citocinas desempenha um papel cra@akepse, uma vez
liberadas elas levam a uma consequente ativacaespesta imune, sendo assim,
entender o perfil de citocinas em pacientes consesgqpde ser Util para avaliar a
gravidade da doenca e predizer mortalidade paramainor acompanhamento do
paciente (Chaudhrgt al, 2013).

Estudos do nosso grupo relatam uma menor produg&itatinas in vitro apos
estimulo de células do sangue periférico de passerdom sepse comparado a
individuos sadios. Foi observada diminuicdo de BNE&-IFN¢ no sangue total de
pacientes com sepse ou pacientes com doenca desbasesepse comparados a
individuos sadios (Rigato e Salomao, 2003). Umale®gio negativa da producéo de
citocinas inflamatérias também foi observada em goibos de pacientes com sepse

grave e choque séptico em relacdo a sepse e &linosvsadios (Brunialét al, 2006).
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Sendo assim nossos estudos demonstram que asscéhdaonucleares
periféricas (PBMC) (Rigato e Salomao, 2003; Bruniat al, 2006) e mondcitos
(Salomacet al, 2002) de pacientes sépticos, que eram incambzesoduzir citocinas
inflamatorias em nossos estudos anteriores, masirarma regulacdo positiva da
geracdo de ROS (Martiret al, 2008), que foi confirmada em outro grupo de graes
no qual também foi observada a regulacédo positavgetacdo de NO (Santes al,
2012). Estes resultados indicam que ambas hipeip@résposta podem ocorrer,
dependendo das células e funcdes avaliadas e ogeespr ainda mais expressivo em
um processo critico persistente (Xiab al, 2011). Isto indica uma modulacdo da
funcdo das células que interrompe a amplificacdoedposta imunitaria, mantendo o
controle sobre a infecgéo (Salonetal, 2012).

Em resposta a patdgenos e sinais intracelularemazsofagos passam por
profundas mudancas fenotipicas que os ajudam mHa@da para uma resposta eficaz
contra 0s microorganismos. Essas mudancas feragipgio cruciais para o
entendimento da versatilidade dessas células (Bistal, 2012).

A reprogramacdao de funcdes de mondcitos foi praeposta primeira vez em um
modelo de tolerancia ao LPS, onde, dependendationtento de pré-condicionamento,
LPS induzia efeitopriming seletivos sobre a producéo de TWE-NO em macréfagos
peritoneais de ratos (Zhang e Morrison, 1993). destposteriores demonstraram que
células tolerantes ao LPS nado produzem citocing@matorias, mas apresentam uma
potente atividade fagocitica e retém a capacidagetar ROS (Biswas e Lopez-
Collazo, 2009; Del Fresret al, 2009; Fernande= al, 2010; Salomaet al, 2012).
Um aspecto importante da biologia dos macréfagas seu papel na atividade de
reparacao. Estudos tém demostrado uma forma dlterrde ativacdo ao estudar os
efeitos de IL-4 (e IL-13) nos macrofagos. Os magos alternativamente ativados
(AAM) exibem atividade de regulacédo ou de reparag@iveis reduzidos de citocinas
inflamatodrias (Steiret al, 1992; Mosser e Edwards, 2008). Estas célulassaptaram
um aumento da expressao de receptores CD206 (@eckpimanose) e CD163 (receptor
do complexo hemoglobina-haptoglobina), (Steiral, 1992; Mantovanet al, 2004).
Uma expressao aumentada de CD206, CD163 e CD168etdbi demonstrada em
pacientes sépticos comparados a individuos salliolief et al, 2006; Brunialtiet al.,
2012).

Alguns autores caracterizam a sepse como um esiademunoparalisia

caracterizado por debilitada resposta imune inasaaptativa podendo ter um papel
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central na patogénese de danos teciduais, falé&teianultiplos 6rgdos e morte
(Riedemanret al, 2003; Hotchkiset al, 2013a; Schultet al, 2013) (Figura 1).

A Células
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Figura 1: Dindmica da resposta inflamatéria duranéepse.Riedemann, 2003

Como demonstrado na figura 2 os nossos achadosamgdino entanto que
mondcitos de pacientes sépticos apresentam umauwdgéo da producdo de citocinas
inflamatorias e alta capacidade de gerar EROs epiando ainda mais a idéia de que
a funcdo dessas células é reprogramada nestesteadiBrunialtiet al., 2006; Salomao
et al, 2012; Santost al, 2012).

Early phase Late phase

Figura 2: Cinética da resposta inflamatéria durandepse. Saloméo, 2012.
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Esta dicotomia entre a inibicdo da producdo decicits inflamatérias e de
manutencdo da geracdo de EROs foi observada entesejst experimental e em
monacitos tolerantes ao LPS obtidos de voluntés@mslaveis. Outros estudos também
demonstraram que peptideos antimicrobianos inibeproducdo de TNk- e NO
induzido por LPS em macréfagos humanos e murinosumentam a explosdo
respiratoria (Zughaiest al, 2005). Nao esta claro até que ponto este femptipole ser
devido a diferenciacdo de mondcitos em célulasrnati'vamente ativados, mas
encontramos aumento da expressdo de CD163 e CDp@6,sdo marcadores de
macrofagos ativados alternativamente, em monodegsacientes sépticos (Bruniadti
al., 2012).

Diversos estudos chamam a atencgéo para o fatoedmaiias das mudancas que
ocorrem durante a tolerancia ao LPS ocorrem tambémmacrofagos com uma
polarizacdo M2 (Biswas e Lopez-Collazo, 2009; Retrel, 2011). Estudo realizado em
macréfagos de camundongos submetidos a um estadéedincia ao LPS demonstrou
gue genes tolerizados eram, em grande parte, ggnescodificam mediadores
inflamatorios enquanto 0os genes nao tolerizados e&nan sua maioria genes que se
ligam a patdogenos com funcéo antimicrobiana (Festat, 2007), sugerindo um estado
de reprogramacao muito semelhante ao encontradmhaimente em nossos estudos
(Martinset al, 2003; Brunialtiet al, 2006; Santost al, 2012). Isto nos leva a crer que
a resposta do hospedeiro ndo € um simples modetofage pro-inflamatoria inicial
seguida de uma resposta anti-inflamatoéria, ou gueghilas sucumbiriam a um estado
persistente de imunossupressdo, mas que ao contlaso, existam regulagdes
minuciosas e especificas que levariam as célutkdesiminadas reprogramacoes. Essas
reprogramacdes ocorreriam para combater 0s patégeno mesmo tempo preservar a
célula mantendo a homeostase e levando a uma racépeda resposta imunoldgica
nos pacientes que se recuperam da sepse (Sakrab®012).

No presente estudo testamos a hipdtese de quesrddsr funcbes celulares
seriam reguladas diferenciadamente em um paciemesepse. Assim, avaliamos 0s
monaocitos de pacientes sépticos quanto a ativithapbeitaria, a geracdo de EROs e NO
e a producdo de citocinas inflamatorias (IL-6 e I&yFDevido o numero de mondcitos
ser variavel durante o curso da infeccao, estednpmros foram avaliados ao nivel
celular por citometria de fluxo. Além disso, essdividades foram avaliadas nos
subgrupos de células com ou sem expressao CD163.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar fenotipica e funcionalmente os mondcitostidis de pacientes sépticos,
caracterizando o padrdo de modulagdo e sua askooiagn apresentacdo clinica e
desfecho.

2.2. Objetivos especificos

- Investigar se a modulagéo da producéo de citeqiidF-a, IL-6 e IL-10), geracéo
de Oxido nitrico, espécies reativas de oxigéni@ fagocitose ocorre de forma
diferenciada em mondcitos de pacientes séptic@diaado-se essas funcdes em nivel

intracelular.

- Verificar se as modulacdes funcionais dos monécitas vias acima mencionadas
correlacionam-se com a expressdo de CD163 marc&dorondcitos alternativamente

ativados.

- Investigar se a producéo de EROs se da pelacabvdasubunidades daNADPH-

oxidase
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Reagentes

PBS 0,15M pH 7,2 [8g NaCl (Labsynth, Diadema, SiasB); 0,2g KHPO, (CAQ,
Diadema, SP, Brasil); 1,15g PO, (CAQ); 0,2g KCI (Labsynth) diluido em 1 litro
de agua destilada].

Solucdo de acido etilenodiamino tetra-acético (EPT&A 3mM [0,111g EDTA
(Labsynth), diluido em 100mL de PBS].

Solucédo de NaCl0,2% (1g de NaCl diluido em 500miagiea destilada).

Solucéo de NaCl 1,6% (8g de NaCl diluido em 500mlagua destilada).

Dimetilssulfoxido (DMSO, Calbiochem, Gibbstown, NELJA).

Brefeldina A (Sigma, Saint Louis, MO, EUA)(soluc@stoque: 5mg/mL diluida em
DMSO) Solucdo de uso diluida em PBS estéril iImg/@bncentracdo final na
cultura celular: 10pg/mL.

Solucgédo de Lise 10x concentrada BD (BD BioscieBes Jose, Califérnia, EUA).

Tampado de fixagdo [PBS 1% paraformaldeido, pH 74-{Polysciences Inc.,
Warrington, PA, EUA)].

Tampéo de permeabilizacdo [100mL de PBS, 1mL de #&al bovino (Invitrogen
Corporation Ltda, Carlsbad, Califérnia, EUA); 0,dg saponina (Sigma, Saint Louis,
MO, EUA)].

Meio de cultura RPMI 1640 pH=7,0 suplementado caniglina/estreptomicina 10
Ul/mL, L-glutamina 200mM, HEPES 1%, piruvato de ie6d100mM, 2-
mercaptoetanol 1000x (Invitrogen Corporation).

Tampdo MACS [0,500g de albumina sérica bovina (BSgma) 0,372g de EDTA
(Labsynth), 500 mL de PBS].

2'7’- diclorofluorceina diacetato (DCFH, Sigma), cancentracdo 0,3 mM diluido em
PBS.

4-amino-5-metilamino- 2',7'-difluorofluoresceinaagietato (DAF-FM DA, Invitrogen
Ltda, Carlsbad, Califérnia, EUA), na concentracdoM diluido em PBS.

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

Staphylococcus aureus (ATCC 25923, Oxoid).

Solucgéo salina 0,8% [8g de NaCl (Labsynth) dilledo1000mL de agua destilada].

Meio Tryptic Soy Broth (TSB) (Difco— PROLAB Ltdaa8 Paulo, Brasil).

Meio Mueller Hinton agar (MHA) (Difco).
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Anticorpo anti-CD14 conjugado a proteina peridinatarofila (PerCP), clone MP9
(BD Bioscience, San Jose, Califérnia, EUA).

Anticorpo anti-Interleucina-6 (IL-6) conjugado aofitocianina (APC) clone MQ2-
13A5 (BD Bioscience).

Anticorpo anti-Interleucina-10 (IL-10) conjugado eFluor 450 clone JES3-9D7
(eBioscience, San Diego, Califérnia, EUA).

Anticorpo anti-fator de necrose tumoral-alfa (ThF-conjugado a ficoeritrina
conjugada a cianina 7 (PeCy7), clone Mabl11 (BD &Gage).

Anticorpo anti-CD163 (CD163) conjugado a ficoen#i (PE), clone GHI/61 (BD
Bioscience);

Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare Bio-Sciences Appsala, Sweden).

Laminas de vidro (Labor Import, Osasco, Sdo Pd&dasil).

6- (lodoacetamido) fluorescein (Sigma).

Anti- gp91phox (Santa Cruz Biotechnology, Inc. BaJITexas EUA).

Anti-p47phox (Merck Milipore, Billerica, Massachttss EUA).

Anti- INOS (Santa Cruz Biotechnology).

Rippabuffer (Sigma).

Laminulas (Labor Import).

Fluoromount Aqueous Mounting Medium (Sigma).

Phagotest (Glycotope Biotechnology, Heidelbergn#daha).

EasySep - Human Monocyte Enrichment Kit without ®Ddepletion, Catalogo:
#19058 (STEMCELL Technologies Inc. Vancouver, Ca)ad

10
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3.2. Casuistica

3.2.1. Aspectos éticos e tamanho de amostra:

Voluntarios sadios e pacientes sépticos foramuidob no estudo apés
assinatura do termo de consentimento livre e esgthy, (Anexo 1) por ele mesmo ou
por seu responsavel legal. O estudo foi aprovatio @emité de Etica da Universidade
Federal de Sado Paulo/UNIFESP, CEP 29677 de 7/6/@@l®& Hospitais Sirio Libanés
e Israelita Albert Einstein (Apendices 1-3).

Foram coletados 10mL de sangue em tubo a vacueramteparina de sédio
(BD Bioscience) de 34 pacientes sépticos e 19 vatios sadios. Dos 34 pacientes 15
foram seguidos para obtencdo de amostra apds fahés, ou alta hospitalar. As
amostras foram processadas em até quatro horasaapoéfeta no Laboratério de
Imunologia da Disciplina de Infectologia da UNIFEEPM.

3.2.2. Critérios de Incluséo:

Os individuos foram incluidos neste estudo entreMa 2014 a Junho 2015.
Controles sadios Voluntarios sadios, de faixas etarias e génesssethantes aos
pacientes, sem uso de medicacdo e que aceitassdigippa espontaneamente do
estudo.

Pacientes Foram incluidos prospectivamente pacientes comadmu clinico e

laboratorial de sepse grave ou choque sépticifit@slos de acordo com as definicdes
adaptadas do consenso de 1992 (Bemnal, 1992) admitidos no Hospital Sdo Paulo,
Hospital Sirio Libanés ou Hospital Israelita AlbEihstein, na cidade de S&do Paulo. Os
pacientes foram incluidos nas primeiras 48 horasvénoto definidor de sepse grave ou

choque séptico.

11
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3.2.3. Critérios de exclusao:

1. Pacientes menores de 18 anos ou doencgas conraroeipnento imune, como

neoplasias ou Aids.

2. Pacientes que estivessem patrticipando de altgragaa experimental.
3. O evento definidor de sepse grave ou choqueidodra mais de 48 horas.
4, Pacientes moribundos ou com morte iminente.

3.3. Cultivo de bactériasPseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) eStaphylococcus
aureus (ATCC 25923).

As cepas d@seudomonas aeruginosataphylococcus auredigram cultivadas
em 300mL de meio Trypticase Soy Broth (TSB) a 3&dh agitacdo, até atingir a fase
exponencial de crescimento. Apds o cultivo, oscfrascontendo as culturas foram
colocados em banho-maria a 60°C por 30 minutos pansar a morte das bactérias.
Uma aliquota de cada cultura foi semeada em meiell®tiHinton Agar (MHA) e
incubada a 37°C por 48 horas, para certificacdmalide das bactérias. As suspensdes
bacterianas foram entdo centrifugadas por 10 nsnat8.800g e o sobrenadante foi
desprezado. Foram realizadas 3 lavagens com solsgifita 0,85%, seguidas de
centrifugacdo por 10 minutos a 3.800g. ApOs as gemns, as bactérias foram
suspendidas em solucao salina 0,85% até atingibadéez equivalente ao tubo nimero
8 da escala de McFarland (24x108células/mL). Aligsiala suspensdo de bactérias
foram estocadas a -20°C.

Um ensaio de dose-resposta foi realizado paraaamelhor concentracdo de
S. aureuse P. aeruginosaa ser utilizada para estimular a producdo de ERGs.e
citocinas sem interferir na qualidade da amostra BUmero de células adquiridas.

A melhor dose definida para mensuracdo de EROLG0iL de S. aureus
(48X10) e 1QuL de P. aeruginosa2,4x10). Para mensuracdo de NO a melhor dose
definida foi 1L de S. aureug2,88x10) e 12.L de P. aeruginosg2,88x10) e para a
deteccao intracelular de citocinas a melhor dodaida foi 37,5uL de S. aureus

(10,5x10) e 37,5L deP. aeruginosg10,5x10).
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3.4. Estimulagéo in vitro de sangue total para estlo da producdo de espécies

reativas de oxigénio em mondcitos.

Para a mensuracdo do metabolismo oxidativo, folialea a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) utilizando2¥ulL do reagente 2'7'-
diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) a 0,3mMDQGFH-DA tem a propriedade de
penetrar rapidamente nas células por meio de difld@a vez no espaco intracelular €
hidrolisado por esterases transformando-se endi2iérofluoresceina (DCFH) que é
um composto nao fluorescente e impermeavel a memahrelular. Este, por sua vez,
reage com as EROs, em particular com o peroéxidbidiegénio, sofrendo oxidacéo,
resultando em compostos altamente fluorescentemrafiuoresceina (DCF), cuja a
excitacdo de fluorescéncia e a emissdo maximadapiaelo citbmetro de fluxo sdo

496 e 520nm, respectivamente (Figura 3).

DCFH DA DCFH

I COCH

esterase

cl cl T
O O \ cl EROs
o o o)
O)\CHg o)'\CH3 HO Oxidacao
Membrana celular
2", 7’-diclorofluoresceina ) i
diacetato 2, 7’-diclorofluoresceina Fluorescente

(ndo fluorescente) (n&o fluorescente)

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

Nos ensaios foi observada a producdo espontaneespiecies reativas de
oxigénio, bem como a producdo apos os estimulosL&®Bn(100ng/mL)S. aureuse P.
aeruginosa (24x1Ccélulas/mL), bactérias gram-positivas e gram-negsi

respectivamente (tabela 1). Demais condicdes estéabela 1.
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Tabela I Condi¢Bes utilizadas no ensaio de metabolismdatixio em mondcitos por citometria de

fluxo.
Incubacéo Marcacéo Superficie
Sangue PBS Estimulo DCFH CD14-PerCP CD163-PE
Controle 100pL 700pL 200pL 6pL 15puL
LPS 100pL 690uL 1ouL 200uL 6pL 15uL
P. aeruginosa 100pL 690uL 10pL 200pL 6uL 15pL
S. aureus 100pL 500uL 200puL 200pL 6uL 15pL
DCFH 100pL 500pL
Branco 100pL 900uL
Isotipo 100pL 700pL 200pL 6uL 15uL_iso

Os tubos foram incubados por 30 minutos em banhtna3?C agitando-os
de 10 em 10 minutos. Foram adicionados 2mL de &Il&DOTA 3mM para bloquear a
reacdo, seguido de centrifugacdo por 5 minuto9g.88s heméacias foram lisadas com
adicdo de 2mL de NaCl 0,2% por 20 segundos, segiledadicdo de 2mL de NaCl
1,6% por 20 segundos. ApoOs centrifugacdo, os sabeernes foram descartados e
adicionados 2mL de PBS. Os botdes celulares forambados com 8. de CD14-
PerCP por 15 minutos no escuro. Os tubos receb@main de PBS. Apds nova
centrifugacdo o sobrenadante foi desprezado ecadigise 250L de EDTA 3mM para

leitura em citbmetro de fluxo e posterior andlise.

3.5. Estimulacéo in vitro de sangue total para estlo da producéo de oxido nitrico

(NO) em mondcitos.

Para mensuracao da producgéo de NO foi utilizadmhea5-metilamino- 2°,7'-
difluorofluoresceina diacetato (DAF-FM DA). Esteamaosto atravessa passivamente as
membranas celulares. Uma vez no interior das £lela é deacetilado pelas esterases
intracelulares, que o transformam em DAF-FM. Na@nea de NO, a fluorescéncia do
DAF-FM aumenta formando o derivado benzotriazélimgjp espectro de excitacdo e
emissdo maxima de fluorescéncia sao 495 e 515rspectvamente (Kojimat al,
1998) (figura 4).
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DAF-FM DA

DAF-FM
esterase
\ E T \f NO*
/:;\/E' _
S TNH

NHCH:S

Membrana celular

4-amino-5-metilamino-
2, 7’-difluorofluoresceina
diacetato

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

Fluorescente

(n&o fluorescente)

Figura 4: Reacdo esquematica para deteccéo de 6xido niwmicDAF-FM diacetato.

Oitenta microlitros de sangue heparinizado forastriuidos em tubos de
poliestireno de 5mL e posteriormente foram estichhsacom LPS (100ng/mL)S.
aureuse P. aeruginosa24x10@ células/mL), bactérias gram-positivas e gram-reast
respectivamente. Foram acrescentadqd_2de DAF-FM DA 0,05mM por tubo e os

volumes acertados com PBS parajll2(tabela 2). Demais condicfes estao na tabela 2.

Tabela 2 Condi¢des utilizadas no ensaio de 6xido nitriegrbndcitos por citometria de fluxo.

Incubacao Marcacgédo Superficie
Sangue PBS Estimulo DCFH CD14-PerCP CD163-PE
Controle 80pL 16pL 24puL 6pL 15pL
LPS 80puL 15,2uL 0,8uL 24uL 6pL 15pL
P. aeruginosa 80pL 4uL 12pL 24uL 6L 15pL
S. aureus 80pL 4uL 12pL 24uL 6L 15pL
DAF+Bac 80pL 4puL 12uL 24puL
Branco 80pL 40uL
Isotipo 80uL 40pL 24uL 6uL 15uL_iso

Os tubos entdo foram incubados em banho-maria@ [83° 30min agitando-os
de 10 em 10 minutos. Dado o tempo de incubac&amf@adicionados 2mL de PBS. Os
tubos foram centrifugados a 515g por 5minf@ € os sobrenadantes desprezados. As
hemacias foram lisadas com adicdo de 2mL de N&% @or 20 segundos, seguido de
adicdo de 2mL de NaCl 1,6% por 20 segundos. Aposiftegacdo, os sobrenadantes
foram descartados e adicionados 2mL de PBS. Osdaélulares foram incubados
com 6L de CD14-PerCP e deixados por 15min no escuroteRonente, foram

acrescentados 2mL de PBS, seguido de nova cemttdiog Apos descarte dos

15



%@M’ﬂ/ e %ﬁa’ﬁd

sobrenadantes, as amostras foram suspensas addnesa 0,25mL de PBS por tubo e

foram mantidos em geladeira até a leitura em cit@ e fluxo (Gomeet al, 2010).

3.6. Estimulacaoin vitro de sangue total para deteccédo da producéo de citoas

intracelular em mondcitos.

Foi utilizado protocolo de mensuracao de citocindscelular em sangue total

(figura 5).

Lise das heméacias e
marcacéo de superficie
CD14

Fixagdo - Paraformaldeido 1%

1 2 Permeabilizacéo - Saponina
£ 0,1%
Fa Marcac&o intracelular

IL-6 e TNF-alfa

7

4 horas em estufa
C0,a37° C

I 15minutos T ° ambiente no

escuro
Brefeldina A

1

30 min em estufa Aquisi¢do em Citdmetro Fortessa BD
C0,a37° C

1

30 minutos 4 ° Cno
escuro

30 minutos 0 ° Cno
escuro

7/

Estimulos

Figura 5: Reacao esquematica para detec¢do de citociaaeffar.

Foram incubados 5@ de sangue diluido 1:2 em meio RPMI em tubos de
polipropileno de 5mL e nas condicbes sem estimul@semulados com LPS
(100ng/mL),S. aureus P. aeruginosaZ4x1® células/mL), bactérias gram-positivas e
gram-negativas, respectivamente.As amostras fo@mogeneizadas e incubadas por
30 minutos a 37°C em estufa €®5%. Em seguida, foram adicionados em cada tubo
5uL de brefeldina A na concentragéo final detdinL e os mesmos foram incubados
por mais 4 horas. Foram feitas aliquotas de.P@® sangue em tubos de polipropileno,

acrescentado 2mL de PBS e entdo centrifugados g §00 5 minutos a 4°C.
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Desprezado o sobrenadante, as hemacias foramdisada2mL de solucéo de lise BD,

durante 10 minutos a temperatura ambiente. Asa®foram lavadas em 2mL de PBS e
0os tubos novamente centrifugados.As amostras foraancadas com anticorpo
monoclonal anti- CD14 (Tabela 4) e incubados pomirftutos no escuro a temperatura
ambiente. Apos a incubacéo, as células foram lavene2mL de PBS, suspendidas em
500uL de tampéao de fixacdo e incubados por 20 minutds8Cano escuro. Os tubos
foram novamente centrifugados e o sobrenadanteadado. As células foram
suspendidas em B0 de tamp&o de permeabilizacdo, receberam os goEqgara
marcacao de citocinas intracelular IL-10, IL-6 eFFd (tabela 3) e incubadas por 30
minutos a 4°C no escuro. Apés este periodo, adaséforam lavadas em 2mL de
tampéo de permeabilizacédo e suspendidas emL3@6 tampdo MACS para posterior

analise em citobmetro de fluxo.

Tabela 3 Condi¢des utilizadas no ensaio de citocina ietiidar em mondcitos por citometria de fluxo.

Incubagéo Marcacéo Superficie Marcacéo Intracelular
Sangue Meio RPMI Estimulo Brefeldina A CD14-PerCP  CD16PE IL-6Fitt  TNF-a-PeCy7 eFluor450-IL-10
Controle ~ 500uL  500uL 5uL 6L 15uL L 5uL SuL
LPS 500uL  500pL 5uL 5uL 6uL 15uL L 5uL 5uL
P.aeruginosa 500pL  500uL  37,5uL 5L 6L 15uL L 5uL 5L
S.aureus 500pL  500uL  37,5uL 5uL uL 15uL 1L 5uL 5uL
Branco  500pL  500uL 5uL
Isotipo ~ 500pL  500pL 5L 6uL 15uL _iso

3.7. Estimulagaoin vitro de sangue total para mensuracdo de fagocitose em

mondacitos.

Para mensuracgédo da fagocitose foi utilizado o kiagetest” (Glycotope B
biotechnology, Heidelberg, Alemanha). Foram incasatiOQuL de sangue em 2tubos
de polipropileno de 5mL (tubo controle e tubo testeoi adicionado 6L de E. coli
opsonizada conjugada a FITC (reagente B). Os tdbmam homogeneizados e
incubados em berco de gelo por 10 minutos. Dadenpd de incubacdo a amostra
teste foi colocada em banho-maria a 37°C por 1lQitognenquanto que o tubo controle
permaneceu no gelo. Apls esse periodo a amosteaftescolocada novamente no
berco de gelo. Foi adicionado 1Q0de solugcaaquenching(reagente C) previamente
resfriado, em cada tubo. Os tubos foram e homogades em vortex. Foi realizada

duas lavagens com 3mL de reagente A. Os tubos feentrifugados a 800g por 5

17



%e/m/ e ac%/ﬁ)‘(//”’j

minutos a 4°C e desprezado o sobrenadante. Reakézama lise hipotdnica com 2mL

de reagente D, por 20 minutos em temperatura amebiehs amostras foram
centrifugadas a 800g por 5 minutos a 4°C e despoeaa@obrenadante e realizado nova
lavagem com 3mL de reagente A, seguida de novaifcgaicdo. Foi desprezado o
sobrenadante e apds homogeinizacdo foi adicion@@olL2de solucdo DNAstaining
(reagente E) por tubo. As amostras foram incubadaberco de gelo protegidas da luz
por 10 minutos. Dado o tempo de incubacéo foi zadh aquisicdo em citOmetro de

fluxo e posterior analise.

3.8. Aquisicdo de dados para deteccdo da producace cEspécies Reativas de
Oxigénio (EROs), Oxido Nitrico (NO), producdo de ¢ocinas intracelular e
fagocitose.

A leitura das amostras foi realizada no citometrdldxo LSRFORTESSA (BD
Biosciences). A aquisicdo dos eventos foi realizaden o auxilio do programa
FACSDiva (BD Biosciences).

3.8.1. EROs e NO

Para a aquisicdo dos dados foram utilizados daiscgs de pontos (Figura 6) o
primeiro, de dispersdo frontal (escala linear) werdispersao lateral de luz (escala
logaritmica), foi determinado uma regido P1 de ologdia caracteristica de mondcitos
(Figura 6A). Utilizando-se outro grafico de dis@ardateral de luz versus expresséo de
CD14 foi delimitada a regido P2 para identificagm@os positivos para CD14 (marcador
de mondcitos - Figura 6B). Por meio da combinacde tkgides P1 e P2 foram
adquiridos 5000 eventos, 0s quais possuiam, portambrfologia de mondcitos e

positividade para CD14. Todos os eventos foranosalv
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Figura 6: Estratégia de aquisicdo de mondcitos em sangue tbfgara deteccdo da producdo de
EROs e NQ O grafico A mostra as dispersdes frontal versterdl de luz. A regido 1 (P1) separa as
populacées de morfologia de mondécitos. O graficmdstra a dispersao lateral de luz e a expressao de
CD14. Aregido (P2) evidencia os mondcitos CD14+

3.8.2. Citocinas intracelular:

Para a aquisicdo dos dados foram utilizados ddficgs de pontos (Figura 7). O
primeiro, de dispersdo frontal (escala linear) werdispersao lateral de luz (escala
linear), foi determinado uma regido P1 de morf@ogaracteristica de mondcitos
(Figura 7A). Utilizando-se outro grafico de dis@ardateral de luz versus expresséo de
CD14 foi delimitada a regido P2 para identificagmwos positivos para CD14 (marcador
de mondcitos - Figura 7B). Por meio da combinacde ckgides P1 e P2 foram
adquiridos 5000 eventos, 0s quais possuiam, portambrfologia de mondcitos e

positividade para CD14. Todos os eventos foranosalv
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Figura 7: Estratégia de aquisicdo de mondcitos em sangue tbfgara deteccdo da producdo de
citocinas intracelular. O grafico A mostra as dispersfes frontal verstexdhde luz. A regido 1 (P1)
separa as populacdes de morfologia de mondcitografico B mostra a dispersao lateral de luz e a
expressdo de CD14. Aregido (P2) evidencia os mmsdCD14+.

3.8.3. Fagocitose

Para a aquisicdo dos dados foi utilizado um grédiealisperséo frontal versus
dispersdo lateral de luz em escala linear ondedé&erminada uma regido Pl de
morfologia caracteristica de mondcitos (Figura 84t)lizando-se outro grafico do tipo
histograma com positividade para o corante de DWNAitlfoi delimitada a regidao P2
para eliminar as bactéri& coli que ndo foram fagocitadas (Figura 8B). Por meio da
combinacédo das regides P1 e P2 foram adquirido®01B0entos. Todos os eventos

foram salvos.
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Figura 8: Estratégia de aquisicdo de mondcitos em sangue tbfmra mensuragdo da fagocitoseO
gréfico A mostra as dispersdes frontal versus datéde luz. A regido 1 (P1) separa as populacdes de
morfologia de mondcitos. O grafico B delimitadaegifio 1 excluindo excesso de bactéEasoli que

nao foram fagocitadas.

3.9. Anadlise de dados da producdo de Espécies Reas de Oxigénio (EROSs),

Oxido Nitrico (NO), producéo de citocinas intracellar e fagocitose.

A andlise dos resultados foi realizada com auxitigorograma FlowJo (Tree Star INC.
Ashland, OR, EUA).

3.9.1. EROs, NO, IL-6, TNFe € IL-10:

Para analise dos monacitos, células individusiisg(etg foram selecionadas e
os mondcitos foram caracterizados por dispers&ralatie luz e positividade para
CD14. Os mondcitos foram ainda caracterizados aoghdas positivas e negativas para
CD163. O quadrante de células CD163 foi estabeleninn base no tubo com isotipo
controle. A producdo de EROs e NO foi avaliada enmduitos e nos subconjuntos de
mondcitos CD163+ e CD163- em gréficos do tipo lgist;ma sendo a média geométrica
de intensidade de fluorescéncia (MGIF) relacionaddeteccdo de DCFH ou DAF,

respectivamente (Figura 9).
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Figura 9: Estratégia de andlise para deteccao da producdo deROs e NO em mondcitos e
subpopula¢gde<Células individuaisginglet3 foram selecionadas e os mondcitos foram caraeitos por
disperséo lateral de luz e positividade para CD¥4 Qutro grafico de dispersao lateral vs. Dispersa
frontal de luz foi utilizada para excluir célulagmnores (B). Para determinar a populagcédo de CD1&3, u
tubo isotipo controle foi utilizado para determima quadrantes. Os resultados sdo apresentados como
percentagem de células que expressam CD163 (Gho@écitos CD14 + e subpopula¢gdes de monécitos
CD14 + CD163 + e CD14 + CD163- foram avaliados eafigps do tipo histograma onde a detecgéo
DCF corresponde a producdo de EROs. Os gréaficorepfiesentativos de um experimento para detecc¢ao
de EROs em voluntérios sadios e pacientes séptiaosituacdo controle e apds estimulo cBm

aeruginosa
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3.9.2. Citocinas:

Para analise dos mondcitos, células individuaisg(ety foram selecionadas e os
monaocitos foram caracterizados por dispersao latlerduz e positividade para CD14.
Os mondcitos foram ainda caracterizados como &lplasitivas e negativas para
CD163. O quadrante de células CD163 foi estabalenitin base no tubo com isotipo
controle. A deteccdo das citocinas intracelulamsahalisada em mondcitos e nos
subconjuntos de mondcitos CD163+ e CD163-, estasspa vez foram avaliadas
quanto a producdo de citocinas IL-6, ThFe IL-10. Para ambas as analises foi
utilizado o tubo sem estimulo para delimitar o gaaté onde se determinou o basal de
producdo de citocinas. Manteve-se esse quadramte gs tubos estimulados. Os
resultados foram expressos em porcentagem de ntosm@miodutores de citocinas.

(Figura 10).
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Figura 10. Estratégia de analise da producdo de citocina intlular em mondcitos e
subpopula¢des Células individuaissinglety foram selecionadas e os monécitos foram caraetdos

por dispersao lateral de luz e positividade pard€\). Dot-plotsforam realizados com parametros de
disperséo lateral de luz versus positividade plar®.l Para determinar a populacdo de CD163, Ui tu
isotipo controle foi utilizado para determinar asadrantes (B). Os monécitos CD14 + e subpopulacdes
de mondcitos CD14 + CD163 + e CD14 + CD163- forasaliados quanto & producéo de citocinas. Os
guadrantes para positividade das citocinas foratabekecidos com base em células ndo estimuladas
(controle). Os resultados séo apresentados conmzermgagem de células produtoras de citocinas. Os
gréaficos sdo representativos de um experimento paleteccdo de IL - 6 em um voluntario sadio e um
paciente séptico em células ndo estimuladas eemgpidsulo conP. aeruginosa
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3.9.3. Fagocitose

Para analise da fagocitose, os mondcitos forancieaizados pela combinacéo
de células individuaiss{nglety com parametros secundarios de dispersao lateral v
disperséo frontal de luz (figura 11A). Outro grafao tipo histograma foi utilizado para
excluir restos de bactérias ndo fagocitadas. (RidLkB). Os eventos contidos na
combinacéo das regides P1 e P2 foram analisadasigmgrafico de dispersao frontal
versus dispersdo lateral de luz onde se delimiteucdélulas com tamanho e
granularidade de mondcitos (Figura 11C). ApGs estasbinagcfes as células foram
analisadas em um grafico do tipo histograma senu@dia geométrica de intensidade
de fluorescéncia (MGIF) relacionada a deteccéadcdeoli conjugada a FITC (figura
11D e E), ou seja, a mensuracgdo da fagocitoseldd dea MGFI do tubo controle (gelo)
foi subtraido do tubo teste (37°C).
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Figura 11:Estratégia de analise da mensuracéo de fagocitosa enondcitos do sangue periféricoO
grafico A mostra a dispersao frontal altura vei&@es para evidenciar as células Unicas presenigatao

O grafico B foi utilizado para excluir restos dectgaias ndo fagocitadas. O grafico C mostra a digjoe
lateral de luz versus disperséo frontal de luz oselelelimitou a populacdo de mondcitos. As células
(mondcitos) separadas pela estratégia dos grafioteviores sdo analisadas quanto a capacidade de

fagocitose (D).

(preto).

O gréfico E evidencia a fagocitese individuos sadios (cinza) e pacientes sépticos
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3.10. Imunofluorescéncia para observagdo da co-ldmmcdo da gp9lphox e

p47phox.

Foi coletado sangue em tubo contendo anticoagul&@&A e realizado
separacado de células mononucleares do sangueriger{i@BMC) (protocolo Anexo 2)
com uso de Ficoll Paque Plus. As células foram aemadas em nitrogénio liquido.
Apoés descongelamento as células foram aderidasaermd de vidro com polisina
0,01%. Em seguida, foram fixadas com paraformatddith e lavadas com solucéo
salina tamponada fosfatada (PBS). O bloqueio dmgdies inespecificas foi realizado
com soro de cavalo (1:50) e albumina sérica bo¥#a Utilizaram-se os anticorpos
primarios: anti-Nox2 feito em cabra (1:200), apd7 (1:100) e anti-p65 (1:200) feitos
em coelho. Os anticorpos foram utilizados em aagéoi ou isoladamente conforme a
necessidade de co-localizacdo. Apds 12 horas déagéo com anticorpo primario, as
células foram incubadas com anticorpos secund&spscificos conjugados a Alexa
fluor 594 (1:400) e/ou Alexa fluor 488 (1:100). dicteo foi corado com 4, 6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) a 1mM para otimizarl@itura realizada no microscopio
confocal SP5 (Leica, EUA).As imagens foram anahsacho programa Image J
(Nationallnstitutes of Health, Bethesda, MarylanBUA) utilizando o plugin
colocalizationanalysis/colocalizationhighligter kacalized points-8 bit). Utilizando-se
tal ferramenta, os pontos de co-localizacéo dalpdwe da gp91lphox foram expressos
em uma nova imagem gerada. A partir desta Ultimagémntificada a média de
intensidade de fluorescéncia correspondente de dugsatro células/paciente em
campos selecionados aleatoriamente.

Foi realizada uma purificacdo de mondcitos (prdmdnexo 3), a partir de
PBMC de dois individuos seépticos (purificacdo >90%)um individuo sadio
(purificacdo >70%). A imunofluorescéncia confirmomna presenca de co-localizacdo

nos monadcitos.
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3.11. Anélise estatistica

Os resultados analisados no programa Flowjo foraporéados para uma
planilha Excel e a andlise estatistica foi reabzatilizando-se o pacote estatistico SPSS
(Statistical Package for Social Sciences v 19B)(IArmonk, NY, EUA).

Todas as variaveis foram testadas quanto a suaahdaate pelo teste Shapiro Wilk e
apresentaram distribuicdo ndo normal.

Para comparacdo de dados quantitativos entre grdipioutilizado o teste de
Mann-Whitney U. Quando se comparou dados quantigtintra-grupo, ou seja, de
amostras relacionadas foi realizado o teste dedibic.

A interagéo de CD163 com EROs, NO, IL-6, IL-10 eFF foram analisadas
pelo teste de medidas repetidas ( ANOVA ) com etpéte de Bonferroni .

O valor de significancia estatistica foi estabele@m 5% ou p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Perfil geral da coorte

Foram incluidos no estudo 34 pacientes dos quaB¥® apresentaram quadro
de sepse grave e 44,1% de choque séptico.

Destes 52,9% sao do género masculino, com médiade de 62,44+19 (com
idade minima de 25 e maxima de 92 anos). Dos pasieimcluidos, 15 foram
submetidos a uma nova coleta apos sete dias densgga (D7).

As principais fontes de infeccao foram o trato iregrio (47,1%), trato urinario
(23,5%), abdémen (20,6%) e outros (3%). A médiastmreSequential Organ Failure
AssessmentSOFA) foi 5,47 variando de 0 a 16. A mortalidattes pacientes foi de
11,8%.

Também foram incluidos 19 individuos sadios de edadyénero semelhantes
aos pacientePE0,504 - Mann-Whitney). Destes, 52,6% sao do génmexsculino com
média de idade de 59,9+16,8 (com idade minima der@@xima de 88 anos).
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4.2. Comparacéo entre individuos sadios e pacientegpticos.

4.2.1. Andlise da fagocitose por mondocitos do sarggyeriférico de pacientes na

coleta do DO em relacdo aos individuos sadios.

Nao houve diferenca na fagocitose de mondcitos dpuaomparados o grupo de
individuos sadios e pacientes sépticos no DO (MNegdi&MFI, 15.499range 8.722-
24.879; Mediana, GMFI, 19.70fange5.207-35075, respectivamenis0,178).

4.2.2.Analise da producgéo de EROs, NO, IL-6 e IL-10 TNFe por mondcitos do

sangue periférico de pacientes na coleta do DO emlacao aos individuos sadios.

A producédo de EROs e NO pelos mondcitos foi maiar pacientes sépticos do
gue em controles sadios em todas as situacoea@dasliEm contraste a porcentagem de
monaocitos produtores de IL-6 e TNFfoi menor nos pacientes sépticos do que nos
controles sadios ap0s estimulo cdtRS,P. aeruginosa S. aureugTabela 4).

Nao foi observada diferenca estatistica quantorcdugdo de IL-10 entre

individuos sadios (n=12) e pacientes sépticos (n=12

29



)
@@M//ac/(}d

Tabela 4: Producéo de espécies reativas de oxigénio, &itdoa IL-6, TNF-u e IL-10 por mondcitos do sangue periférico de grateis na coleta do DO em relacéo aos

individuos sadios.

EROs (GMFI)

Pacientes Sépticos

Individuos Sadios

Sem estimulo
LPS
P. aeruginosa
S. aureus

NO (GMFI)

Sem estimulo

LPS

P. aeruginosa

S. aureus
IL-6 (%)

Sem estimulo

LPS

P. aeruginosa

S. aureus
TNF-a (%)

Sem estimulo

LPS

P. aeruginosa

S. aureus
IL-10 (%)

Sem estimulo
LPS

P. aeruginosa
S. aureus

Média DP Mediana Percentis 25-75 Média DP Mediana Percentis 25-75
3231 2178 2459 1735 4546 1182 640 1005 761 1487
4154 2667 3387 2049 6205 1289 778 1177 829 1503
4644 3068 3972 2257 6514 1448 839 1372 928 1560

13401 11569 9296 5573 18507 2924 1682 2479 1749 3275

558 331 479 362 621 244 94 209 176 305
674 403 572 448 792 309 94 284 243 389
1116 676 917 631 1493 543 188 517 422 667
949 507 840 617 1103 460 198 372 309 663
4.5 3,7 3,3 2,1 57 5,4 4,2 3,8 3,2 6,4
25,1 23,8 10,9 4,9 41,2 66,7 17,1 70,8 60,2 77,5
29,2 25,1 24,1 4,9 51,8 67,4 13,7 70,4 54,1 78,1
16,1 15,1 9,6 41 25,1 28,0 12,2 24,8 18,9 41,9
1,6 1,3 1,3 0,7 2,3 3,3 2,7 2,6 1,6 4,2
23,3 19,0 18,6 6,5 36,2 62,4 12,3 66,7 47,8 72,1
37,3 23,0 33,4 17,5 56,8 73,4 11,6 70,7 61,4 86,8
24,6 19,1 19,6 9,3 42,4 34,3 9.3 33,6 26,5 43,9
3,9 2,1 3,3 2,5 4,5 4.8 2,6 4,1 3,4 7,3
6,5 3,4 59 4,6 7,6 9,5 8,3 7,4 3,6 13,6
14,0 8,1 12,3 9,0 19,3 16,6 8,1 16,3 8,4 22,4
7,9 4,9 7,8 5,4 8,9 9,7 5,7 9,1 5,4 11,6

< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001

< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001

0,249
< 0,001
< 0,001
0,002

0,004
< 0,001
< 0,001
0,023

0,347
0,443
0,478
0,347
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4.3. Comparacgdo entre individuos sadios, pacientesm sepse grave e choque
séptico.

4.3.1. Andlise da fagocitose por mondcitos do sargguperiférico de

individuos sadios, pacientes em sepse grave e che@éptico na coleta do DO.

N&do houve diferenca na fagocitose de mondcitos omparacdo entre
individuos sadios e quando os pacientes foramifitagis em sepse grave e choque
séptico: Sadios (mediana, GMFI, 15.498nge 8.722-24.879), sepse grave (mediana,
GMFI, 23.733;range 6.118-35.075) e choque séptico (mediana, GMFUI 16, range
5.207-32.877)R=0,112).

4.3.2. Andlise da producdo de espécies reativas de oxigénpor mondcitos do
sangue periférico de individuos sadios, pacientemesepse grave e choque séptico
na coleta do DO.

Foi observada diferenca estatistica quando comparasl trés grupos estudados
— individuos sadios, sepse grave e choque séptientg a producdo de espécies
reativas de oxigénio em todas as condicfes anabs&&0,001 (Kruskal Wallis).
Quando os grupos foram analisados dois a doisyahsse que a producdo de EROs
foi maior nos grupos de pacientes em sepse grakieque séptico em relacdo ao grupo
de individuos sadios. Sadios versus sepse graverdi» P=0,003), LPS®P=0,001),P.
aeruginosa(P<0,001) eS. aureugP<0,001). Sadios versus choque séptico: Controle
(P<0,001), LPS P<0,001),P. aeruginosaP<0,001) eS. aureus(P<0,001). Quando
comparamos 0s grupos de pacientes a producdo de ER@o maior nos pacientes
com choque séptico comparado aos pacientes cora gegpge nas seguintes situagoes:
Controle: P=0,009); LPS:P=0,011) eP. aeruginosa(P=0,024) (Figura 12).
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Figura 12: Metabolismo oxidativo de mondcitoslo sangue periférico de 10 individuos sadios (saixa
em branco), 19 pacientes em sepse grave (caixasirema claro) e 10 pacientes em choque séptico
(caixas em cinza escuro). Os monécitos foram awdis combinando-se tamanho e complexidade das
células e positividade para CD14. No grafico osoned sdo mostrados em média geométrica da
intensidade de fluorescéncia (MGFI) da detecca®@EH. Estédo representados os valores maximos e
minimos, o percentil 25% e 75% (caixas), mediana gloipos e valores extremos (circuld3y. 0,001
para todos os estimulos na comparacédo entre osgy(Kpuskal-wallis). P<0,05 em relacdo aos sadios,
#P<0,05 em relacéo a sepse grave (Mann-Whitney).
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4.3.3. Analise da produgdo de Oxido nitrico em mondcitos al sangue
periférico de individuos sadios, pacientes em sepgeve e choque séptico na coleta
do DO.

Foi observada diferenca estatistica quando compaasl trés grupos estudados
— individuos sadios, sepse grave e choque séptiantg a producdo de oxido nitrico
em todas as condicfes analisad®,001 (Kruskal Wallis). Quando os grupos foram
analisados separadamente, observou-se que a poodeddO foi maior no grupo de
pacientes tanto em sepse grave quanto em choqtieosém relacdo ao grupo de
individuos sadios. Sadios versus sepse grave: @er@<0,001), LPS P=0,001),P.
aeruginosa(P=0,008) eS. aureugP=0,001). Sadios versus choque séptee0,001
para todas as situacfes avaliadas. Nao foi obsediteienca estatistica entre os grupos

de pacientes em nenhuma das situagdes avaliadasa Ai3).

3.000

[[] sadio
[] Sepse grave .
504 I Choque séptico

o0

~ 2.000 o ®
LL
2 * o
O e *
1.500—
*
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O *
Z 1.000- 8

] oo o2 10 o8

Controle LPS P. aeruginosa S. aureus

Figura 13: Producdo de 6xido nitrico em mondcitoslo sangue periférico de 10 individuos sadios
(caixas em branco), 19 pacientes em sepse grav@agcam cinza claro) e 10 pacientes em choque
séptico. Os mondcitos foram analisados combinaeddasnanho e complexidade das células e
positividade para CD14. No grafico os valores s@strados em média geométrica da intensidade de
fluorescéncia (MGFI) da deteccdo de DAF. Estdo esgmtados os valores maximos e minimos, o
percentil 25% e 75% (caixas), mediana dos grupeares extremos (circulody< 0,001 para todos os
estimulos na comparacéo entre os grupos (Kruskilisy& P<0,05 em relac@o aos sadioP<®,05 em
relacdo a sepse grave (Mann-Whitney).
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4.3.4.Analise da porcentagem de mondcitos produtores dé46 do sangue

periférico de individuos sadios, pacientes em sepgeve e choque séptico na coleta
do DO.

Foi observada diferenca estatistica quando compaasl trés grupos estudados
— individuos sadios, sepse grave e choque séptiaotg a producdo IL-6 em todas as
condicOes analisadaP<0,001 (Kruskal Wallis). Quando os grupos foramliaados
separadamente, observou-se que a producao deoliLrehior nos grupos de pacientes
do que no grupo de individuos sadios em algumascgies avaliadas. Sadios versus
sepse grave nas situacbes: LA%(0,001), P.aeruginosa(P<0,001) eS. aureus
(P=0,029). Sadios versus choque séptico: P& (001),P. aeruginosgP<0,001) eS.
aureus (P=0,001). Nao houve diferenca estatistica entre mgpo3 de pacientes.
(Figural4).
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Controle LPS P. aeruginosa S. aureus

Figura 14: Porcentagem de mondcitos produtores del16 do sangue periférico de 10 individuos
sadios (caixas em branco), 19 pacientes em sepge (paixas em cinza claro) e 10 pacientes em e&oqu
séptico. Os mondcitos foram analisados combinaeddasnanho e complexidade das células e
positividade para CD14. Estao representados ogeglmaximos e minimos, o percentil 25% e 75%
(caixas), mediana dos grupos e valores extremosu(g$). P< 0,05 para todas as situacfes avalisaas
comparacéo entre os grupos (Kruskal-wallis). *P50gbn relacdo aos sadios e #P<0,05em relacdo a
sepse grave (Mann-Whitney).

4.3.5. Analise da porcentagem de mondécitos produtes de TNFe do sangue
periférico de individuos sadios, pacientes em sepgeve e choque séptico na coleta
do DO.
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Foi observada diferenca estatistica quando compaasl trés grupos estudados

— individuos sadios, sepse grave e choque séptiemtq & producdo TNé&-nas
seguintes condi¢des analisadas: LPS0(001),P. aeruginosaP<0,001) eS. aureus
(P<0,001) (Kruskal Wallis). Quando os grupos foramalesados separadamente,
observou-se que a producdo de TiNFei menor nos grupos de pacientes do que no
grupo de individuos sadios em algumas situacddtdaa. Sadios versus sepse grave
nas situacoes: LP$<£0,001) eP. aeruginosdP<0,001). Sadios versus choque séptico:
LPS (<0,001), P. aeruginosa(P<0,001) eS. aureus(P=0,001). Houve diferenca
estatistica entre os grupos de pacientes. A proddearNFe foi menor no grupo de
pacientes em choque séptico quando comparado po gaupacientes em sepse grave
nas situacoes apos estimulos: LFPS(0,012), P. aeruginosa(P<0,015) eS. aureus
(P<0,015) (Figura 15).
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Figura 15: Porcentagem de mondcitos produtores deNIF-o. do sangue periférico de 10 individuos
sadios (caixas em branco), 19 pacientes em seage (aixas em cinza claro) e 10 pacientes em ehoqu
Os mondcitos foram analisados combinando-se tamamlomplexidade das células e positividade para
CD14. Estéo representados os valores maximos enmsnio percentil 25% e 75% (caixas), mediana dos
grupos e valores extremos (circulos). P< 0,05patast as situacfes avaliadas na comparagao entre 0s
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grupos (Kruskal-wallis). *P<0,05 em relacdo aosaad #P<0,05em relacdo a sepse grave (Mann-
Whitney).

4.4. Correlacdo entre SOFA e espécies reativas deigénio, oxido nitrico, IL-6 e

TNF-a em monocitos do sangue periférico de pacientes §éps na coleta do DO.

A geracdo de EROs se correlaciona positivamenteacpontuacdo do score SOFA nas
seguintes condi¢cdes Controle e apos estimulos d@&dP. aeruginosa (Figura 16)
engquanto nenhuma correlacao foi encontrada ergeeare de disfuncédo de 6rgdo com
qualquer outra funcdo das células avaliadas, erast@$ condi¢cdes testadas: NO
(Controle: P=0,106; LPS:P=0,112; P. aeruginosa P=0,192 eS. aureus P=0,196),
TNF-o (LPS:P=0,272;P. aeruginosaP=0,132 eS. aureusP= 0,303) ou IL-6 (LPS:
P=0,641; P. aeruginosa P=0,598 eS. aureus P=0,606) (Teste de Correlacdo de
Pearson)
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Figura 16: Correlacao entre o escore SOFA e produgdde ERO em mondcitos de sangue totaDs
dados representam a geragdo de EROs em amostdmisao de 34 pacientes sépticos sob diferentes
estimulos e 0 escore SOFA na admisséo na UTl.tiagado o teste de correlacdo de Pearson. O gréfic

mostra o valor d® e R obtido.
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4.5. Andlise da interacdo da producdo de espécies rea® de oxigénio, Oxido
nitrico, IL-6 e TNF-a em mondcitos CD163+ e CD163- do sangue periféricle

pacientes na coleta do DO em relag&o aos individusedios.

Foi avaliado se as diferencas na modulacdo da a@ede espécies reativas de
oxigénio e Oxido nitrico e das citocinas inflam&sriL-6 e TNFe. observada entre
pacientes sépticos e voluntarios sadios foram enfliadas pela expressdo de CD163
em monacitos. Em geral, monécitos CD163+ produzigaintidades mais elevadas de
IL-6 e TNF-alfa e quantidades menores de EROs e NMa interacdo entre a
expressdo dos receptores e 0s grupos de pacientesmdontrada na situacdo apos
estimulo com LPS 8. aureugpara TNFe e IL - 6) e conP. aeruginosgpara o TNF-

a). Monécitos CD163+ produziram maiores quantidadkesitocinas que os mondcitos
CD163- tanto no paciente séptico quanto nos indoddsadios e, inversamente, a
producdo em voluntarios saudaveis foi maior do&muepacientes sépticos em todas as
situagbes em mondcitos CD163- apos estimulo Soraureus Interagdo também foi
encontrada apds estimulos c@n aureuse P. aeruginosaem relacdo a geracdo de
EROs. Neste caso, as diferencas entre as céluld$33De CD163- foi observada
apenas em pacientes sépticos; com ambos os esiengiyacao de EROs foi maior nos
sépticos do que nos voluntarios sadios para os aitoedCD163+ e CD163-. Nenhuma
interacdo foi encontrada em relacéo a geracdo des&do que valores maiores foram

observados nas células CD163+ (figura 17).
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Figura 17: Interacdo da expressédo de CD163 com aquugéo de EROs, NO, IL-6 e TNFe em
monacitos. Sangue total de 34 pacientes sépticos (DO) (lirdraicua) e 19 voluntarios sadios (linha
pontilhada) foram analisadas apds estimulo com EP&eruginosae S. aureus Os mondcitos foram
analisados combinando-se tamanho e complexidadeélizias e positividade para CD14. Os mondcitos
foram ainda caracterizados como células CD163ipasie CD163 negativas. As produg¢des de EROs e
NO foram analisados em graficos do tipo histogramajuantificada como a média geométrica
intensidades de fluorescéncia (GMFIs) associados aaleteccdo de DCFH e DAF, respectivamente.
Nivel de citocina intracelular foi baseado em gaatlks estabelecidos na amostra sem estimulo e séo
expressos como a percentagem de mondcitos produtlerecitocinas. * Os valores d& indicam a
interacdo entre a expressdo de CD163 e os grupesiu@arios saudaveis e em pacientes sépticos para
cada parédmetro e condicao avaliada (ANOVA).
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4.6. AvaliagOes durante o seguimento dos pacients sepse nas amostras DO e D7.

4.6.1. Analise da fagocitose por mondcitos do sargyperiférico de pacientes
nas coletas DO e D7.

N&o houve diferenca na fagocitose de mondcitos algue periférico de
pacientes sépticos na coleta DO e apods sete diaeglémento (Mediana, GMFI,
19.473; range 5.207-35075; Mediana, GMFI, 18.887range 6.023-31.803,
respectivamentd?=0,875).
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4.6.2. Andlise da producdo de espécies reativas de oxig&rpor monaqcitos

do sangue periférico de pacientes nas coletas DD®.

A figura 18 mostra a producéo de espécies reatigasxigénio em monaocitos do
sangue periférico de pacientes sépticos na cdia € apds sete dias de seguimento
(D7). A producéo de EROs foi menor no D7 comparaoldO em todas as situagdes
avaliadas: ControlePE0,030); LPS: P=0,019);P. aeruginosa(P=0,013) eS. aureus
(P=0,048) (figura 18).
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Figura 18: Metabolismo oxidativo de monécitosdo sangue periférico de 15 pacientes sépticos nas
coletas do DO e D7. Os mondcitos foram analisadohinando-se tamanho e complexidade das células
e positividade para CD14. No grafico os valores méstrados em média geométrica da intensidade de
fluorescéncia (MGFI) da deteccdo de DCFH. Estagesmmtados os valores maximos e minimos, o
percentil 25% e 75% (caixas), mediana dos grupeslaes extremos (circulodP<0,05 comparado ao
DO (Wilcoxon).

41



%J{//jm{ad

4.6.3. Analise da producdo de Oxido nitrico em moniios do sangue
periférico de pacientes nas coletas DO e D7.

A figura 19 mostra a producdo de o6xido nitrico emngtitos do sangue
periférico de pacientes sépticos na coleta (DQ)Gs aete dias de seguimento (D7). A
producdo de NO foi menor no D7 comparado ao DGitnacgio apis estimulo cof
aeruginosaP=0,023) (figura 19).
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Figura 19: Producéo de 6xido nitrico em mondcitoslo sangue periférico de 15 pacientes sépticos nas
coletas do DO e D7. Os mondcitos foram analisadoshinando-se tamanho e complexidade das células
e positividade para CD14. No gréfico os valores séstrados em média geométrica da intensidade de
fluorescéncia (MGFI) da deteccdo de DAF. Estdo esgmtados os valores maximos e minimos, o
percentil 25% e 75% (caixas), mediana dos grupeslares extremos (circulodp<0,05 comparado ao
DO (Wilcoxon).
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4.6.4. Analise da porcentagem de mondcitos produies de IL-6 do sangue
periférico de pacientes nas coletas DO e D7.

A porcentagem de monocitos produtores de IL-6 f@iom na coleta D7
comparado ao DO. Foi observada significancia esitzdi em todas as condi¢des
avaliadas: LPSR=0,017),P. aeruginosgP=0,023) eS. aureugP=0,004) (figura 20).
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Figura 20: Porcentagem de mondcitos produtores deli6 do sangue periférico de 15 pacientes
sépticos nas coletas do DO e D7. Sangue totahfnibiado por 4 horas sem estimulo e estimulado com
LPS,P. aeruginosa S. aureusOs mondcitos foram analisados combinando-se tamarcomplexidade
das células e positividade para CD14. Estdo repi@des os valores maximos e minimos, o percentil
25% e 75% (caixas) e mediana dos grupg$,05 comparado ao DO (Wilcoxon).
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4.6.5. Andlise da porcentagem de mondcitos produtes de TNFe em

sangue periférico de pacientes nas coletas DO e D7.

A porcentagem de mondcitos produtores de TBNfei maior na coleta D7
quando comparado a DO. Foi observada significaestatistica em todas as condi¢des
avaliadas: LPS:R=0,008),P. aeruginosgP=0,031) €S. aureugP=0,015) (figura 21).
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Figura 21: Porcentagem de mondcitos produtores deNF-a em sangue periférico de 15 pacientes
sépticos nas coletas do DO e D7. Sangue totahénibiado por 4 horas sem estimulo e estimulado com
LPS,P. aeruginosa S. aureusOs mondcitos foram analisados combinando-se tamarcomplexidade
das células e positividade para CD14. Estédo repi@des os valores maximos e minimos, o percentil
25% e 75% (caixas), mediana dos grupos e valoresneas (circulos). P<0,05P<0,05 comparado ao
DO (Wilcoxon).

44



4.7. Imunofluorescéncia para observacdo da co-loczdcdo da p47phox e
gp91phox.

Mondcitos dos pacientes sépticos, no DO, apresentaraior ativacdo da Nox2
(maior co-localizacdo da gp9lphox e da p47phox)pavados aos monocitos dos
individuos sadios. Houve significativa diminuicda ativacdo da Nox2 nos mondcitos

dos pacientes sépticos no D7 (figura 22).
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Figura 22: Co-localizacdo da gp91phox (vermelho) da p47phox (verde) (MIF) em PBMC de
pacientes sépticos, obtidas no momento da inteondP®; n=20), e apds sete dias do diagnostico (D7;
n=10). PBMC purificadas de individuos sadios fonaitizadas como controles (n=10). (A) As imagens
foram obtidas em microscdpio confocal (aumento 8%;Gmpliacdo de 5X). Os nucleos das células
foram corados com 4,6-diamidino-2-fenilindol (DA®2ul). (B) O grafico representa as médias de
intensidade de fluorescéncia (MIF) obtidas pelalismé&le co-localizacdocélocalization highligtey
utilizando o programa ImageJ (National Institutedeflth, Bethesda, Maryland, EUA).
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5. DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que mondcitos de pasiar@m sepse grave e
choque séptico sdo modulados durante o processmfelecdo, com aumento da
fagocitose, geracdo de EROs e NO e diminuicdo adugéo de citocinas inflamatérias.
Estes achados confirmam, a nivel celular, nossadtaelos reportados anteriormente
obtidos em monécitos de pacientes sépticos e apaamda o conceito de
"reprogramacao” ou modulacdo de func¢des celulanegez de hiporreatividade durante
a sepse. (Salomaat al, 2002; Brunialtiet al, 2006; Cavaillon e Adib-Conquy, 2006;
Martins et al, 2008; Salomaet al, 2012; Santost al, 2012). Estes resultados também
indicam semelhancas entre om a modulagdo em modelo®lerancia ao LPS e
modulacdo de mondcitos na sepse (Biswas e Lopdaz0pl2009; Del Fresnet al,
2009; Fernandest al, 2010; Salomaet al, 2012).

Estudos tém demonstrado que muitos mecanismos est@lvidos no modelo
de toleréncia ao LPS, incluindo a presenca deindscanti- inflamatorias circulantes,
tais como IL-10 e TGF-beta; a excessiva regulagiitipa da proteina de ligacdo ao
LPS (LBP) ou CD14 soluvel; a sub-regulacdo dospteces de LPS na superficie
celular de células tolerantes; e a regulacdo negdt sinalizacdo dos receptores TLR
(Dobrovolskaia e Vogel, 2002; Cavaillon e Adib-Cagg2006).

Fosteret al relataram que mecanismos epigenéticos regularepast ao LPS
em células LPS-tolerantes. Eles encontraram daipogr de genes diferencialmente
regulados: (T) os genes "tolerizaveis" - genes m@e foram reinduzidos ou foram
induzidos em menor grau em macrofagos ap6s um degiesafio com LPS e os genes
"ndo tolerizaveis" (NT), genes que foram rapidamerinduzidos de forma eficiente,
mesmo apos o segundo desafio. Os genes de citquidasflamatorias apresentaram
regulacdo negativa (T), enquanto genes antimicnokigexibiram regulacdo positiva
(NT), apoiando assim a hipétese de Foster et gudea expressao de genes induzidos
por receptores TLR com diferentes fung¢des biol&gisdo regulados de forma distinta
(Fosteret al, 2007). Estes resultados foram estendidos par@&ceitos humanos por del
Fresno e colaboradores, que encontraram a regulaggativa de citocinas pro-
inflamatodrias e genes de apresentacdo de antigermsaumento da regulacdo dos
fatores anti-inflamatorios, tais como a IRAK-M, e dfetores antimicrobianos (Del
Fresnoet al, 2009).

Em estudo do nosso grupo que se concentrou ndeviaceptores de TLR sob

desafio com LPS nds observamos regulagdo negaévdNFu, IL-12 e CCL2 e
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regulacéo positiva de IL-10 e fatores estimuladatescolonia (CSF2 e CSF3) em

células tolerantes (Mendesal, 2011). Assim, o fenbmeno da tolerancia em moascit
humanos engloba regulacéo positiva e negativaiddaate celular.

A regulacéo negativa das citocinas inflamatoériasliante a estimulacao in vitro
de mondcitos ou células mononucleares do sangiférper de pacientes sépticos foi
consistentemente relatada na literatura (Mugtoal, 1991; Ertelet al, 1995; Rigato e
Salomao, 2003). Nés somente observamos regulagitivpale citocinas inflamatorias
em pacientes com infeccdo sem disfuncdo de O&rgBosniélti et al, 2006).
Curiosamente, a modulagdo da resposta de mondkitaste a sepse ocorreu apesar de
haver preservada ligacdo do LPS aos mondcitossemagdo de expressao de TLR2 e
TLR4 na superficie de mondcitos (Salonea@l, 2002; Brunialtiet al, 2006; Salomao
et al, 2008). A regulacdo da producéo de IL-10 € margrowversa. Neste estudo, nés
avaliamos o nivel intracelular de IL-10 em mond&itte subgrupos de pacientes (N =
12) e voluntérios saudaveis (N = 12) e ndo encomsadiferengas entre os voluntérios
saudaveis e pacientes sépticos; este achado ésteosi com nossos resultados
anteriores em sobrenadante de sangue total (Rega#bomao, 2003).

Os mondécitos no sangue total apresentaram aumeatgpsracdo de EROs e NO
in vitro espontaneos e apds estimulacdo com LPS e conribsajgam-negativas e
gram-positivas importantes clinicamente, aeruginosae Staphylococcus aureus
respectivamente. Este resultado € consistente ca@ssos resultados obtidos
anteriormente em duas outras coortes de paciegptisas (Martinget al, 2008; Santos
et al, 2012). Para verificar se a produgcdo de EROspeta,menos em parte, associada
a fagocitose e ativacdo da NADPH-oxidase, aval®a-£0-localizacdo da p47phox e
NOX-2 (gp91phox) em mondcitos de pacientes séptiCosno mostrado na Figura 7,
observou-se co-localizacdo em pacientes séptiabscigmlmente nas amostras de
admissao, o que nao foi observado em voluntariodéseis, indicando acoplamento do
complexo NADPH-oxidase em pacientes sépticos. Embste achado ndo exclua outra
fonte de ROS, como, por exemplo, por parte dascmidrias, indica claramente que o
aumento da atividade da NADPH-oxidase é uma foatERIOs em pacientes sépticos.
Em adicdo ao papel de EROs na defesa antimicrgblBR&®s esta associado com
toxicidade de células e 6rgaos na sepse e, camsistem achados anteriores (Martins
et al, 2003), observamos que a geracdo de EROs seamiored com o score de SOFA.

E interessante notar que nas amostras de acompentm a diminuicdo da

producdo de EROs e aumento da producédo de citociflasiatorias em comparagéo
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com as amostras em admisséo foram observados dob ds estimulos, 0 que indica

uma tendéncia para o restabelecimento da homeogtasmndo ainda a hipotese de
modulacao ao invés de hiporresponsividade em mmsodurante a sepse, observamos
que a atividade fagocitica dos mondcitos foi presia durante o processo de infeccao
em curso, mesmo em pacientes com choque séptitm.aBlsado esta de acordo com
estudos anteriores de tolerancia induzida por LP8itro (Del Fresnoet al, 2009;
Fernandegt al, 2010).

Além das semelhancas acima descritas com mondmtesantes ao LPS, o
padrdo da atividade de monécitos de pacientesceéptieste estudo se assemelha ao
descrito em macrofagos sob os efeitos de mediagweesesolucdo (resolvinas), que
apresentam aumento d a atividade fagocitaria dgécitos sem evocar resposta pro-
inflamatadria (Chianget al, 2012).

Avaliamos ainda se as diferencas na modulacaoitdeinas inflamatorias e
geracdo de EROs /NO observadas entre pacienteisosept voluntarios saudaveis
foram influenciadas pela expressdo de CD163 em ammsO Em geral, CD163 +
monaocitos produziram quantidades maiores de &#NHL-6 e quantidades menores de
ROS e NO do que os mondcitos CD163-. Interacae entexpressdo de CD163 e a
producdo de citocinas foi encontrada apos estirdalapm LPS ou bactérias, com os
monocitos CD163+ produzindo maiores quantidadesitbeinas do que os CD163-
tanto em pacientes quanto em voluntarios saudalderacdo entre a expressado de
CD163 e a producdo de EROs também foi encontrads egtimulacd®. aureuse P.
aeruginosa Neste caso, as diferencas entre CD163+ e cdld$3- somente foram
observados em pacientes sépticos; sob ambos asukestibacterianos, a geracdo de
EROs foi maior em pacientes com sepse do que emmtamios saudaveis para o0s
monocitos CD163 + e CD163-.

A deteccéo de niveis de citocinas inflamatorias rai@vados em células CD163
+ do que em células CD163- foi inesperada, dewdgapel anti-inflamatério de
macrofagos alternativamente ativados (Mosser e Etby2008; Gordon e Martinez,
2010). No entanto, este resultado € consistente @ooonceito de que mondcitos
CD163+ teriam um papel duplo na sepse. CD163 pedergportante para controlar a
inflamacé&o através da remocgdo da hemoglobinadecendaria a hemolise e converséo
do heme para os seus metabolitos anti-inflamatomas também pode funcionar como
um sensor de bactéria (Etzerodt e Moestrup, 20EB). concordancia, Fabriek e

colaboradores demonstraram a ligacdo de bactédas-jgositivas e gram-negativas a
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molécula de CD163 e a inducdo de citocinas inflameg em células CHO que

expressavam CD163 e supressdo de citocinas indupiolabactérias em mondcitos
humanos com o uso de anticorpos bloqueadores deé6(Habrieket al, 2009).
Curiosamente, em pacientes sépticos, a producdeR@es foi menor em mondcitos
CD163+ do que em mondcitos CD163-.

Em conclusédo, demonstramos que mondcitos de pasiadpticos, que tém
menor capacidade de producdo de citocinas inflamaatéexibem potente atividade
fagocitica e aumento da geracdo de EROs e NO.nisdalacéo representa um estado
em que o individuo tenta controlar a respostanmdléria sistémica inicial, mantendo o
controle sobre a infeccdo. Como sugerimos antedoten essa modulagcdo pode
representar o retorno a homeostase em casos gatardgimicrobiana bem sucedida e
recuperacdo da doenca subjacente. Em contrastepatbsntes que nao conseguem
montar uma resposta inflamatoria robusta, esta fag@o pode representar um estado
de imunossupresséao em pacientes com evolugao gaalar{Santost al, 2012).
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6. CONCLUSAO

Os resultados demonstrados no presente estuddomano a hipotese da existéncia
de uma reprogramacao celular na sepse que busseryaea fagocitose, aumentar a
capacidade de producdo de espécies reativas dénaxig nitrogénio e diminuir a
producéo de citocinas inflamatorias. Esta modulg@giiccua vez acorre com o intuito de
controlar a infeccdo e diminuir o dano da respastamatoéria levando a uma

recuperacao da resposta imunoldgica.
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Apéndice 1 — Aprovacao do Comité de ética em pesgai— Hospital S&o Paulo

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SAO PAULO - UNIFESP/ Cmm
HOSPITAL SAO PAULO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZAQ.&D DO PERFIL FUNCIONAL E FENOTIPICO DE MONOCITOS EM
PACIENTES SEPTICOS.

Pesquisador: Sidnéia Sousa Santos

Area Tematica:

Versido: 2

CAAE: 16177413.5.0000.5505

Instituigio Proponente: Escola Paulista de Medicina

Patrocinador Principal: FUNDACAC DE AMPARC A PESQUISA DO ESTADO DE SAQ PAULD
FUND COORD DE APERFEICOAMENTO DE PESSOAL DE NIVEL SUP

DADOS DO PARECER

Hamero do Parecer: 347 661
Data da Relatoria: 09/08/2013

Apresentagio do Projeto:
Conforme Parecer do CEP no. 29677 DE 7/6/2013

Objetivo da Pesquisa:

Conforme Parecer do CEP no. 29677 DE 7/6/2013
Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Conforme Parecer do CEFP no. 29677 DE 7/6/2013
Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:

Conforme Parecer do CEP no. 29677 DE 7/6/2013

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Conforme Parecer do CEP no. 29677 DE 7/6/2013

Recomendagdes:

A coleta de amostras de pacientes do Hospital Israslita Albert Einstein e do Hospital Sirio Libanes devera
ser iniciada apos aprovagdo do projeto pelo CEP local.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Foi apresentada carta de aprovag&o do CEP do Hospital Santa Marcelina, e apresentado novo TCLE, o qual

encontra-ge adequado.

Enderego: Rua Botwcatu, 572 1% Andar Conj. 14

Bairro: VILA CLEMENTIMNOD CEP: [4.023-D61
UF: 5P Municipio: SAD PAULD
Telefone: [11)5538-T162 Fax: (11}5571-1082 E-mail: cepunifesp@unifesp. br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SAO PAULO - UNIFESP/ W
HOSPITAL SAO PAULO

Contnuagdo do Parecer 347.681

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagiao da CONEP:

Mo

Consideragies Finais a critério do CEP:

parecer acatado pelo colegiado

SAD PAULO, 02 de Agosto de 2013

Assinador por:
José Osmar Medina Pestana

(Coordenador)
Enderego: Rua Botucatu, 572 1° Andar Conj. 14
Bairro: VILA CLEMENTING CEP: D4.023-D61
UF: 3P Municipio: SAQ FAULD
Telefone: ([11)5538-T162 Fax: (11}5571-1082 E-mail: cepunifespi@unifesp br

Pagina 02 de @2
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Apéndice 2 — Aprovacgdo do Comité de ética em pedsga — Hospital Sirio Libanés

HOSPITAL SIRIO LIBANES /
SOCIEDADE BENEFICENTE DE W
SENHORAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Sepse: integrando pesquisa basica e a investigacio clinica Il
Pesquisador: Luciano Cesar Pontes de Azevedo

Area Temética:

Versdo: 1

CAAE: 02019012.1.2005.54561

Instituicio Proponents: Sociedade Beneficenta de Senhoras Hospital Siro-Libands
Patrocinador Principal: Financiamento Prdprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 433.082-0
Data da Relatoria: 10M10/2013

Apresentagio do Projeto:

Sepse & um importante problema de sadde pablica, com estimativa de 400.000 casos/ano no Brasil gue
acarratam cerca de 200.000 &bitos @ custos de cerca de US 20 bilkbes anuais. De patogénese complexa, a
marbi/mortalidade depende de fatores do microorganismo infectante, da resposta imune do hospeadeiro & de
intarvencies lerapéuticas adequadas. Nesse projeto pretandamos integrar investigacio basica e clinica na
sapse, com focs na patogénese & desanvolvimento de astratégias de intervencao, educacio o difusio de
conhecimentos. Para lograr &xito na integracio basicae clinica, manteremos a estrutura do tematico
anterior, baseado em Irés linhas de investigacao: -clinica e epidemiclégica; para avaliagao multicéntrica de
dados epidemioldgicos e avaliagao do impacto de intervencoes, -interface clinico e experimental: para
avaliagao dos mecanismos de regulacao celular durante a sepse @ estudo de fatores de patogenicidade dos
microorganismos isolados dos pacientes; - -estudos axperimentais: para avaliacio de mecanismos
fislopatoléglocos e de estralégias de intervencio terapdutica na sepse. Essas linhas esiao estruturadas em
trés elxos integrados de acdo: 1-clinico-epidemioldgico: constituimos rede de hospltais, que acompanhardo
prospeclivamente pacientes com sepse, com armazenaments de informacdes clinicas e epidemiokigicas e
colata de amostras bioldgicas; 2-interface clinico e experimental: amostras bioldgicas provenientas de
pacientas & controles obtidas da rede de hospitais serdo transportadas e processadas am um laboratdrio
cantral da imunologla &

Enderepo: Rua Peixolo Gomide, 316 - T andar

Bairro: Jardim Paulista CEP: 01.409-000
UF: 5P Municipio: SAD PAULO
Telefone:  [11)3394-5701 E-mail: cepesqiEhal.org b

Pgina 01 cha 02
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HOSPITAL SIRIO LIBANES /
SOCIEDADE BENEFICENTE DEW
SENHORAS

ConSnuacio do Panecer: 433 082.0

um

de microbiologia; 3- Pesquisa experimental: onde serdo avalladas novas hipdteses e potenciais alvos
terapéuticos, empregando modelos de sepse (hiper @ hipodindmico), tendo como base as terapéulicas
atualmente empragadas na clinica. As agies de inlegracio e de difusio de conhecimento resultantes deste
projato incluem o fdrum internacional de sepae @ o programa de reinaments de hospitais na campanha
sobrevivendo 4 sepse.

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Primdrio:

Este estudo term como objetivo geral integrar investigagao basica (pesquisa de laboratdrio) e clinica na
sapse, com foco na patogénese, & desenvolvimento de estratégias de intervengao, educacao e difusio de
conhecimenios. Prelende-se ainda avaliar o perfil epidemioldgico e o impacto das intervengbes lerapéuticas;
avaliar os mecanismos de regulacio celular durante a sapse & estudo de fatores de patogenicidade dos
microorganismos isolados dos pacientas; investigar oz macanismos fisiopatoldgices na sepze e de
estratégias de intervencdo. 1. Avaliar e caraclerizar a diferencia¢io de mondcitos em populagdes de
mondcitos alternativamente ativados em paclentes séplicos (1a) @ em modelos de

tolerdncia ao LPS (1b).2. Estudar o perfil de citocinas no sangue periférico de pacientes séplicos,
considerando os perfis Th1, Th2Z, Treg @ Th17.3. Comparar oz fatores de viruléncla @ resisténcia
antimicrobiana presentes am

izolados elinicos de 5. aureus provenientes de pacientes com sepse de alinlogia comunitaria versus aquala
adquirida no ambiente hospitalar @ a sua associagao com a mortalidade dos pacientes acometidos por estes
patbgenes 4. ldentificagio e Classificacio da Dindmica de Disfungdo Microcirculatdria na Sepse. 5. Estudo
Terapéutico na Sepse Baseado na Disfungao Microcirculatéria.

Objetive Secundario: 1. Armazenar as amostras de 5. aureus isoladas dos pacientes com sepse;2.
Daterminar o perfil de sensibilidade a antimicrobianos das amostras de 5. aureus; 3. Deteclar o principal
gena de resisténcia bacteriana acs B-lactidmicos nas amostras de S, aureus; 4. Datectar os falores de
vifuléncia nas amostras da S, aureus:5. Andlise comparativa dos mecanismos de resisténcia e dos fatores
de viruléncla das amosiras de 5. aureus isoladas de

acordo com o sitio primario de infeccdo e do seu modo de aguisicdo (hospitalar versus comunitaria);6.
Descrever a associagao dos fatores de viruléncia e dos mecanismos de resisténcia bacteriana presentes
nas amostras de 5. aureus 4 mortalidade dos pacientes com sepse.T. Desenvolvimento de um método de
classificagao diagndstica da disfungio microcirculatbria

Enderego: Fua Pebobo Gomide, 316 - ™ andar

Bairro: Jardim Paulista CEP: 01.409-000
UF: SP Municipio: SA0 PAULD
Telefone: [11)3394-5701 E-mail: cepesqiihal.ong b
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HOSPITAL SIRIO LIBANES /
SOCIEDADE BENEFICENTE DEW
SENHORAS

Confnuacio do Panscer: 433 Q820

{padrao de helerogeneidade da arguitetura tecidual) de drogdos, correspondente aos estaglos clinicos
progressivos da sepse (sepse, sepse grave @ chogque séptico).

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos 530 minimos e o dnico procedimento que pode acarretar algum desconforto ao
participante & a coleta do sangue. A coleta & feita através de uma agulha fina gue penatra em uma veia do
braco. O desconforto pode ser pela dor local da picada (semelhante a de uma picada de formiga) e,
raramenta, pala faormacio de peguano hematoma (roxeamanto da pale). A coleta serd realizada por
profissionals experientes. O volume de sangue

coletado ndo causa transtorno para o paciente Pacientes que [ estiverem com um acesso venoso (vela
pega) ndo serd necessario uma nova pungdo (picada) para a coleta do exame. Meste caso, serd coletado
sangue diretamente deste cateter. Beneficios: Nao ha beneficio direto para o participante desse estudo.
Porém, os resultados obtidos com este estudo poderdo ajudar a compreander 05 Mecanismos que causam
a infeccio, podendo assim abrir caminho para novos estudos sobre essa doenga, como o organismo
humano se defende & por vezes orlentar o tratamento.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Protocolo relevante com eritérios de inclusiolexclusio bem definidos. Protocolo adequado no ponio de vista
ético & matodoldgico.
Consideragdes sobre o= Termos de apresentacio obrigatéria:
Documentagio apresentada de acordo com a legislagao vigente. aprovada previamente palo centro
proponanta. Atende 4s normas da Instituigao.
Recomendagoes:
s ha
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacbes:
presante projeto foi cadastrado no CEPesg como HSL 2013-55 e aprovado am 10-10-2013.

Segue abaixo lista de documentos aprovados:

- Protocolo wersao agosto/2013;
= TCLE wersdio 1.0 de agosto/2013

Endereco: Rua Peixobo Gomide, 316 - ™ andar

Bairro: Jardim Paulista CEP: 01.409-000
UF: 5P Municipio: SA0 PAULD
Telefone: [11)3394-5701 E-mail: cepesqihal ong b
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HOSPITAL SIRIO LIBANES /
SOCIEDADE BENEFICENTE DE W
SENHORAS

‘Confnuacio do Panscer: 433 Q2.0
= TCLE woluntarios sadios versdo 1.0 de agosto/2013

Lembramos gue & pesguisador deverd manter o CEPesq informado sobre o andamento de sua pesquisa
através do envio de relatdrios parciais (semestraiz) e final, além de comunicar oz eventos adversos e
desvios de protocolo como preconiza a legislacao vigente. De acordo com o cronograma apresentado, o
primeiro relatbério devera ser apresantado am 10-04-2014.

Situacio do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:
MNao

Consideragbes Finais a critério do CEP:

SAOQ PAULO, 11 de Abril de 2014

Assinador por:
Alvaro Sadek Sarkis
(Coordenador)

Este parecer reemitido substitui o parecer ndmero 433082 gerado na data 07/04/2014 22:11:26, onde
o nlmero CAAE foi alterado de 02019012.1.2002.5461 para 02019012.1.2005.5461.

Endersgo: Fua Peixolo Gomide, 316 - T andar

Bairro: Jardim Paulista CEP: 01.409-000
UF: 5P Municipia: SA0 PAULD
Telefone: (11)3394-5701 E-mail: cepesqifhslong b
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Apéndice 3 — Aprovacdo do Comité de ética em pesgai — Hospital Israelita
Albert Einstein — SP.

HOSPITAL ISRAELITA ALBERT £~ Plataforma
EINSTEIN-SP %Oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Sepse -- Integrando a Pesquisa Basica e a Investigagdo Clinica Il
Pesquisador: Murillo Santucci Cesar de Assuncio

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 17455513.7.1001.0071

Instituigao Proponente: Hospital Israelita Albert Einstein-SP

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAQ PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 374.686
Data da Relatoria: 27/08/2013

Apresentagao do Projeto:

Trabalho multicentrico no Brasil, bem desenhado, para estudar sepsis, uma das maiores causas de obito em
UTIL. Vai haver um estudo em prontuario & mais exames incluindo estudos celulares a serem realizados na
UNIFESP.

Objetivo da Pesquisa:
Definir melhor as multiplas alteracdes da sepsis.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Nao ha beneficio algum ou risco para os pacientes. Ha& um grupo de voluntarios no qual vai ser injetado
LPD, e para este grupo sera aplicado um outro Termo de Consentimento livre e Eclarecido, detalhando o
desconforto por que irGo passar.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Pesquisa bem elaborada e importante.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Foi apresentado o projeto de pesquisa, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para o Paciente, bem
como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para o Voluntario Sadio.

Recomendagoes:

Aprovar

Enderego: Av. Albert Einstein 627 - 2ss

Bairro: Maorumbi CEP: 05.652-000
UF: 5P Municipio: SAOQ PAULO
Telefone: (11)2151-3728 Fax: (11)2151-0273 E-mail: cep@einsiain.br

Pagina 01 de 02
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HOSPITAL ISRAELITA ALBERT £~ Plataforma
EINSTEIN-SP %ﬂﬂ

Continuagdo do Parecer: 374686

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Aprovar os documentos apresentados.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

Consideragbes Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesqguisa do Hospital Israelita Albert Einstein no cumprimento de suas atribuigdes,
analisou e aprovou o projeto de pesquisa supracitado, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para o
Paciente, bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para o Voluntario Sadio, em reunido
realizada em 27/08/2013.

SAOD PAULO, 28 de Agosto de 2013

Assinador por:
Fabio Pires de Souza Santos
(Coordenador)
Enderego: Av. Albert Einstein 627 - 285
Bairre: Morumbi CEP: 05.652-000
UF: sP Municipio: SAO PAULD
Telefone: (11)2151-3729 Fax: (11)2151-0273 E-mail: cep@einstain.br

Bigina 2 de 02
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9. ANEXOS

Anexo 1 — Termo de consentimento livre e esclareadTCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Caracterizacao do perfil funcional e fenotipicaenécitos em pacientes septicos

Pesquisadores responsaveis:
Sidnéia Sousa Santos
Reinaldo Saloméo

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntario(aardgpar do estudo: Avaliacdo da
presenca de diferentes perfis funcionais e fera§pide mondcitos na sepse e sua
associacdo com o estado de regulacdo na respfhataatoria desses pacientes.

Sepse € uma doenca conhecida como infeccdo geadeli causada por
microorganismos (bactérias, fungos, virus), e gedar o paciente a morte em até 60%
dos casos, 0 que mostra a importancia de entendemmathor os mecanismos que
podem causa-la.

Os pacientes que morrem com infeccdo generaligsglase), na maioria das
vezes apresentam faléncia de muitos 6rgaos, comasypulmdes, cérebro e coracao,
entre outros. Essa faléncia de érgaos € conhegida disfuncao de 6rgéaos.

Existem varias células do corpo humano participand processo de defesa
frente a esses microorganismos invasores. Entsehdlas neutrofilos e os mondcitos
que sdo ceélulas do sistema imune inato, capazé&sgdar bactérias e elimina-las da
circulacdo, e os linfécitos que sdo células deesiast imune adaptativo, capazes de
produzir uma resposta imune especifica.

Durante a infeccdo existe uma adaptacdo celulardgpende do estdgio da
infeccdo e que pode ocorrer de forma diferenciatadiversas células do sangue. A
populacado de linfécitos reguladores pode interfasigrau de resposta dos monaocitos.
Basicamente, o objetivo desse estudo é:

Avaliar a presenca de diferentes perfis tipos daduoibos na sepse e correlacionar com
o estado de regulacéo na resposta inflamatorieslgsientes.

Coleta de sangue: sera coletada amostra de 10mandgie em tubo a vacuo contendo
heparina de 30 pacientes sépticos e vinte volastdsadios. Serdo incluidos
prospectivamente pacientes com quadro clinico erdétwial de sepse, sepse grave ou
choque séptico, admitidos no Hospital Sdo Paulcspiia Sirio Libanés, Hospital
Albert Einstein e Hospital Santa Marcelina, na delde S&o Paulo. Os pacientes serdo
incluidos nas primeiras 72 horas do diagnosticease, ou nas primeiras 48 horas do
evento definidor de sepse grave ou choque sédisqacientes serdo seguidos e serao
colhidas outras amostras de sangue no sétimo dia apprimeira coleta ou alta
hospitalar. Os voluntarios sadios serdo pareadogénero e idade, que ndo estejam em
uso de medicacdo e que participem espontaneamergstado, serdo recrutados nos
hospitais descritos acima ou via comunicacdo pessoaoleta do material seré feita no
Laboratério de Imunologia - DIPA.

RISCOS: os riscos sdo minimos e o Unico procedimmgoe pode acarretar algum
desconforto ao participante é a coleta do sanguwmléta ¢é feita através de uma agulha
que penetra em uma veia do braco. O desconforte pexdpela dor local da picada e,
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raramente, pela formacdo de pequeno hematoma. Atacaera realizada por
profissionais experientes.

Potenciais beneficios na participacdo deste estddo: ha beneficio direto para o
participante desse estudo. Porém, os resultadosesiesxames poderdo ajudar a
compreender 0s mecanismos que causam a infecgingmassim abrir caminho para
novos estudos sobre essa doenca, como o organismanb se defende e por vezes
orientar o tratamento.

Confidencialidade: Todas as informacdes colhidass eresultados dos testes serdo
analisados em carater estritamente cientifico, emalatse a confidencialidade do
voluntario a todo o momento.

Em qualquer etapa do estudo vocé terd acesso afissjmnais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais dugidiséia Sousa Santos que pode ser
encontrada no Laboratério de Imunologia, sito a Redro de Toledo, 669 — 10°andar,
pelo telefone 5576-4855. Se vocé tiver alguma danacdo ou davida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etic®esquisa (CEP), Rua Botucatu,
572 - 1° andar cj 14. Fone: 5571-1062/Fone/Fax959%2.

Apés assinar o consentimento, vocé tera totalddme de retird-lo a qualquer momento
e deixar de participar do estudo se assim o desejar

N&o ha qualquer 6nus financeiro para o voluntade participar do estudo. Também
nao ha compensacao financeira relacionada a stieiegao.

Os dados e o material coletado somente seracadil&zpara esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a réspelas informacbes que i,
descrevendo o estudo: Avaliacdo da presenca deenliés perfis funcionais e
fenotipicos de mondcitos na sepse e sua assoctgaoo estado de regulacdo na
resposta inflamatdria desses pacientes. dficarlaros para mim quais sdo 0s
propositos do estudo, os procedimentos a sereimzadas, seus desconfortos e riscos,
as garantias de confidencialidade e de esclaretasi@ermanentes.

Concordo voluntariamente em participar deste estudo

data [/

paciente / representante legal
voluntario sadio

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntariadConsentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante lagalgpparticipacdo neste estudo.
data Il

assinatura do pesquisador principal
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Anexo 2 -

Separacdo, contagem e congelamento deuta® mononucleares do

sangue periférico

PROJETO: ESTUDO DE REGULACAO CELULAR NA SEPSE.

Escrito por:  Milena Karina Col6 Brunialti

Aprovado por:Prof. Dr. Reinaldo Saloméao
Revisado em: 22/09/2009

10.

Utilizar sangue coletado em tubo vacutainer corddreparina.

Antes de iniciar a separacdo de células separeubm para retirada do
plasma, retire coloque o fluxo para esterilizartireeo ficoll, o soro
fisiologico e o a aliquota de RPMI da geladeirameaio de congelamento do
freezer -20°C. Verifigue se ha caixas "StrataCOokuficientes pre-
refrigeradas a 2-8°C.

Transferir sangue para um tubo de 50mL e diluirparte igual com soro
fisiologico. Homogeneizar.

Adicionar vagarosamente o sangue diluido a um tld&0mL contendo
15mL de ficoll-paque plus. Centrifugar a 2000rp®f, por 20 minutos.
Coletar nuvem de células do tubo e transferir pateo tubo e completar
com soro fisiologico. Acrescentar soro fisiologiate completar o volume
para 50mL. Encaminhar o restante de amostra quel fro tubo para
separacao declulas polimorfonucleares

Continuar apenas com PBMC. Centrifugar 2000rpmiCL8or 10 minutos.
Desprezar sobrenadante.

Repetir a lavagem no tubo com 50mL de soro fisioclgCentrifugar.
Desprezar sobrenadante.

Acrescentar 3mL de cloreto de amo6nio, homogen@&zacubar 2 minutos.
Acrescentar 10 mL de RPMI. Centrifugar. Despreparenadante.
Suspender botdo de células em 10mL de meio RPMI.

Efetuar contagem de células em camara de NeuhkEldr:da suspensao de
células + 9QL de coranterypan blue(diluicdo 1:10). Contar pelo menos
dois quadrantes em diagonal. CALCULO® Mtal de células = (Nde
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células contadas) x (10.000/° Mle quadrantes contados) x (diluicdo de
células) x (volume da suspenséo celular).

11.As células devem ser congeladas a aproximadameh@? délulas/criotubo,
até um maximo de 10 criotubos por amostra. Utililmanma calculadora,
divida o total de células contadas a ser congeteata cada individuo por
1x10 para determinar o nimero total de criotubos anserélizados. Se o
primeiro numero seguido do ponto decimal for 8 oaiam (X.8, X.9)
arredonde para cima o numero total de criotuboso $eimeiro nimero
seguido do ponto decimal for 7 ou menor (X.1, X3, X.4, X.5, X.6, X.7)
arredonde para baixo o numero total de aliguotasrem congeladas. Se
houver mais do que 1xi@élulas (o bastante para mais que 10 criotubos),
divida o numero total de células por 10 para datenguantas células serdo
colocadas em cada uma das 10 criotubos. No Apégdiescreva o nimero
de criotubos com células congeladas para cadaidhudive o nimero de
células por criotubo.

12.Centrifugar o tubo contendo as células durante ibQitws a 2000rpm a 18°
C. Enquanto as células estédo centrifugando, colaguarcacao apropriada
nos criotubos para cada amostra. A marcacdo desleirima correta
identificag&o do individuo.

13.Inverter o tubo e descartar o sobrenadante. Batéundo de cada tubo para
levantar o botéo de células.

14.Suspender cada botdo de células em meio de corggglan(soro fetal
bovino 10% DMSO). Acrescentar 1mL por criotubo a sengelado
(determinado no passo 1 acima).

15.Transferir a suspensdo de células para cada apigbue-marcado com
1mL/criotubo para cada individuo.

16. Colocar os criotubos na caixa "StrataCooler" quedsstar pré-refrigerada a
2-8°C.

17.Imediatamente coloque a caixa refrigerada contesdariotubos em freezer
-70°C por no minimo 24h e no maximo 3 dias. Nurmlaquie as células

diretamente no nitrogénio.
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18. Transferir os criotubos congelados para o botij@gondrogénio tomando
cuidado para nao deixar as amostras descongelBi@iivro de controle do
nitrogénio anotar aonde foram guardadas as amdbkaste, caixa e posi¢ao)

Solucdes e Meio de Cultura

Meio de cultura RPMI 1640 pH=7,0
Meio RPMI 1640 autoclavavel (Sigma)
10 IU/mL penicilina G (Invitrogen))

10 pg/mL estreptomicina sulfatada (Invitrogen)

200 mM L-glutamina (Invitrogen)

Retirar da geladeira uma aliqguota de RPMI em piésotver em 900mL de agua
destilada ou milliQ.

Acrescentar HCI 1N até pH=4,0 e acertar o volume final para 950mL.
Distribuir igualmente, 240mL de meio de cultura4garrafas de 500mL cada e
autoclavar por 20 minutos.

Deixar as garrafas contendo meio de cultura vattagetemperatura ambiente.
Pode-se armazenar em freezer -20°C ou seguir amprppra uso final.
Acrescentar cuidadosamente NaH&6stéril até pH=7,0.

Acrescentar 2,56mL L-glutamina a 200mM que estdaaemada em freezer -
20°C.

Acrescentar 250l de penicilina/estreptomicina que esta armazepad&eezer
-20°C.

Identificar com data de preparo e nome da pesse@m@parou.

Guardar em geladeira.

A. Receita do HCI 1N: Acrescentar 8 mL de HCI con@eid em 92mL de
agua destilada.

B. Receita do NaHC® Acrescentar 7,5g de NaH@@m 100mL de agua
destilada e autoclavar. Guardar em geladeira.
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Solucéo coranterypan blue 0,1%

50mL de PBS

0,059 ddrypan blue

Diluir o trypan blueno PBS e deixar descansar por 3 horas.
Filtrar em papel de filtro

Identificar com data de preparo e nome da pesse@gparou.

Guardar em geladeira.

Cloreto de Amonio pH 7,4 10x concentrado (solucas®que)

8,29 g de NHCI
1,00 g de KHCQ@
0,0379g de NEEDTA
Diluir em 100mL de agua destilada e guardar emdgéla, identificar com a
data, validade de um més e nome da pessoa quequepa
Solucéo de usop
o Diluir a solucéo estoque 1:10 em agua destilada.
o Filtrar com seringa e filtro 0,22. Identificar ccendata, validade de um
mMés e nome da pessoa que preparou.

o Guardar em geladeira.

Meio de Congelamento (FCS 10% DMSO)

45mL de soro fetal bovino (FCS - Invitrogen)

5mL de dimetilssulféxido (DMSO)

Acrescentar o DMSO ao FCS. Homozeneizar.

Identificar com data de preparo e nome da pesse®@parou.

Guardar em freezer -20°C.
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Anexo 3- Separacao de Mondcitos (Human Monocyte Eohment Kit without
CD16 depletion)

Escrito por: Alejandra Nucci

Revisto por: Sidnéia Sousa Santos
Aprovado por: Prof. Dra. Milena K C Brunialti
Revisado em: 01/04/2015

1. Retirar as amostras do nitrogénio liquido e colassdiatamente em banho-
maria a 37C.

2. Retirar do banho-maria quando ainda houver um ped&cgelo visivel no

criotubo.
3. Em fluxo laminar estéril, transferir o conteddogam tubo de 15mL.

4. Gotejar 10mL de meio R10 dentro do tubo de 15mliesmio a amostra (Usar

1mL para
lavar o criotubo e gotejar 9mL).

5. Homogeneizar por inversdo. Centrifugar 400g por ihOm temperatura

ambiente.
6. Descartar o sobrenadante, homogeneizar batendmdo tlo tubo.
7. Acrescentar 5mL de meio RPMI e realizar contagamalulas.
e 10uL de trypan + 10uL de amostra
8. Realizar contas para acertar a concentracao desélu

9. Retirar uma aliquota de 3x’b@l para Imunofenotipagem (ndo se esquecer de
descontar esse volume retirado do volume total geeeto da concentracéo final

que deve ser de 5x16el/mL.

10. Centrifugar o restante da suspensao de célula®@ pir 10min a temperatura

ambiente.

11.Descartar o sobrenadante.
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12.Acrescentar 1mL deneio Stem Cell, homogeneizar cuidadosamente com com
pipeta e transferir o contetdo para tubo poliestirgue cabera corretamente no
magneto EasySep™.

13.Repetir 0 passo 12 de maneira que o volume final cpnterano tubo de

poliestireno serd 2mL que com as células de irgeres
14.Centrifugar 400g por 10min a temperatura ambiente.
15. Retirar o sobrenadante cuidadosamente com umapipeta.
16.Nao homogeneizar.
17.Suspender o pellet na concentracéo de 5g&mL em meio Stem Cell.
18. Acrescentar 50uL de pool de anticorpos para cadadensuspensao.
19.Incubar 10 min a 2-8° C.
20.Homogeneizar o tubo das particulas magnéticas etaxvpor 30 segundos.

21.Acrescentar a solucéo de particulas magnéticasesenenquantidade do pool de

anticorpos.
22. Incubar 5 min de 2-8° C.

23.Acrescentar meio Stem Cell para que o volume thabue a 2,5mL (2,5mL — o
volume que foi usado para suspender as célulasaacomcentracdo de 5x10

cel/mL).

24.Colocar o tubo de amostra dentro do magneto seamgat por 2,5 min a

temperatura ambiente.

25.Com o tubo ainda dentro do magneto, inverter coitiacd e colocar o eluente
em um novo tubo. Nao agitar e ndo bater! Nao redindltima gota que ficar na
boca do tubo!

26.Repetir o passo 25 utilizando o tubo do eluente.
27.Esta suspensao sera rica em monaocitos.
28.Retirar uma aliquota de 3x0@| para Imunofenotipagem.

29. Realizar imunofenotipagem das duas amostras afidast
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Imunofenotipagem

1. Centrifugar as aliquotas separadas para Imunofegsinm a 400g por 5min a
temperatura ambiente.

. Descartar o sobrenadante e secar bem o tubo.

. Realizar marcacao de superficie copl. de CD14-PerCP.

. Incubar 15 min no escuro em temperatura ambiente.

. Acrescentar 2mL dmeio Stem Cell.

. Centrifugar 400g por 5min a temperatura ambiente.

. Descartar o sobrenadante e homogeneizar o botéodsab fundo do tubo.

. Acrescentar 300uL daeio Stem Cell.

~N O OB WON WD

. Realizar aquisicdo em citometro de fluxo. AdqusO0 eventos na combinacéo

de tamanho e complexidade e positividade para CDddios os eventos salvos.

Meio Stem Cell:
Para 100mL:
-EDTA...37,22mg
-FCS....2mL

-PBS....98mL
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Anexo 4 — Manuscrito enviado para Intensive Care Mdicine Experimental

Title page
Modulation of monocytes in septic patients: presdnphagocytic activity,
increased ROS and NO generation and decreased gimduof inflammatory

cytokines

Short running title : Modulation of monocytes’ functions in sepsis

Sidnéia S. SantbsAmanda M. do CarnfpMilena K. C. Brunialti, Flavia R.

Machadd, Luciano C. P. de AzevefidVlurillo Assuncad, Silvia C. Trevelif,

Fernando Q. CunfiaReinaldo Salomdo

(1) Escola Paulista de Medicina, Hospital Sdo Rauluversidade Federal de Sao

Paulo; (2) Hospital Sirio Libanes; (3) Hospitalakslita Albert Einstein; (4) Faculdade

de Medicina, Universidade de Sao Paulo - RibeiratoP
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Abstract

Purpose The nature of the inflammatory response undersgorihe
pathophysiology of sepsis has been extensivelyestudiVe hypothesized that different
cell functions would be differentially regulated anpatient with sepsis. We evaluated
the modulation of monocyte functions during sefisissimultaneously assessing their
phagocytic activity, the generation of reactive gaty species (ROS) and nitric oxide
(NO) and the production of inflammatory cytokinés-¢ and TNFe). Methods Whole
blood was obtained from septic patientsboth at asiomn (DO, n=34) and after seven
days of therapy (D7, n=15); 19 healthy volunteerswecluded as a control group. The
cells were stimulated with LP®, aeruginosaandS. aureusThe ROS and NO levels
were quantified in monocytes in whole blood by nuemg the oxidation of 2,7-
dichlorofluorescein diacetate and 4-amino-5-metimyte-2,7- difluorofluorescein
diacetate, respectively. Intracellular IL-6 and Filkvere detected using fluorochrome-
conjugated specific antibodies. Monocyte functissese also evaluated in CD163+ and
CD163- monocyte subsetResultsThe monocytes from septic patients presented with
preserved phagocytosis, enhanced ROS and NO gemerahd decreased production
of inflammatory cytokines compared with the monesytromhealthy volunteers. TNF-
a and IL-6 increased and ROS generation decreaded sompared withDOsamples. In
general, CD163+ monocytes produced higher amountk-6 and TNFe and lower
amounts of ROS and NO than did CD163- monocy@esiclusionsWe demonstrated
that monocytes from septic patients, which are imdato produce inflammatory
cytokines, display potent phagocytic activity amdreased ROS and NO generation.
Keywords: Monocytes; Reactive oxygen species; Nitric oxidé:6; TNF-o;

Phagocytosis.
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Introduction

Sepsis has been defined as a systemic inflammatsponse (SIRS) triggered by an
ongoing infection [1], and more recently considegs] the host's deleterious, non-
resolving inflammatory response to infection thaads to organ dysfunction [2].
Understanding the nature of how the inflammatorgposise underscores the
pathophysiology of sepsis would not only help ¢lathe mechanisms of the syndrome
but would also lead to the identification of newridgpeutic targets.

Currently, it is generally accepted that infectimiggers both inflammatory and anti-
inflammatory responses. Accordingly, two major naubms have been proposed for
the injuries caused by sepsis: sustained activatibnnnate immunity leading to
inflammation and injury [3]and a predominant initial hyperinflammatory phase
followed by impaired immunity and an anti-inflamrogt state [4].

One issue with this model is that the innate immaeks would be regulated in their
global functions, and monocytes and neutrophils, dgample, are thought to be
suppressed in all of their activities in protracsegbtic patients [4]. In fact, most studies
that evaluated blood cells from septic patients ehalemonstrated an impaired
production of inflammatory cytokines after in vitrstimulation, [4, 5] whereas
neutrophils have been shown to have both up- amdndeegulated functions [6].
Interestingly, we observed that peripheral monogarclcells(PBMC) [7, 8] and
monocytes[9]from septic patients, which were unable to produciammatory
cytokines, showed an upregulation of ROS generdtl®h, which was confirmed in
another cohort of patients in whom the up regutatad NO generation was also
observed [11]. These findings indicate that bothyperresponse and a hyporesponse
can occur, depending on the functions and cellduated and, importantly, on the

ongoing sepsis process [12, 13].
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Reprogramming of monocyte functions was first psgzbin an LPS-tolerance model
where, depending on the preconditioning treatmeRS induced selective priming
effects on the production of TNk-and NO in mouse peritoneal macrophages [14].
Subsequent studies demonstrated that LPS-toleedlstdo not produce inflammatory
cytokines but present potent phagocytic activity agtain the ability to generate ROS
[9, 15, 16]. The alternatively activated macroplsageAM)also produce reduced levels
of inflammatory cytokines and exhibited regulatoryrepair activity [17]. These cells
exhibited an increased expression of CD206 (mannesmptor) and CD163
(hemoglobin-haptoglobin receptor) [18] receptorkjoh have also been shown to have
increased expression in septic patients [19, 20].

We hypothesized that different cell functions wolde differentially regulated in a
patient with sepsis. Thus, we evaluated monocytedutation during sepsis by
simultaneously assessing their phagocytic actititg, generation of ROS and NO, and
the production of inflammatory cytokines (IL-6 aniNF-a). Furthermore, these

activities were assessed in the subsets of cdlfsawiwithout CD163 expression.

Methods

Patients and healthy volunteers

Patients admitted to the Intensive Care Units ef 8ao Paulo, Albert Einstein, and
Sirio-Libanes Hospitals with a clinical diagnosid sepsis according to the
ACCP/SCCM consensus conference[1], from April 261dune 2015, were enrolled in
the study. The protocol was approved by the ethawmmittees of the participating

hospitals.
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Blood samples were obtained from 34 septic patiahtsdmission (D0), and 15 of the
patients had a second sample collected after 7 (@@&)sof therapy. Samples were also

collected from 19 healthy volunteers who were madichccording to age and gender.

LPS, gram-negative and gram-positive bacteria

LPS fromSalmonella abortus equvas a generous gift from C. Galanos (Max-Planck
Institute of Immunobiology, GermanyPseudomonas aerugino$aTCC27853) andb.
aureus(ATCC 25923) were purchased from Oxoid Limited siBgstoke, Hampshire,

United Kingdom.

Induction and detection of the production of reactve oxygen species (ROS) and

nitric oxide (NO) in monocytes in whole blood

ROS and NO were measured constitutively and afterutation with LPS and heat-
killed S. aureusandP. aeruginosdor 30 min. Based on the dose-response curves, 100
ng/mL LPS, and 2.4xf0colonies/mLS. aureusandP. aeruginosavere used for ROS
and NO induction. The ROS and NO levels were qgtiadtin monocytes in whole
blood by measuring the oxidation of 2,7-dichlorofiescein diacetate (DCFH-DA,;
Sigma, St. Louis, MO) and 4-amino-5-methylamino-ajifluorofluorescein diacetate

(DAF-FMDA,; Invitrogen, Carlsbad, CA), respectivebs previously described [11, 21].

Intracellular detection of cytokines in monocytesn whole blood
Whole blood was diluted 1:2 in RPMI and incubatathw.PS and heat-killed bacteria
(LPS: 100 ng/mLpP. aeruginosa24x1(/mL andS. aureus 24x16/mL), or without

stimulus in 5-mL propylene tubes at 37°C in thespree of 5% CO2. After 30 min, 5
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uL (1 mg/mL) of Brefeldin A (Sigma, Saint Louis, MQJSA) was added to the
samples, and they were incubated for an additidniat. Intracellular cytokines were
detected using fluorochrome-conjugated specifidbadies(anti-IL-6-APC clone MQ2-
13A5 and anti-TNF-PE-Cy7 clone Mabll (BD Biosciehaes previously described

[15].

Phagocytosis of monocytes in whole blood
Phagocytosis of monocytes was measured ugdingcoli conjugated to FITC
(Phagotest!, Glycotope Bbiotechnology, Heidelberg, Germanyjcaadingly to the

manufacturer instructions.

Flow cytometry

Detection of phagocytosis and the production of RO®, IL-6 and TNFe by
monocytes in whole blood was performed by multipseter flow cytometry
(LSRFORTESSA (BD Bioscience)). Events acquisitiomasw performed using
FACSDiva software (BD Bioscience) and the analysese performed using FlowJo

(Tree Star INC. Ashland, OR, USA).

Detection of the production of ROS, NO, IL-6 andH-N

Monocyte analysis was performed by assessing idd@licells (singlets) combined
with side-scatter parameters versus CD14-positserdonocytes were further
characterized as CD163 positive or negative cdll®e quadrant for CD163+ cells was
established based on isotype control. The produetd ROS and NO were quantified

by the geometric mean fluorescence intensity (M@dSociated with the detection of
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DCFH and DAF, respectively (Figure 1). Intracellutgtokine levels are expressed as

the percentage of cytokine-producing monocytesufei@).

Co-location of gp91phox and p47phox by immunofluorecence

PBMCs were obtained using the Ficoll density gmnadimethod (Ficoll-Paque PLUS;
GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden)sémed in liquid nitrogen until
use. After defrosting, the cells were spun on glslg$es. The cells were incubated
overnight with the primary antibodies goat anti-l0£1:200) and rabbit anti-p47
(1:200) and then incubated with red fluorescentxAl&luor 594 (donkey anti-goat;
1:400), and/or green fluorescent Alexa Fluor 488niaby anti-rabbit; 1:200). Nuclear
material was stained with 4, 6-diamidino-2-phemgdile (DAPI; Sigma-Aldrich,
USA).Images of stained cells were captured usimgrdocal microscope SP5 (Leica,
EUA). The images were analyzed in the program Imlafeational Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, EUA) using the plugin coloci@nanalysis/colocalization
highligter (colocalized points- 8 bit). That to@merated a new image that presented the
points of co-localization of p47phox and gp9lph®kose points of co-localization
were guantified from the average fluorescence sitgrcorresponding to two to four

cells / randomly selected field.

Statistical analyses

The results were analyzed using SPSS (Statistickéige for Social Sciences v 19.0)
(IBM, Armonk, NY, EUA). The Shapiro-Wilk test waspplied to determine the
normality of the results. Comparisons between hgalolunteers and patients were
performed using the Mann-Whitney U test, and comspas between patient samples

(D7 vs. DO) were performed using the Wilcoxon test.
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The interactions of CD163 with ROS, NO, IL-6 and H Mvels were analyzed by 2-
way repeated measures analysis of variance (ANON#&) the Bonferroni posttesP
values<0- 05 were considered significant.

Results

Patient demographic and clinical data

Of the 34 patients enrolled in this study, 55.9%d kavere sepsis, and 44.1% had septic
shock. The mean age of the patients was 62.4 yesnrging from 25 to 92 years, and
52.9% were male. The primary sources of infecti@meathe respiratory tract (47.1%),
abdomen (20.6%), urinary tract (23.5%), and otl{ga?s). The mean Sequential Organ
Failure Assessment (SOFA) score was 5.47 and rafigedO to 16. The in-hospital
mortality was 11.8%. The mean age of the healtHynteers was 59.9 years, ranging

from 30 to 88 years, and 52.6% were male.

Phagocytosis, ROS and NO production, and intracellar detection of cytokines in

monocytes in whole blood

No differences were found in monocyte phagocytadiopsonizedE. coli between
healthy volunteers (median, GMFI, 15.499; range®8-24.879) and septic patients at
DO (median, GMFI, 19.707; range 5.207-35.0P5.178).

ROS and NO generation were higher in septic paidrn in healthy volunteers in all
conditions tested (Table). In contrast, the peagpet of monocytes producing TNF-
and IL-6 were lower in septic patients than in tlealvolunteers following LPSP.

aeruginosaandS. aureustimulation (Table).
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No differences were found i&. coli phagocytosis when patients were classified as
having severe sepsis or septic shock: volunteeeslian, GMFI, 15.499; range 8.722-
24.879), severe sepsis (median, GMFI, 23.733; r&hf£8-35.075) and septic shock
(median, GMFI, 17.116; range 5.207-32.81H3@.112).

ROS and NO generation differed when healthy volkenstesevere sepsis patients and
septic shock patients were compared in all conutiested®<0.001, Kruskal Wallis)
(Figure 3a and b). The pairwise comparison (Marmtki¢y) showed that patients with
severe sepsis and septic shock had higher ROS @ngéderation than did healthy
volunteers in all conditions tested (Figure 3a #dROS generation was higher in
septic shock patients than in sepsis patients stimalated cells and after LPS, aRd
aeruginosa stimulation (Figure 3a), whereas no differencesrewéound in NO
production between patients with severe sepsisaptic shock (Figure 3b).

The percentages of monocytes producing IL-6 wasetow severe sepsis and septic
shock patients than in healthy volunteers followlrRfS, P. aeruginosaand S. aureus
stimulation P<0.05, Kruskal Wallis); no differences were fouretieeen patients with
severe sepsis and septic shock (Figure 3c).

Similarly, TNF-aproduction differed among healthy volunteers, sewwpsis patients
and septic shock patients in all conditions te$RD.05, Kruskal Wallis). In this case,
differences were found in the septic group, witlvdo detection in patients with septic
shock than in those with severe sepsis for allugtitasted (Figure 3d).

ROS generation was positively correlated with SOfobre in all conditions tested
(Figure 4), whereas no correlations were found betwthe organ dysfunction score and
any other cell functions evaluated in any of thenditons tested: NO (Control:

P=0.106; LPS:P=0.112; P. aeruginosa P0.192, andS. aureus P=0.196), TNFe
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(LPS: P=0.272; P. aeruginosa P0.132, andS. aureus P=0.303) and IL-6 (LPS:

P=0.641;P. aeruginosa B0.598, and. aureusP=0.606) (Pearson correlation test).

Interaction between monocyte functions and cell sd@iace expression of CD163

We assessed whether the differences in the modulafi the generation of ROS, NO
IL-6, and TNFe observed between septic patients and healthy tedun were
influenced by CD163 expression on the surfaces afouytes. CD163 expression was
found to be associated with IL-6 production aftemalation with LPS and. aureus
and with TNFe production after stimulation with LP®,. aeruginosaandS. aureus
(Figure 5). In all conditions, CD163+ monocytesguoed higher amounts of cytokines
than CD163- monocytes in both septic patients asaltiny subjectsR<0.05). The
levels of TNFe and IL-6 were higher in healthy volunteers thars@ptic patients in
both CD163+ and CD163- monocyteR<(.05) in all tested conditions, except for
CD163- monocytes after stimulation wigh aureugP=0.958). An interaction was also
found between CD163 expression and ROS generdtiensdimulation withS. aureus
and P. aeruginosaThe difference in ROS generation between CD16@F @D163+
cells was only observed in septic patients, withl6® cells producing higher amounts
of ROS P<0.001). ROS generation was higher in septic pttiehan in healthy
volunteers following Saureusand P. aeruginosastimulation in both CD163- and
CD163 + monocytesP<0.001). Finally, an interaction between CD163 espron and
NO generation was found after LPS stimulation, wiike highest values observed in

CD163- cells (Figure 5).
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Dynamics of monocyte functions in patient follow-upsamples

There was no difference in the phagocytic actigitynonocytes from septic patients at
admission (DO) (Median, GMFI, 19.473; range 5.26/035) and after seven days of
follow-up (Median, GMFI, 18.887; range 6.023-31.83(13=0.875).

ROS generation was lower at D7 than at DO in aildaons tested (Figure 6). A similar
trend was seen for NO generation, but a significiui@nge was only observed after
aeruginosastimulation (Figure 6). In contrast, increased lew# IL-6 and TNFe. were
found at D7 compared with those observed at D@Wohg LPS,P. aeruginosaandsS.

aureusstimulation (Figure 6).

Co-location of gp91phox and p47phox by immunofluorgcence

At DO, monocytes from septic patients presentech wiigher Nox2 activation, as

assessed by co-location of gp91lphox and p47phax, thd monocytes from healthy

volunteers. A significant decrease in Nox2 actwativas observed after seven days of

follow-up (D7) (P<0.05) (Figure 7).
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Discussion

Our results show that monocytes from septic patiané modulated during the ongoing
infection process, with preserved phagocytosigesmed ROS and NO generation, and
decreased production of inflammatory cytokines. seheesults are consistent with our
previously reported findings obtained in monocyfiesn septic patients [7, 9-18nd
further support the concept of “reprogramming”,noodulation of cell functions rather
than hyporesponsiveness during sepsis [12, 22].

These results also indicate the similarities betwe®nocyte modulation in LPS-
tolerance models and monocyte modulation in s¢p&is15, 16]. Multiple mechanisms
have been shown to be involved in tolerance to IEHRSter et al reported the epigenetic
mechanisms driving the modulation of LPS-responseRS-tolerant cells. They found
two groups of differentially regulated genes: théolérizeable” (T) and the
“nontolerizeable” (NT) genes. The proinflammatomgtakine genes were found to be
down-regulated (T), whereas antimicrobial geneseweund to be up-regulated (NT),
thus supporting their hypothesis that TLR-inducezhey expression with different
biological functions is distinctly regulated [23]hese findings were extended to human
monocytes by Del Fresno and coworkers, who founevndeegulation of pro-
inflammatory cytokines and antigen presentationegeand up-regulation of anti-
inflammatory factors, such as IRAK-M, and antimiaiad effectors [16]. In our own
study, which focused on the TLR-pathway, we obstd@wvn-regulation of TNFe, IL-

12 and CCL2 and up-regulation of IL-10 and colotiynslating factors (CSF2 and

CSF3) in tolerant cells [24].
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Down-regulation of inflammatory cytokines, measurad intracellular level in our
study, has been consistently reported in the titeeaupon the in vitro stimulation of
monocytes from septic patients [8, 25, 26]. Modatabf the monocyte response during
sepsis occurred despite preservation of LPS-bintbhngionocytes and of TLR2 and
TLR4 expression on the monocyte cell surface [713, The regulation of IL-10
production is more controversial. In this study, fwend no differences in intracellular
levels of IL-10 in monocytes in a subset of pase(=12) and healthy volunteers
(N=12) (data not shown); this finding is consisteth our previous results in whole
blood supernatants [8].

Monocytes in whole blood presented increases in BRABNO generation in vitro after
stimulation with LPS, and gram-negative and grarsipee clinically significant
bacteria, P. aeruginosaand Staphylococcus aureusgspectively. This finding is
consistent with our previously reported resulténo other series of septic patients [10,
11]. To further link ROS generation to phagocytpgie evaluated the co-localization of
p47"* and NOX-2 (gp91"™) in monocytes of septic patients. Co-localizativas
found in septic patients, mainly in the admissiamples, and not in healthy volunteers,
indicating that increased NADPH-oxidase activityisource of ROS in septic patients.
In addition to the role of ROS in antimicrobial defe, ROS is associated with cell and
organ toxicity in sepsis. Consistent with previdimslings [10], we found that ROS
generation correlated with the SOFA score.

In the follow-up samples, decreased production 6fSRand increased production of
inflammatory cytokines were observed under all gstimompared to in the admission
samples, which indicated a trend toward the restoraf homeostasis.

In further support of modulation rather than hypp@nse in monocytes during sepsis,

we found that the phagocytic activity of monocytess preserved during the ongoing
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infection process, even in patients with septicckhdhis finding is in agreement with

previous studies of LPS-induced tolerance in \jit'a, 16].

In addition to the above described similaritieshwliPS-tolerant monocytes, the pattern
of activities of monocytes from septic patientshis study resembles that described for
macrophages under the effects of pro-resolving atedi, which present enhanced
phagocytic activity without evoking pro-inflammayaresponses [27].

We evaluated whether the differences in the montuiaif inflammatory cytokines and
ROS/NO generation observed between septic pati@mis healthy volunteers were
influenced by the expression of CD163 on monocyitegeneral, CD163+ monocytes
produced higher amounts of TNFand IL-6 and lower amounts of ROS and NO than
did CD163- monocytes. An interaction between thgression of CD163 with cytokine
production was found upon stimulation with LPS acteria, with CD163+ monocytes
producing higher amounts of cytokines in both pdafieand healthy volunteers. An
interaction between the expression of CD163 and B&t&ration was also found after
S. aureusandP. aeruginosastimulation. In this case, differences between €&land
CD163- cells were only observed in septic patientsler both bacterial stimuli, ROS
generation was higher in sepsis patients thanaithevolunteers for both CD163+ and
CD163- monocytes.

Detection of higher levels of inflammatory cytoksnen CD163+ cells than in CD163-
cells was unexpected because of the anti-inflammatade of alternatively activated
macrophages [17]. However, this finding is consisteith the concept of a dual role of
CD163+ monocytes in sepsis. CD163 may be impoftardontrolling inflammation by
removing free hemoglobin secondary to hemolysis emaverting heme to its anti-

inflammatory metabolites, but it also may functias a sensor of bacteria [28].
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Accordingly, Fabriek and coworkers demonstrated heling of gram-positive and
gram-negative bacteria to CD163 and induction @ammatory cytokines in CD163-
expressing CHO cells and suppression of bactedaeed cytokines in human
monocytes by blocking antibodies against CD163 .[&jpporting our results with
septic patients, we observed that modulation afldges production in a model of LPS
tolerance occurred regardless of the expressioG@E63 on monocytes cell surface
[30].

In conclusion, we demonstrated that monocytes figeptic patients, which have
impaired inflammatory cytokine production, displaptent phagocytic activity and
increased ROS and NO generation. This modulatipresents a state in which the host
attempts to control the initial systemic inflammgtoesponse while maintaining control
over infection. As we previously suggested, thigdalation may represent the return to
homeostasis in cases of successful antimicrobedafly and recovery of underlying
disease. In contrast, failure to mount a robudaimmatory response may represent a

state of immunosuppression in protracted patiel2f [
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Figure Legends

Figure 1: Analysis charts to detect the productiorof ROS and NO in monocytes
and subpopulations Individual cells (singlets) were selected, andnooytes were
characterized by light scatter and side posititotyCD14 (A). Another side vs. forward
light scatter plot was used to exclude smallersc@l). CD163+ and CD163- subsets
were established based on isotype control (C). B&teration was measured by GMFI
of DCFH represented in histogram graphics for thB1&+ monocytes and the
monocyte subsets CD14+ CD163+ and CD14+ CD163- gféyeghics are representative
of an experiment for ROS detection in healthy videns and septic patients in
unstimulated cells and after stimulation withaeruginosa

Figure 2: Strategy to detect intracellular cytokine(IL-6) in monocytes and CD163+
and CD163- subsetsA. Individual cells (singlets) were selected, anchoaytes were
characterized by light scatter and side positifotyCD14. Dot-plots were drawn with
IL-6 versus the side scatter parameter. The queiréor IL-6 positivity were
established based on unstimulated cells (contal),the percentages of positive stained
cells was determined after stimulatidh. CD163+ and CD163- subsets of monocytes
were established based on isotype control, andp#reentages of cells positively
stained for IL-6 were measured after stimulatione Graphics are representative of an
experiment for IL-6 detection in a healthy volumtend in a septic patient in
unstimulated cells and after stimulation withaeruginosa

Figure 3: Detection of ROS, NO, IL-6 and TNFe. in monocytes of healthy
volunteers and patients with severe sepsis and s&ptshock. Whole blood was
obtained from 19 healthy volunteers (blank boxd$), patients with severe sepsis
(boxes in light gray) and 15 patients with sephiock (boxes in dark gray). Monocyte
analysis was performed by assessing individuas ¢slhglets) combined with the side-
scatter parameter versus CD14-positiveness. Theydbr ROS and NO are shown as
geometric mean fluorescence intensities (GMFI) @@HBl and DAF, respectively.
Cytokine values are shown as percentages of agttuping IL-6 and TNFe. P<0.001
for all stimuli compared between groups (Kruskalhsia *P<0.05 compared to healthy
volunteers, P<0.05 compared to severe sepsis patients (MannA@shit

Figure 4. Correlation between SOFA score and ROS mduction in whole blood
monocytes. Data represents ROS generation in admission sanfpden 34 septic
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patients under different stimuli and SOFA scorel@U admission. The Pearson
correlation test was used. The chart shows thedRParalues obtained.

Figure 5: Interaction of CD163 expression on monocytes withhe production of
ROS, NO, IL-6 and TNF-a. Whole blood of 34 septic patients (DO) (solid lirre)d 19
healthy volunteers (dot line) were analyzed aftenudation with LPS,P. aeruginosa
and S. aureus Monocyte analysis was performed by assessing iddali cells
(singlets) combined with side-scatter parametersugeCD14-positiveness. Monocytes
were further characterized as CD163 positive andl@&3D negative cells. The
productions of ROS and NO were analyzed in histogcharts and quantified as the
geometric mean fluorescence intensities (GMFIsp@ated with the detection of
DCFH and DAF, respectively. Intracellular cytokitevel was based on quadrants
established in the sample without stimulation arel expressed as the percentage of
cytokine-producing monocytes.P* values denote the interaction between CD163
expression and the groups of healthy volunteerssaptic patients for each parameter
and condition evaluated (ANOVA).

Figure 6: Detection of ROS, NO, IL-6 and TNFe. in monocytes of patients in
admission and follow-up samplesSamplesf 15 septic patients were assessed at DO
and D7 under different stimuliMonocyte analysis was performed by assessing
individual cells (singlets) combined with the sislmtter parameter versus CD14-
positivenessData are shown as the geometric mean fluorescetaresities (GMFIs) of
DCFH and DAF for ROS and NO, respectively, and las gercentages of cells
producing IL-6 and TNFe. *P<0.05 compared to DO (Wilcoxon).

Figure 7: Co-localization of gp9lphox (red) and p4phox (green) by
immunofluorescence PBMCs were obtained from septic patients at asions(DO;
n=20) and after 7 days of follow-up (D7; n=10) drmm healthy subjects (n=10). The
cell nuclei were stained with 4,6-diamidino-2-phiémyole (DAPI, blue) and gp91phox
and p47phox using specific antibodies. The imagesewbtained using a confocal
microscope (objective 60X; 5 X amplification). Thgraph represents the mean
fluorescence intensity (MFI) obtained by co-locatian analysis (co-
localizationhighlighter) using ImageJ software (Naal Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA). P<0.05.
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