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Resumo

A sepse apresenta crescente incidéncia e elevada morbidade e mortalidade,
sendo a principal causa de 6bito nas unidades de terapia intensiva. O controle
da infeccdo depende do adequado reconhecimento dos microrganismos pelas
células do hospedeiro e de resposta efetora competente. Paradoxalmente, na
sepse, 0S mecanismos de protecdo estdo também envolvidos no processo de
doenca, sendo o limite entre resposta protetora e de lesdo ainda impreciso.
Objetivos: Avaliar a expressdo de receptores de reconhecimento de
patégenos na superficie de mondcitos e a resposta a estimulos exdégenos —
LPS, IL-1B e TNF-a - in vitro, medida pela producédo de citocinas, em pacientes
em diferentes estadios da sepse. Métodos: Foram incluidos 41 pacientes,
classificados de acordo com as definicbes do consenso de 1992 sendo, 14 com
sepse, 12 com sepse grave e 15 com choque séptico. Dezessete voluntarios
sadios foram incluidos como controle. Através da citometria de fluxo, a
expressdo de TLR2, TLR4, CD14, CD11b e CD11c foi analisada na superficie
dos mondcitos em sangue total. A forma solavel do receptor CD14 (sCD14)
também foi mensurada em soro através de ELISA. A producdo de citocinas
inflamatorias (TNF-a e IL-6) e antiinflamatéria (IL-10) foi mensurada em
sobrenadante de células mononucleares do sangue periférico apdés o0s
estimulos de LPS, IL-1B e TNF-a in vitro. Resultados: Foi detectado aumento
do sCD14 sérico e uma queda expressdo de mCD14 em mondcitos periféricos
nos pacientes em relacdo aos voluntarios sadios (p<0,01). Entretanto nao
houve diferenca entre os grupos estudados quanto a expressao dos receptores
TLR2, TLR4, CD11b e CD11lc. O grupo com sepse apresentou, comparado
com 0s outros grupos, aumento da producdo de IL-6 e TNF-a apds o estimulo
de LPS. Esta regulagao positiva foi menos intensa com IL-13 e ausente com
TNF-a. Uma regulacdo negativa da producdo de citocinas inflamatérias foi
observada na sepse grave e choque séptico. Nao foi observada diferenca
significante na produgédo de IL-10 entre os grupos, todavia uma menor
producdo frente ao estimulo de LPS foi detectada nos pacientes em choque
séptico em relacdo aos pacientes em sepse (p<0,05). A correlacdo entre
receptores de superficie de mondcitos e producdo das citocinas frente ao LPS
pode ser demonstrada quando os resultados obtidos dos pacientes sépticos
foram agrupados. Surpreendentemente, detectou-se correlacdo da expressao
dos mesmos receptores com 0s outros estimulos utilizados, IL-18 e TNF-a,
também foi observada. Conclusdes: Neste estudo demonstramos que a
resposta inflamatéria estd associada com o continuum de manifestacdes
clinicas, com uma forte resposta na fase inicial (sepse) e quadro refratario nas
fases tardias (sepse grave e choque séptico). A correlagdo observada entre os
receptores de superficie e a producdo de citocinas frente aos estimulos de
TNF-a e IL-18 e 0 mesmo padrao de resposta observado com os diferentes
estimulos sugere um padrdo de resposta imunoldgica que ndo depende apenas
da expressao dos receptores avaliados e provavelmente, tem uma regulacéo
na via de sinalizacao intracelular.
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Indroducéo

1.1 SIRS, Sepse, Sepse Grave e Choque Séptico

A sepse pode ser definida como a repercussdo sistémica da infeccao.
Manifestando-se como diferentes estadios clinicos de um mesmo processo
fisiopatolégico, €, para o médico, um de seus maiores desafios, uma
emergéncia meédica associada a elevada morbidade e mortalidade. No inicio da
década de 90, em reunido de consenso das Sociedades de Terapia Intensiva e
de Pneumonologistas (American College of Chest Physicians/ Society of
Critical Care - Bone et al.; 1992a) se procurou estabelecer uma padronizacéo
para o diagndstico de sepse e suas complicacdes, levando-se em consideracdo
0s avancos da compreensao de sua fisiopatologia. Reconheceu-se que uma
grande diversidade de causas poderia levar um quadro clinico comum,
caracterizado pelo desencadeamento da resposta inflamatdria do hospedeiro.
Este quadro foi definido como Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica
(SIRS, do inglés Systemic Inflammatory Response Syndrome) e seria
desencadeado por pancreatite, queimaduras, trauma e outros, ficando o termo
sepse restrito a SIRS causada por infeccdo, ou seja, resposta inflamatoria
causada por infeccdo documentada. SIRS, sepse, sepse grave e choque
séptico representam um continuum clinico e gravidade fisiopatolégica. O
processo comega com uma infeccdo, com ou sem resposta inflamatéria
sistémica, podendo progredir a resposta sistémica com sepse grave ou choque
séptico. SIRS/sepse seria reconhecida pela presenca de dois ou mais dos
seguintes critérios: alteracdo de temperatura (hipotermia ou hipertermia),
elevacao de frequéncia respiratéria (FR>20 irpm), de frequéncia cardiaca (FC>

90 bpm), e presenca de leucocitose, leucopenia ou de células imaturas no



Indroducéo

sangue periférico. A presenca de sepse e pelo menos uma disfuncdo organica
caracteriza a sepse grave. A existéncia de hipotensao refrataria a adequada
administracdo de fluido com hipoperfuséo evidencia o choque séptico (Bone et

al., 1992b).

1.2 Epidemiologia da Sepse

A importancia da sepse pode ser inferida pela sua elevada morbidade e
mortalidade. Avaliando incidéncia e mortalidade associadas as infec¢cdes de
corrente sanguinea (ICS) no Hospital S&o Paulo, hospital de ensino da
Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP), entre 1985 e 1986,
encontramos incidéncia de 21,7 episodios por 1000 admissdes, com
mortalidade de 33,4% (Salomao et al., 1992; 1993). Estudo conduzido na
Universidade de lowa, Estados Unidos da América (EUA), entre 1980 e 1992,
mostrou aumento de praticamente trés vezes na incidéncia de ICS adquiridas
no hospital (Pittet & Wenzel, 1995). Mais recentemente estudos utilizando
diagnosticos clinicos e laboratoriais de sepse e com base populacional foram
conduzidos. O mais completo, avaliando internacbes entre o ano de 1979 a
2000, com amostragem representativa do conjunto dos hospitais americanos,
mostrou que a incidéncia aumentou de 82,7 epis6dios/100.000 habitantes em
1979 para 240,4 episodios/ 100.000 habitantes em 2000 (Martin et al., 2003).
Outro estudo estimou a ocorréncia de 750.000 casos de sepse anualmente nos
EUA, com cerca de 210.000 6bitos (Angus et al., 2001). Um estudo brasileiro
multicéntrico observacional (BASES - Brazilian Sepsis Epidemiological Study)

conduzido em cinco unidades de terapia intensiva, de maio de 2001 a janeiro
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de 2002, mostrou incidéncia de sepse foi 61,4; sepse grave 35,6 e choque
séptico 30,0 para cada 1000 pacientes-dia. As taxas de mortalidade para os
pacientes em sepse, sepse grave e choque séptico foram de 34,7%; 47,3% e

52,2%; respectivamente (Silva et al., 2004).

1.3 Fisiopatologia

A compreensao da sepse € complexa porque envolve multiplos fatores
simultaneamente como viruléncia, tamanho do in6culo, doencas de base,
estado nutricional, idade e presenca de polimorfismos que interferem na
resposta imune. Os mecanismos adaptativos da resposta imune e inflamatoria
do hospedeiro na sepse sao imperativos no controle da infeccdo, e a0 mesmo
tempo, é mediadora de alteracdes funcionais, que sdo a base fisiopatoldgica
das manifestacdes clinicas. Importantes progressos foram obtidos na
compreensdao da patogenia da sepse nos ultimos anos destacando-se o
mecanismo de reconhecimento de antigenos bacterianos e a melhor
compreensao dos mecanismos de sinalizacdo celular, que séo descritos a
seqguir.

As citocinas inflamatorias e outros mediadores desencadeados por estas
ou por agentes patogénicos induzem uma série de alteragdes nas células alvo.
Embora um amplo espectro de células seja sensivel aos seus efeitos, na
sepse, as alteracdes induzidas na célula endotelial constituem um importante
substrato fisiopatoldégico. Ha alteracbes do seu citoesqueleto, alteracbes
funcionais, com sintese de mediadores com efeitos quimiotaticos, além do

aumento da expressdao de moléculas de adesdo. Ainda, a liberacdo de
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vasodilatadores potentes como o 6xido nitrico (NO) pelas células inflamatorias
e endoteliais leva a uma importante vasodilatacdo. As citocinas inflamatorias
desencadeiam também a cascata de coagulacdo, principalmente pela
exposicao do fator tissular, criando um ambiente de exacerbacéo da inflamacéo
e coagulacdo. A regulacdo negativa de proteinas com funcdo anticoagulante
contribui ainda mais para a inducédo da coagulacdo. Como resultado tem-se a
adesado de neutréfilos e mondcitos as células endoteliais, migracdo para o
extravascular, extravasamento de fluidos para o intersticio, coagulacéo
intravascular, que em conjunto com alteracdo do ténus resultam em alteracdes
da microcirculacdo e levam a hipdxia tecidual e consequente disfuncao de
orgdos e sistemas. Importante ainda, a disfuncéo celular desencadeada pela
sepse pode persistir mesmo apos estabelecimento do fluxo sanguineo aos
tecidos, por mecanismos de sofrimento celular, referido como choque citopatico
(Salomao et al.,, 1999; Rigato et al., 2001; Cohen, 2002; Hotchkiss & Karl,
2003).

Neste contexto o uso da proteina C ativada, que tem propriedade
anticoagulante e antiinflamatoéria, mostrou reducdo no risco relativo de morte
em pacientes sépticos. Dessa forma, é importante entender com mais detalhes
a dindmica da fisiopatologia para identificar possiveis alvos e estratégias de

tfratamento na sepse.
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1.3.1 Importancia do lipopolissacarideo (LPS), seu complexo receptor e

desencadeamento da resposta inflamatéria

A similaridade entre os efeitos fisiopatol6gicos agudos induzidos pelo
LPS e as manifestacdes da sepse por Gram-negativos levou a hipétese de que
o LPS, liberado da bactéria in vivo, é responsavel pela inducdo dos sintomas
da septicemia (Rietschel et al., 1982). As bactérias Gram-negativas possuem
em sua membrana externa o LPS, que desempenha importante funcdo na
viabilidade bacteriana e na interacdo com o hospedeiro (Rietschel et al., 1982)

(figura 1).
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Figura 1: Representacdo esquematica da parede celular de bactéria Gram-

negativa (adaptado de Madigan et al., 1997).
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Apés a morte e lise bacteriana, e também quando a bactéria se
multiplica, o LPS é liberado da superficie bacteriana. A molécula do LPS pode
ser dividida, estrutural e funcionalmente, em trés sub-regides: polissacarideo O,
regiao central ("core”) e o lipideo A (figura 2). O lipideo A representa a estrutura
mais conservada do LPS e retém a toxicidade da molécula (Galanos et al.,
1979a). Este dado foi confirmado quando se demonstrou que o lipideo A
sintético tinha atividade bioldgica idéntica ao lipideo A e ao LPS bacterianos
(Galanos et al., 1985). Por intermédio do lipideo A, o LPS interage-se com
varios tipos celulares, como células mononucleares, células endoteliais,
polimorfonucleares e de particular importancia os mondcitos e macrofagos. A
ativacdo dos macrofagos pelo LPS resulta na liberagcdo de mediadores como o
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-8 e IL-10.
Estes mediadores tém atividade bioativa potente e podem atuar em sinergismo
ou ter efeito antagdnico a endotoxina (Rietschel et al., 1994). In vivo, estas
moléculas podem ter acao local ou serem liberadas na circulacéo, através da
qual séo transportados para diferentes células e 6rgdos suscetiveis, resultando

na repercussao sistémica da infeccao (Rietschel et al., 1982).
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Figura 2: Representagdo esquemética do LPS de Salmonella (adaptado de
Galanos et al., 1979a).
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A acdo biologica do LPS é modulada por proteinas presentes no soro,
como a proteina ligante de lipopolissacarideo (LBP) e a proteina bactericida por

aumento de permeabilidade (BPI).

A LBP é sintetizada principalmente por hepatécitos e posteriormente
liberada na corrente sanglinea. Tem alta afinidade pela endotoxina bacteriana,
formando o complexo LPS-LBP (Schumann et al., 1990). A LBP facilita a
ligacdo do LPS ao CD14, potencializando a ativacdo do macrofago induzida
pelo LPS, e subseqientemente a producdo de citocinas pro-inflamatérias,
como o TNF-a (Schumann et al., 1990; Wright et al., 1990). Desta forma
aumenta a capacidade do hospedeiro na deteccédo de LPS em fase inicial da
infeccdo, podendo ser importante para o controle da mesma (Ziegler-Heitbrock
& Ulevitch; 1993Jack et al., 1997). Entretanto a presenca da LBP pode ser
deletéria em estagios avancados de infeccdo, exacerbando ainda mais a
resposta inflamatéria (Gallay et al., 1993).

Os neutrofilos produzem proteinas, contidas em seus granulos, que
podem ser liberadas para o meio extracelular, interferindo na resposta ao LPS
(Spitznagel, 1990). Sdo chamadas de proteinas catibnicas microbicidas, que
tém atividade antibiotica e possuem a capacidade de ligar-se a endotoxina.
Entre elas destaca-se a BPI, que possui cerca de 45% de homologia com a
LBP, tendo efeito direto sobre células que respondem ao LPS como os
monaocitos e macrofagos (Tobias et al., 1988). Tobias et al. (1998) analisaram
as caracteristicas da BPI e da LBP e classificaram-nas como membros da
familia de proteinas ligantes de LPS, que apesar da similaridade estrutural, séo
proteinas funcionalmente antagénicas. A LBP age como um receptor soltvel

para o LPS e amplifica os efeitos da endotoxina nas células alvo (Marra et al.,
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1992), enquanto a BPI limita a resposta celular ao LPS neutralizando seus
efeitos como secrecao de TNF-a in vitro (Heumann et al., 1993).

Outras substancias presentes no soro interferem no transporte e ligacao
do LPS ao receptor celular e consequentemente na ativagéo celular. A maioria
do LPS circulante liga-se as lipoproteinas de alta densidade (HDL), formando
um complexo, diminuindo sua afinidade pelas células do sangue,

especialmente macrofagos e neutréfilos (Galanos et al., 1992).

O CD14, caracterizado inicialmente como o mais importante receptor de
LPS, apresenta-se em duas formas: o CD14 soltuvel (sCD14) e o CD14 ligado a
membrana celular (MCD14 - Wright et al., 1990). O receptor CD14 é composto
de glicoproteina ancorada a membrana por glicosilfosfatidilinositol (GPI) de 55-
KDa. O CD14 é encontrado na membrana de mondcitos, macréfagos e em
menor propor¢cdo em granulécitos (Ziegler-Heitbrock & Ulevitch, 1993). O
sCD14 é encontrado no plasma, soro e sobrenadante de cultura celular. H&
duas possiveis origens para o sCD14, a primeira seria pela liberacdo da célula
como um precursor, antes da ancoragem na membrana, de tamanho
semelhante ao de membrana (54kDa) ou entdo por clivagem proteolitica
através da acdo de enzimas que atuariam na ancora de GPI, dando origem a
uma forma menor (49kDa) (Ziegler-Heitbrock & Ulevitch, 1993; Landmann et
al., 1995). O sCD14 tem afinidade pelo LPS-LBP circulante, formando entédo o
complexo LPS-LBP-sCD14, que facilita a interacdo com as células que néo
possuem o mCD14, como no caso das células endoteliais (Frey et al., 1992).
Embora a expressao de CD14 de membrana (Hiki et al., 1998, de Werra et al.,
2001), os niveis séricos de CD14 séluvel (Landmann et al., 1995; Hiki et al.,

1998) e LBP (Gallay et al., 1993, Zweigner et al., 2001) sofram alteracdo na



Indroducéo

sepse, ainda ndo ha dados contundentes que justifiguem o emprego destes

exames na pratica clinica.

O mecanismo pelo qual o CD14 transmitia um sinal capaz de causar
profunda ativacdo era incerto, uma vez que sua molécula ndo possui uma
porcao intracelular. Entdo foi postulado que uma molécula transmembrana
interagisse com 0 CD14 e o LPS para fazer a sinalizacéo (Ziegler-Heitbrock &
Ulevitch, 1993). Poltorak et al. elucidaram o mecanismo de ativacéo através da
identificacdo do receptor tipo Toll (“Toll-like receptor 4” - TLR4) estudando
linhagens de camundongos que sao hiporresponsivos ou resistentes aos
efeitos do LPS. O gene do TIr4 tem mutacdo pontual no C3H/HeJ e sofreu
delecdo no C57BI10/ScCR conferindo a estes camundongos um fenétipo de
resisténcia ao LPS (P