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Resumo

A sepse apresenta crescente incidéncia e elevada morbidade e mortalidade,
sendo a principal causa de Obito 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 o estado de ativagdo dos neutréfilos no continuum da sepse
através da expressao de receptores de superficie e do metabolismo oxidativo;
avaliar o estado de ativagdo de mondcitos pelo metabolismo oxidativo; avaliar a
associacdo do estado de ativagcdo com disfuncédo organica. Métodos: Foram
incluidos 41 pacientes sendo 14 em sepse, 12 em sepse grave e 15 em choque
séptico, classificados de acordo com o consenso de 1992. Também foram
incluidos 17 voluntarios sadios (grupo controle). Por citometria de fluxo, foram
estudadas a expressao dos receptores TLR2, TLR4, CD11b, CD11c e CD66b
na superficie de neutrofilos em sangue total, e foi avaliada a producdo de
espécies reativas de oxigénio em neutréfilos e mondcitos através da oxidagao
de DCFH em sangue total. Disfuncdo organica foi mensurada pelo SOFA.
Resultados: Houve diminuicdo da expressédo de TLR2 (p=0,05) e tendéncia a
diminuicdo de TLR4 (0,06) no grupo de choque séptico em relacdo aos
individuos sadios. Nao houve diferenca na expressao de CD11lb e CD1lc.
Houve aumento da expressao de CD66b no conjunto de pacientes em relacao
ao grupo controle (p=0,01). O metabolismo oxidativo de neutréfilos foi maior no
conjunto de pacientes em relagdo ao grupo controle na condicdo basal e apos
estimulos com PMA, fMLP, LPS e S. aureus (p<0,001 em todas as condi¢des).
O metabolismo oxidativo de mondcitos também foi significativamente menor no
conjunto de pacientes em todas as condicbes testadas (p<0,01). O
metabolismo oxidativo em neutrofilos na sepse grave foi maior que o grupo
controle em todas as condi¢cOes, entretanto foi menor que o grupo de sepse
apos estimulo com PMA (p=0,04) e menor que o grupo de choque séptico apos
LPS (p=0,02) e S. aureus (p=0,04). O mesmo foi observado no metabolismo de
monaocitos na sepse grave em relacdo ao grupo de sepse apés LPS (p=0,01) e
ao grupo de choque séptico em relagdo a fMLP (p=0,03) e LPS (p=0,008).
Houve correlacéo forte entre metabolismo oxidativo de neutréfilos e monécitos
SOFA foi capaz de discriminar entre sobreviventes e ndo sobreviventes com
curva ROC de 0,78 (p=0,02). Houve correlacdo entre disfuncédo de 6rgaos e
metabolismo oxidativo em neutrdéfilos e mondcitos nos grupos de sepse grave e
choque séptico, embora o metabolismo oxidativo tenha sido maior no grupo de
choque séptico. O metabolismo oxidativo do grupo de sepse esteve igualmente
aumentado em relacdo ao grupo de choque séptico, porém o primeiro néo
desenvolve disfungcédo organica. Conclusdes: Observou-se maior estado de
ativacdo de neutréfilos e mondcitos na sepse avaliados pelo maior metabolismo
oxidativo. Todavia, nas fases iniciais da sepse a producao elevada de espécies
reativas de oxigénio esta relacionada a uma resposta efetiva para resolucédo do
processo infeccioso e em fases mais avancadas parece estar relacionada a
maior dano tecidual com consequiente aumento do numero de disfuncbes e
morte. Dessa forma, a producéo de espécies reativas de oxigénio no continuum
da sepse deve ser interpretada a luz da observacao clinica.
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Abstract

Sepsis is the leading cause of mortality in Intensive Care Unit. Sepsis morbidity
and mortality are increasing through years. Infection control depends on
adequate microbes recognition and satisfactory cell activation. Paradoxically it
has been seen that in sepse cell activation can be both good and harmful to the
host. Objectives: To evaluate neutrophil activation in the continuum of sepsis
measuring cell surface receptors and oxidative metabolism; to evaluate
monocyte activation measuring oxidative metabolism; to evaluate the
correlation between cell activation and organ dysfunction. Methods: Regarding
the 1992 ACCP/SCCM consensus, 41 patients were included: 14 with sepsis,
12 with severe sepsis and 15 with septic shock. 17 healthy volunteers were
included as control group. TLR2, TLR4, CD11b, CD11c and CD66b expression
on neutrophil surface using whole blood were measured using flow cytometry.
Reactive oxygen species formation due to DCFH oxidation was also measured
by flow cytometry. Organ dysfunction was characterized and measured using
SOFA score. Results: It was observed diminished TLR2 and TLR4 expression
in septic shock compared to healthy volunteers (p=0.05 and p=0.06,
respectively). There were no differences found in CD1lb and CD1llc
expression. CD66b expression was increased comparing the whole group of
patients and the control group (p=0.01). Neutrophil oxidative burst has been
increased in the whole group of patients compared to the control group at
baseline and under PMA, fMLP, LPS and S. aureus stimulation (p<0.001 for all
conditions tested). Monocyte oxidative metabolism was also significantly
increased in the whole patient group compared to the control group in all
conditions tested (p<0,01). Neutrophil and monocyte oxidative metabolismo due
to PMA, LPS and S.aureus stimulation in severe sepsis have been diminished
compared to sepsis and septic shock. A strong correlation was observed
between neutrophil and monocyte oxidative metabolism. SOFA score
discriminated patients between survivors and non survivors (ROC curve was
0.78; p=0.02). It has been observed positive correlation between organ
dysfunction and oxidative metabolism in neutrophils and monocytes considering
severe sepsis and septic shock. However, despite oxidative burst in sepsis has
been as high as in septic shock, no organ dysfunction was found in sepsis.
Conclusions: Neutrophils and monocytes are activated in the continuum of
sepsis considering reactive oxygen species formation. Nonetheless, in the
onset of sepsis increased oxidative metabolism was probably involved in
resolution of the infectious course, but on late stages of sepsis it was
associated with tissue damage and consequently organ dysfunction and death.
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Introducdo 2

1. INTRODUCAO

1.1. SEPSE

1.1.1. Considerac0des gerais e definicdes

Sepse pode ser definida como a resposta inflamatoria sistémica frente
a infeccdo, denotando um processo progressivo de injuria tecidual, onde a
disfuncéo organica mdltipla representa sua expressdo mais grave, conforme
postulado por Bone e colaboradores no consenso de sepse de 1992 (BONE,
SIBBALD et al.,, 1992). A importancia em se padronizar essas definicoes
vinha de encontro ao crescente interesse pelo entendimento da fisiopatologia
dessa sindrome cada vez mais incidente. Entretanto, a sepse € composta por
uma constelacdo deveras heterogénea de sinais e sintomas, o que dificulta,
além da compreensdo da patogénese, também o desenvolvimento de novas
modalidades terapéuticas.

Foi sendo observado com o passar dos anos a necessidade em se
rever e atualizar as definicdes de 1992. Assim, em 2001, em nova reuniao de
estudiosos (LEVY, FINK et al., 2003), foram atribuidos aspectos mais clinicos
as definicbes anteriores, levando em consideracdo, entre outros fatores, o
fato de que muitos pacientes com sepse ndo tém foco infeccioso
documentado (PITTET, THIEVENT et al, 1996). Houve entdo uma
atualizacao das definicdes para resposta inflamatoria sistémica, sepse, sepse

grave, choque séptico e disfuncédo de multiplos 6rgdos (Tabela 1), tendo sido
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mantida a idéia de estratificacdo e de continuidade da mesma doenca, e os

critérios diagnosticos foram ampliados conforme apresentados na tabela 2.

Tabela 1. Definicdes de SRIS, sepse, sepse grave e choque séptico.

Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica: Resposta inflamatéria sistémica a
uma variedade de insultos clinicos graves, como grandes queimados e pancreatite,
gue ocorre, necessariamente, na auséncia de infeccdo. Ha perspectiva de
futuramente utilizar-se apenas critérios bioquimicos e imunoldgicos e nao mais
critérios clinicos para identificar a SRIS

Infec¢cdo: Fendbmeno microbiano caracterizado por uma resposta inflamatéria
reacional a presenca de microorganismos ou a invasao de tecidos, fluidos ou
cavidade corporea.

Sepse: E a Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica decorrente de infecgéo,
mesmo que o foco infeccioso seja apenas suspeitado. A tabela 2 mostra os critérios
diagnosticos de sepse.

Sepse Grave: Sepse associada a disfuncdo organica, hipoperfusdo ou hipotenséo.
Hipoperfusdo e anormalidades da perfusdo pode incluir, mas nédo estéo limitadas a
acidose lactica, oliguria ou alteracao aguda do estado mental, entre outras. A sepse
grave é considerada atualmente a doenca com maior mortalidade em pacientes sem
doenca coronariana nos EUA.

Choque Séptico: Estado de faléncia circulatéria aguda caracterizada pela
persisténcia de hipotenséo arterial ndo explicada porquanto nao infecciosa, sendo
hipotenséo definida como PA sistélica < 90 mmHg ou reducdo de > 40 mmHg da
linha de base, ou PAM < 60, a despeito de adequada reposicdo volémica, na
auséncia de outras causas de hipotenséo..

SRIS — sindrome da resposta inflamatéria sistémica
PA — presséo arterial

PAM — presséo arterial média
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Tabela 2. Critérios diagnosticos de sepse.

Infeccdo documentada ou suspeitada e algum dos critérios que se seguem:

Variaveis gerais:
Temperatura retal> 38,3°C ou < 36°C
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1.1.2. Aspectos epidemioldgicos

No inicio da década de 90 ja se tinha comprovacéo de que a incidéncia
de sepse vinha aumentando nos Estados Unidos. Um estudo abrangente
conduzido pelo CDC mostrou que em 1989, a incidéncia de sepse era de
175,9 por 100.000 habitantes contra 73,6 por 100.000 habitantes em 1979
(1990). Talvez a limitacao desse estudo esteja no fato de que na época ainda
nao se havia postulado as definicdes de sepse adotadas a partir de 1992.

Seguiram-se entdo estudos epidemioldgicos norte-americanos de
SRIS e sepse utilizando as definicdes do ACCP/SCCM (American College of
Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine) de 1992. Dois grandes
estudos merecem destaque. No primeiro deles, RANGEL-FRAUSTO e
colaboradores (RANGEL-FRAUSTO, PITTET et al., 1995) estudaram 3708
pacientes admitidos em trés Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) e trés
enfermarias. 68% dos pacientes (2527) apresentaram SRIS, sendo que entre
estes, 26%, 18% e 4% desenvolveram, respectivamente, sepse, sepse grave
e choque séptico. Pacientes com choque séptico apresentaram um maior
namero de orgdos com disfuncdes. A limitacdo desse estudo deveu-se
principalmente ao fato de néo ter sido considerada a incidéncia, mas sim a
ocorréncia de sepse. O segundo estudo, conduzido por Sands e
colaboradores (SANDS, BATES et al.,, 1997), incluiu 8 centros médicos
académicos. O estudo foi desenvolvido prospectivamente entre os anos de
1993 e 1994. Foram incluidos pacientes internados em UTIs e todos os
pacientes de enfermaria e de pronto socorro que tiveram hemocultura

positiva, perfazendo 12.759 pacientes. A taxa de ocorréncia encontrada de
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sepse foi de 2,0 + 0,16 casos por 100 admissbes ou 2,8 + 0,17 por 1000
pacientes/dia.

Existem varios estudos epidemiologicos de sepse também no
continente europeu datando essa mesma época onde foram utilizados
critérios semelhantes aqueles utilizados pelos norte-americanos. No Italian
SEPSIS study de Salvo e colaboradores (SALVO, DE CIAN et al., 1995)
foram considerados 1101 pacientes, sendo a SRIS o critério de inclusdo no
momento da admissédo dos pacientes. A taxa de mortalidade em pacientes
com SRIS foi de 26,5%, semelhante a encontrada em pacientes criticos sem
SRIS ou infec¢do. Entretanto, a mortalidade foi maior em pacientes com

sepse, sepse grave e choque séptico, sendo de 36%, 52% e 81,8%,
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de mortalidade global dos pacientes com sepse grave documentada ou com
choque séptico foi de 56%. Os autores relataram ainda que os fatores de
risco para o desenvolvimento de sepse grave foram idade avancada,
admissbes clinicas ou cirargicas de urgéncia, ImuNOSsSUpressao ou
insuficiéncia hepatica crénica. Achados microbioldgicos e terapia
antimicrobiana tiveram pouca influéncia sobre o prognostico. Sepse urinaria
esteve associada ao melhor resultado.

A analise desses estudos também mostrou que pacientes internados
em UTI desenvolvem cerca de um quarto das infeccbes nosocomiais, com
prevaléncia variando de 15 a 40%. Pneumonia e outras infec¢cbes do trato
respiratorio sdo os principais focos encontrados em pacientes internados em
UTI, respondendo por metade das infec¢des. O trato urinario responde por 10
a 20%. Outros focos como ferida operatoria, infec¢des do trato digestivo e do
sistema nervoso central, correspondem a um quarto das infeccoes
(VINCENT, BIHARI et al., 1995).

Em nosso meio, estudos epidemiologicos também ressaltam a
importante incidéncia de sepse. Em estudo de SALOMAO e colaboradores
(SALOMAO, WEY et al., 1992) considerando aspectos epidemioldgicos de
pacientes que apresentaram bacteremia, em hospital universitario (Hospital
Sdo Paulo) entre 1985 e 1986, foi encontrada uma incidéncia de 21,7
bacteremias a cada 1000 admissfes. Ressalta-se que essa incidéncia alta
esteve relacionada as caracteristicas dos pacientes admitidos, sendo ainda
maior nos extremos de idade. O sitio de infeccdo mais encontrado foi o trato
respiratorio, seguindo-se infeccbes gastrintestinais e urinaria. Em 1993,

Salomao e colaboradores (SALOMAO, CASTELO FILHO et al.,, 1993)
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publicaram que a mortalidade nesses pacientes foi de 33,4%, seis vezes
maior que aqguela encontrada em pacientes que nao apresentaram
bacteremia. A idade acima de 40 anos, a presenca de doenca preexistente,
infeccdes respiratérias, presenca de choque e isolamento de Pseudomonas
sp, estiveram significativamente associados a mortalidade. Além disso, a
terapia antimicrobiana adequada, reduziu a incidéncia de choque e melhorou
a sobrevida nos pacientes que apresentaram bacteremia.

Outro estudo também em nosso meio avaliando todos os pacientes
que apresentaram hemocultura positiva admitidos no Hospital Sdo Paulo,
entre 1992 e 1993, observou mortalidade de 33% entre 0s que apresentaram
bacteremia, 36% na sepse, 72% na sepse grave e 78% no choque séptico
(UJVARI, CASTELO FILHO et al., 1996). Nesse mesmo periodo, a literatura
colocava que as taxas de mortalidade variavam de 10 a 80% dependendo do
tipo de UTI e da definicdo de sepse utilizada (BRUN-BUISSON, DOYON et
al., 1996) e os fatores de risco para o desenvolvimento da sepse e do choque
séptico eram bem reconhecidos e eram, em parte, responsaveis pelo
aumento da prevaléncia. Os principais seriam: aumento progressivo da
sobrevida de pacientes com doencas crbnico-degenerativas e
imunossupressoras, utilizacdo de procedimentos invasivos e 0s proprios
avancos tecnoldgicos, que possibilitariam a manutencdo do suporte organico
para vitimas de insultos agudos graves (SHEAGREN, S. L. In: Wingaarden
JB, Bennet JC., 1992).

Ha um interessante estudo prospectivo de KNAUS e colaboradores
(KNAUS, SUN et al., 1992) utilizando pacientes sépticos admitidos em UTI

gue mostra que 18% desses pacientes nao preenchiam critérios de sepse no
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momento da admisséo, porém o fizeram ainda na primeira semana na UTI.
Com isso podemos entender que € possivel que tenha havido uma sub
estimativa da real incidéncia de sepse até entdo. Segundo o Centers for
Disease Control (CDC), em 1990 havia 450.000 casos de sepse por ano nos
Estados Unidos com mais de 100.000 mortes (CDC 1990). Entretanto, dados
de Linde-Zwirble e colaboradores (LINDE-ZWIRBLE e ANGUS, 2004),
utiizando a classificacdo internacional de doencas numero 9 (CID-9),
sugerem que 0 numero total de casos era significativamente maior do que
previamente estimado.

Mais recentemente, Alberti e colaboradores (ALBERTI, BRUN-
BUISSON et al.,, 2002) publicaram um elegante estudo epidemioldgico
englobando 28 unidades de terapia intensiva da Europa. Os autores
avaliaram 14.364 pacientes admitidos em um ano. Do numero total de
pacientes avaliados, 6.011 permaneceram menos de 24 horas na UTI e néo
foram avaliados plenamente ao longo do estudo. O principal achado desse
estudo foi que a incidéncia de infeccao foi de 21,1%, e, nos pacientes que
permaneceram na UTI por mais de 24 horas, a incidéncia foi de 18,9%,
incluindo 45% dos pacientes infectados ja na admisséo. 6,6% do total de
pacientes preencheram os critérios de sepse grave e 8,2% de choque
séptico. A taxa de mortalidade hospitalar variou de 16,9% nos pacientes nao-
infectados a 53,6% naqueles com infeccao adquirida no hospital. A taxa de
mortalidade hospitalar dos pacientes com sepse ficou entre 44,8 e 67,9% e
dos pacientes com choque séptico entre 47,2 e 63,8%.

A crescente incidéncia de sepse e sua elevada mortalidade foram

subsidio para a realizacdo de estudos de base populacional. O estudo
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relevante de Angus e colaboradores publicado em 2001 (ANGUS e WAX,
2001) foi baseado em analise retrospectiva de 6.621.559 admissoes
hospitalares em 7 estados americanos (aproximadamente 25% da
populacdo). Os autores utilizaram a classificacdo do CID-9 para identificar
pacientes com sepse e disfuncdo organica, verificando, a posteriori, se 0s
mesmos pacientes preenchiam os critérios da ACCP/SCCM de 1992. Nessa
amostra populacional, os autores identificaram 192.980 casos de sepse grave
durante o ano de 1995. ApOs ajustes para idade e sexo, poder-se-ia afirmar
que a incidéncia anual de sepse grave naquele pais é de 3,0 casos por 1000
habitantes ou 2,6 casos por 100 altas hospitalares. Vale ressaltar que estédo
englobados adultos e criangas. Outro dado interessante desse estudo é que
cerca de 55% dos pacientes com sepse grave apresentavam alguma co-
morbidade. Metade dos pacientes com sepse grave identificados recebeu, em
algum momento de sua hospitalizacdo, cuidados intensivos. A taxa de
mortalidade global foi de 28,6% o0 que resulta em mais de 175.000 mortes
anualmente, e os custos relacionados ao tratamento da sepse situam-se em
torno de 16,7 bilhdes de dolares ao ano. Ainda, assumindo um crescimento
anual de casos por ano de 1,5%, ha estimativa, naquele pais, de 934.000
novos casos em 2010 e de 1.110.000 no ano de 2020.

No Brasil, apesar de ndo existirem ainda estimativas precisas, a
elevada incidéncia de sepse pode ser observada em um estudo
epidemiolégico denominado estudo BASES (Brazilian Sepsis Epidemiological
Study). A incidéncia de sepse grave e choque séptico nos centros
considerados situam-se em 27% e 23%, respectivamente e a taxa de

mortalidade global foi de 22% (SILVA, PEDRO M DE et al., 2004)
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Assim, de forma até mesmo intuitiva, podemos assumir que a
incidéncia de sepse vem aumentando e a sua epidemiologia mudando no
decorrer dos anos. Por exemplo, o numero de pacientes admitidos em UTlIs
tem sido cada vez maior, bem como a utilizacdo de novos recursos nessas
unidades o0 que, por sua vez, acarreta em aumento dos fatores
predisponentes a infec¢des, e assim por diante.

Todos estes aspectos epidemioldgicos ressaltam a importancia em se
conhecer melhor a fisiopatologia da sepse para que se possam desenvolver
novas estratégias terapéuticas (LOWRY, 1994; SALOMAO, RIGATO et al.,

1999; WHEELER e BERNARD, 1999).

1.1.3. Fisiopatologia

A fisiopatologia da sepse estd relacionada a uma interacao
complexa entre o hospedeiro e 0o microorganismo infectante. Sao varios 0s
processos envolvidos, sendo o principal relacionado a ativacdo de células
inflamatorias tais como o0s leucocitos, macrofagos teciduais, ceélulas
dentriticas e eosinofilos. A ativacdo de células inflamatorias, por sua vez, vai
desencadear ativacao pertinente do endotélio, do sistema imune, de citocinas
pré e antiinflamatérias, e do sistema de coagulacao.

O sistema imune inato € a primeira linha de defesa contra infeccbes e
é ativado quando um patégeno atravessa a barreira natural do hospedeiro.
Utiliza-se de uma variedade de receptores de reconhecimento que podem

estar expressos na superficie celular, nos compartimentos intracelulares ou
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mesmo como substancias secretadas na corrente sanguinea ou em fluidos
teciduais (JANEWAY e MEDZHITOV, 2002). Dentre as células efetoras do
sistema imune inato, as mais importantes sdo os neutrofilos e macrofagos,
capazes de fagocitar e digerir 0s patdégenos, secretar citocinas e quimiocinas,
além de coordenar mecanismos adicionais de resposta do hospedeiro. O fato
de expor os neutrofilos a bactérias ou produtos bacterianos, ativa essas
células como parte da resposta inflamatéria, obtendo como resultado final o

clareamento do patégeno.

e Receptores do sistema imune inato

O papel das células do sistema imune inato é primariamente reconhecer e
discriminar potenciais patdégenos de si préprio. Para tanto, fagocitos
reconhecem determinados padrdes microbianos por meio de um numero
restrito de receptores conhecidos como Receptores de Reconhecimento
Padrdo (RRP). E embora varios RRP envolvidos em opsonizacao, ativacao
de complemento e fagocitose tenham sido descritos anteriormente, ha pouco
tempo os receptores envolvidos na inducdo de genes inflamatorios, os
receptores Toll-like (TLRs ou Toll-like receptors da sigla em inglés que
adotaremos aqui) foram identificados (MEDZHITOV, PRESTON-HURLBURT
et al., 1997).

O primeiro receptor da familia Toll foi identificado em Drosophila como
componente de via de sinalizacdo que controla a polaridade dorso-ventral em

embrides, e, além disso, com importante participacdo na resposta imune de
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moscas adultas, o que pode ser demonstrado pelo fato de moscas com
mutacdo que |hes confira perda da funcdo do gene Toll, tornaram-se
altamente suscetiveis a infec¢des fungicas (LEMAITRE, NICOLAS et al.,
1996). Atualmente, onze homologos humanos dos TLRs ja estao identificados
e se nao todos, a maioria envolvida no reconhecimento dos principais
padrées microbianos, também conhecidos como padrées moleculares
associados a patégenos (PMAPs) (HOPKINS e SRISKANDAN, 2005;
MEDZHITOV, 2001).
A identificacdo dos agonistas especificos dos TLRs néo é facil. TLR1, -2, -
4, -5 e -6 sdo expressos na superficie celular onde sé&o especializados no
reconhecimento de produtos bacterianos, incluindo lipoproteinas de bactérias
e acidos lipoteicéicos (TLR2 como heterodimero com TLR1 ou TLR6), LPS
(TLR4), ou flagelinas (TLR5) (TAKEDA e AKIRA, 2004). Nas ceélulas
fagociticas, ha evidéncia de que esses receptores também séo recrutados ao
fagossomo através de ligacdo intima (UNDERHILL, OZINSKY et al., 1999)
(NOMURA, AKASHI et al., 2000). J4 o TLR3, -7, -8 e -9, séo localizados em
compartimentos intracelulares (AHMAD-NEJAD, HACKER et al., 2002) e séo
especializados na deteccdo de virus ou no reconhecimento de acidos
nucléicos tais como DNA de duplo filamento (TLR3), RNA viral monofilamento
(TLR7) ou DNA ndo-metilado de bactérias e virus (TLR9) (TAKEDA e AKIRA,
2004).
A nocdo de associacdo “monogamica” entre um TLR em particular e
seu receptor microbiano, como no caso do TLR4 e LPS, é na realidade uma
simplificacdo. O TLR2, por exemplo, pode ser ativado por componentes da

parede celular de fungos e micobactérias. Essa maior complexidade vem do
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fato de que os TLRs parecem ser capazes de se combinarem para formar
um repertério capaz de distinguir intimamente os seus ligantes (OZINSKY,
UNDERHILL et al., 2000) e h& evidéncia de que o polimorfismo de proteinas
dos TLRs pode explicar em parte a grande variabilidade de respostas
individuais aos estimulos infecciosos (LORENZ, MIRA et al., 2000).

Os neutréfilos humanos, por exemplo, expressam mRNA para todos os
TLRs, exceto o TLR3, e todos os TLRs expressos induzem uma resposta
inflamatoria em neutroéfilos quiescentes (HAYASHI, MEANS et al., 2003),
exceto pela CpG que requer pré-tratamento com fator estimulador de
crescimento de macroéfagos e granuldcitos (GM-CSF) para permitir respostas
adequadas (HAYASHI, MEANS, et al., 2003; NEUFERT, PAI et al., 2001).
Além disso, o DNA bacteriano pode ativar neutrofilos de uma maneira que
independe de TLR9 e CpG, através de um mecanismo ainda a ser
identificado (TREVANI, CHORNY et al.,, 2003). Além disso, existem co-
receptores na membrana celular que podem influenciar a sinalizacdo. Os
neutréfilos, por modelo, apresentam niveis constitutivos altos de integrina
CD11b/CD18 (SABROE, JONES et al., 2002), que por sua vez, contribuem
na sinalizacdo do TLR4 em células monociticas (PERERA, MAYADAS et al.,
2001). Ainda, a sinalizacao também é facilitada nos neutrdfilos, bem como em
outras células, pelos “lipid rafts” (FESSLER, ARNDT et al., 2004).

Fica claro entdo que o evento inicial que desencadeia a resposta imune
inata frente a um patdgeno invasor esta diretamente relacionado ao
reconhecimento deste. Para que isso que ocorra, o0s RRPs de células do

sistema imune inato vao interagir com as PMAPS.
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O LPS é um bom exemplo dessas PMAPSs, além de ser um dos agonistas
bacterianos mais potentes ja conhecidos (KNAPP e VAN DER POLL, J.-L.
Vincent, 2004; KNAPP, DE VOS et al., 2003), tem um papel dominante na
sobrevivéncia de bactérias gram negativas. A membrana externa dessas
bactérias é constituida por uma camada lipidica dupla, separada da
membrana citoplasmatica por peptidoglicanos. O LPS fica fixo nessa
membrana externa através da porcdo denominada lipideo A (GALANOS,
FREUDENBERG et al., 1979). E até que a proteina ligadora de LPS, a LBP
(do inglés lipopolysaccharide-binding protein) fosse descrita, acreditava-se
que o LPS poderia ativar células imunes através de mecanismo nhao
especifico envolvendo intercalacdo espontanea do lipideo A na camada
lipidica dupla. Foi entdo demonstrado que a ativacdo de células do
hospedeiro dependia da presenca de LBP (TOBIAS, SOLDAU et al., 1986) e
do receptor CD14 (WRIGHT, RAMOS et al., 1990).

A LBP é uma proteina de fase aguda produzida no figado e pulmbes
(SCHUMANN, KIRSCHNING et al., 1996). A importancia biologica da LBP e
do receptor CD14 pode ser ilustrada em camundongos com deficiéncia
genética de LBP ou CD14. Eles apresentam refratariedade ao choque
induzido por endotoxinas (HAZIOT, FERRERO et al., 1996; JACK, FAN et al.,
1997), porém sdo altamente suscetiveis a infeccdes por bactérias gram
negativas como peritonite por Salmonella (BERNHEIDEN, HEINRICH et al.,
2001) ou Escherichia coli (KNAPP, DE VOS, et al., 2003). Além disso, ha
evidéncia que a LBP também esteja envolvida na resposta imune a bactérias
gram positivas, ja que niveis altos de LBP e de CD14 solavel tém sido

descritos em sepse por essas bactérias (BLAIRON, WITTEBOLE et al.,
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2003). Entretanto, ndo ha evidéncia de que o receptor CD14 seja
imprescindivel na resposta imune a bactérias gram positivas in vivo (WEBER,
FREYER et al., 2003).

O CD14 tem duas formas de apresentacao, ligado a membrana (mCD14)
ou soluvel no plasma (sCD14). O mCD14 participa claramente na inducdo da
resposta inflamatoria, tanto que a administracdo de anticorpo recombinante
anti CD14 atenua os sintomas clinicos e reduz consideravelmente a producéo
de citocinas pro-inflamatorias em modelos humanos de endotoxemia
(VERBON, DEKKERS et al., 2001). O sCD14 também esta relacionado a
ativacdo de células inflamatérias e niveis aumentados estdo associados a
maior mortalidade em choque séptico por gram negativo (LANDMANN,
ZIMMERLI et al., 1995). Entretanto, Kitchens et al. estudando mondcitos de
pacientes sépticos, descreve que o sCD14 pode aumentar a transferéncia de
LPS ligado a células para lipoproteinas o que, por sua vez, contribuiria para a
neutralizacdo do LPS com consequente diminuicdo da resposta do LPS
nesses monocitos (KITCHENS, THOMPSON et al., 2001). Vale ressaltar um
estudo recente sobre o papel do CD14 na sinalizacdo do LPS que coloca que
a forma R (de “rough”) do LPS, diferente da forma S (de “smooth”), pode
induzir ativacao celular independente do CD14 (JIANG, GEORGEL et al.,
2005).

Ainda no que diz respeito a sinalizacdo, a descoberta da MD-2 também
contribuiu para fundamentar a importancia do TLR4 nesse processo. A MD-2
€ uma proteina que se liga ao TLR4 no complexo de Golgi e é secretada

como molécula soluvel por células que expressam MD-2 (VISINTIN,



Introducdo 17

MAZZONI et al., 2001). O seu papel parece ser de posicionar o TLR4
corretamente na superficie celular (NAGAI, AKASHI et al., 2002).

Em suma, a interacdo celular com LPS envolve a LBP como carreador de
CD14 na membrana celular, que vai entdo formar um complexo com o TLR4.
E uma vez que o LPS se liga ao complexo TLR4/MD-2, o mecanismo pelo
qual o receptor é ativado nao é claro. Latz e colaboradores (LATZ, VISINTIN
et al., 2002) sugerem que a agregacdo ao TLR4, artificialmente utilizando
mADbs, ou como resultado de ligacdo ao LPS, é suficiente para ativar a
transducdo do sinal. O préximo passo nesse processo de sinalizacao
demanda o recrutamento de moléculas de adaptacdo denominadas TIR (do
inglés Toll-interleukin-1 resistance). Cada TLR tem um dominio extracelular
que contéem multiplas repeticbes de leucina e um dominio TIR. S&o
conhecidas quatro moléculas de adpatacdo do dominio TIR capazes de
mediar a sinalizacdo do TLR4. Todas compartiham uma sequéncia
significativa de aminoacidos similares. Sdo elas a MyD88 (myeloid
differentiation factor 88), a TIRAP (TIR adapter protein), a TRIF (domain-
containing adapter inducing interferon-g) e a TRAM (TRIF-related adapter
molecule). Atualmente estd4 claro que a MyD88 e TRIF promovem uma
plataforma central para a propagagcdo de sinais complexos dos TLRs via
associacao direta com quinases e fatores de transcricdo (HONDA, YANAI et
al., 2004; YAMAMOTO, SATO et al., 2003). Todos os TLRs caracterizados, a
excecdo do TLR3, sinalizam com a utilizagdo da MyD88. Na ativacdo do
receptor, a MyD88 é recrutada via seu proprio dominio TIR que vai entéo
interagir com o dominio TIR do TLR em questdo. Isso favorece o

recrutamento e ativacdo da familia de quinases conhecida como IRAKs (IL-1
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receptor-associated kinases) 1, 2 e 4. A IRAK 4 é recrutada primeiramente,
torna-se ativa e fosforila a IRAK 1 (AKIRA e TAKEDA, 2004). Estas quinases
interagem com a MyD88 através do dominio de morte comum a ambas as
proteinas, promovendo entdo a ativacdo da TRAF6 (Tumor-necrosis factor-
receptor-associated factor 6). Isso vai ativar quinases situadas na seqiéncia
do processo de sinalizacdo, incluindo as IkB (Inhibitor of NF-xB kinase)
resultando na liberacdo de NF-xB que se transloca para o nucleo e vai
aumentar a expressao génica de citocinas inflamatorias determinando, por
fim, uma resposta pro-inflamatoria. E dependendo de qual molécula de
adaptacdo esteja envolvida, o processo de resposta dos TLRs pode ser
dividido em duas categorias: de resposta precoce dependente de MyD88
onde estdo envolvidos MyD88 e TIRAP, vitais para a ativacdo de NF-xB pelo
TLR2 e TLR4, e de resposta tardia que independe de MyD88 e tem
envolvimento de TRAM e TRIF, sendo este utilizado pelo TLR3 na inducéo da
sintese de IFN- (SATO, SUGIYAMA et al., 2003).

Existem vérias outras vias adicionais de sinaliza¢do. Entre elas podemos
citar a PGRP-S (peptidoglycan recognition protein-S), a TREM-1 (triggering
receptor expressed on myeloid cells) e a NOD2 (nucleotide-binding
oligomerization domain). A PGRP-S é capaz de reconhecer o peptidoglicano
da parede bacteriana e ativar dois mecanismos de defesa antimicrobianos. A
TREM-1 que pertence a superfamilia das imunoglobulinas, ativa neutréfilos e
mondcitos sinalizando através da proteina de adaptacdo DAP12 (BOUCHON,
DIETRICH et al., 2000). Ela amplifica a resposta iniciada pelo TLR contra a
invasdo microbiana e potencializa a secre¢édo de quimiocinas e citocinas em

resposta a infecgbes bacterianas e fungicas, de tal forma que o bloqueio da
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TREM-1 reduz a inflamacdo e aumenta a sobrevida em modelos animais
(BOUCHON, FACCHETTI et al., 2001). E finalmente a NOD2 € um gene que
também confere resposta ao LPS e sua mutacdo esta associada in vitro com
reducdo da ativacdo de NF-kB apods estimulo com varias bactérias gram
negativas (OGURA, BONEN et al., 2001).

Em resumo (vide figura 1), os TLRs sdo proteinas que vao fazer o
reconhecimento de microorganismos infectantes em mamiferos. Fazem parte
de nossa imunidade inata, iniciando a maior parte dos fenémenos que
ocorrem no curso da infeccdo. Para fazer a sinalizacao, eles necessitam de
proteinas adaptadoras — MyD88, MAL/TIRAP, TRIF e TRAM - que atuam
como homodimeros ou heterodimeros propiciando entdo a transducdo de
sinal com consequente ativacéo de proteinoquinases e fatores de transcricao,
resultando na liberacdo de citocinas inflamatdrias e assim promovendo uma

resposta pro-inflamatoria.
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Figura 1: Relagdo entre Toll-like receptors (TLRs), suas proteinas
adaptadoras, as proteinoquinases relacionadas a estas e os efeitos da
sinalizacdo. A MyD88 é uma proteina adaptadora utilizada na sinalizacdo de
todos os TLRs a excec¢do do TLR3. Ela interage com a IRAK que por sua vez
atua em conjunto com TRAF6 e em ultima instancia, vao promover a ativacao
de NF-kB, das MAP quinases e da JNK. Essas vias vao levar a producéo de
citocinas como TNF e outras citocinas pré-inflamatérias. Isso também ocorre
com o TLR2 e o TLR4. Mas estes promovem a sinalizagdo por meio de uma
segunda proteina adaptadora, a MAL/TIRAP cuja funcao principal parece ser
de ponte no recrutamento de MyD88. O TLR3 sinaliza através da TRIF que
interage com a TBK1 levando a ativacdo de IRF3 e assim liberacdo de INF-f.
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As células mononucleares exercem um papel importante na liberagcao
dessas citocinas inflamatérias como IL-1, IL-6 and TNF-a e outras incluindo
IL-12 e IL-15. Essa resposta inflamatoria € mediada tanto por interacédo
cellular como por mediadores solUveis e existem outros multiplos fatores e
substancias envolvidas na resposta inflamatéria tais como quimiocinas,
complemento, a cascata de coagulacdo e o endotélio, todos ocorrendo de
forma inter-relacionada e orquestradamente.

Entretanto, esse aumento na liberacdo de mediadores pro-
inflamatdérios é apenas parte de todo esse cenario imunolégico. Também
ocorre liberacdo de mediadores antiinflamatérios como IL1-ra (IL-1 recetor
antagonist), IL-10 e receptores soluveis de TNF-a (GOLDIE, FEARON et al.,
1995), de tal modo que a sepse pode ser descrita muito mais como um
desequilibrio do sistema imune inato do que simplesmente como um
fendmeno relacionado a liberacdo exagerada de mediadores inflamatérios. E
talvez isso até possa explicar as falhas nos principais ensaios clinicos ja

utilizados no tratamento do choque séptico com substancias antiinflamatorias

(ABRAHAM, 1999).

e Ativacao celular

O reconhecimento da infeccéo pelo organismo desencadeia a ativagao
de populacbes celulares distintas, conseqiente a sinalizacéo e liberacédo de
todo esse aparato pro e antiinflamatorio. As principais células envolvidas sao
os neutrofilos, mondcitos e linfocitos, bem como macrofagos teciduais,

células dendriticas e eosinofilos.
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Os neutrofilos e os mondcitos constituem o principal arsenal de células
inflamatorias circulantes apesar de estarem normalmente em um estado de
nao ativacdo. A ativacdo celular é classicamente descrita em termos de
sensibilizacdo e ativacdo. A sensibilizacado pode ser definida como processo
pelo qual a resposta de uma célula inflamatéria a um estimulo esta
significativamente potencializada em decorréncia de exposicao prévia a um
agente estimulante (CONDLIFFE, KITCHEN et al., 1998). Dentre os agentes
estimulantes melhor descritos estdo o LPS e o fMLP (N-formyl-L-methionyl-L-
leucyl-pnenylalanine) comuns as bactérias gram negativas e gram positivas
respectivamente, sendo que ambos tém receptores especificos (BELLINGAN,
1999). E uma vez que essas células inflamatérias sdo provocadas por
bactérias ou produtos bacterianos como o0s descritos acima, elas séo
rapidamente transformadas em células ativas com grande capacidade em
liberar mediadores, enzimas e espécies reativas de oxigénio (ERO)
(GOSLING, 1998).

A ativacdo aumenta o numero de neutrofilos pela aceleracdo do
processo de maturacdo com consequente aumento da liberacdo de
precursores pela medula 6ssea. Os mondcitos circulantes também aumentam
em nuamero e ambas as células vao se dirigir ao sitio infeccioso orientadas
por agentes quimiotaticos e moléculas de adesdo. As moléculas de adeséo,
por exemplo, aumentam sua expressdo e funcdo na presenca de citocinas
inflamatorias (LEY, 1996). Como resultado, ocorre aumento da expressao de
selectinas, mais propriamente as P, E e L selectinas e também aumento da
funcado das integrinas que ja sao constitutivamente expressas e de CD66 que

€ membro da familia do antigeno carcino-embriénico (VARKI, 1994)
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Classicamente, a adesdo leucocitaria € descrita em termos de
rolamento, adesdo firme e transmigracdo. As selectinas — E (CD62E), P
(CD62P) e L (CD62L) — medeiam a baixa afinidade de neutroéfilos e mondcitos
em se ligarem ao endotélio (JUNG, RAMOS et al., 1998). Os trés tipos de
selectinas conhecidos foram denominados de acordo com o tecido no qual
eles foram identificados: as L-selectinas sdo encontradas nos leucdcitos e
sdo responsaveis pelo enderecamento ("homing") dos linfocitos para os
linfonodos; as E-selectinas aparecem nas células endoteliais apds terem sido
ativadas por citocinas inflamatorias, sendo que uma pequena quantidade é
encontrada em varios leitos vasculares e parecem ter significado importante
para a migracéo dos leucadcitos; e as P-selectinas sdo armazenadas em alfa-
granulos das plaquetas e corpos de Weibel-Palade (vesiculas intra-
citoplasmaticas) das células endoteliais, e sdo prontamente posicionadas na
membrana plasmatica apos uma estimulacao especifica.

Por meio da interacdo com glicoproteinas ligantes, as selectinas
promovem o0 contato temporario dos leucécitos com o endotélio permitindo
assim uma adesao firme mediada pelas integrinas. As principais integrinas
relacionadas a adeséo leucocitaria sdo as do grupo beta-2, embora muitas
outras podem estar participando desse processo como a PECAM (platelet
endothelial cell adhesion molecule) ou CD31 e integrinas do grupo beta-1
(CD29/CD49d). As integrinas beta-2 sdo heterodimeros com uma cadeia
beta-2 comum (CD18) ligada a uma das trés cadeias alfa (CD11a, CD11b e
CD11c) formando LFA-1, Mac-1 e p150/95 respectivamente. Os principais
ligantes endoteliais dessas integrinas sdo ICAM-1 (CD54), ICAM-2 (CD102) e

VCAM-1 (CD106). A VCAM-1 liga-se a VL-4 e a PECAM liga-se a outras
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moléculas PECAM, sendo estas, a VL-4 e a PECAM, essenciais na
transmigracéao dos leucocitos (MEERSCHAERT e FURIE, 1995). Vide figura 2
abaixo.

margination

phase 1-rolling phase 3-firm attachment —|
| (selectin-mediated) = {integrin-mediated)
|

phase 2-activation
mucing {chemoattractant-mediated)
/I '.I ==

emigration

phasa 1 phasa 2 phasa 3

PSGL1 . chemokine  PAF Csa ot LFA-1

e |

CDas E-selectn

P-solectin

Figura 2. Migracdo e marginalizacdo de neutréfilos. Na figura A estédo
representados os processos de rolamento, adeséo firme ao endotélio ativado
e posterior migracdo para o foco infeccioso. A fase 1 de rolamento € mediada
pelas selectinas, a fase 2 de ativagao depende de substancias quimioatrativas
e a fase 3 de adesdo ¢é realizada pelas integrinas.

B) Representacédo das superficies moleculares dos neutrdfilos e das células
endoteliais com 0s seus respectivos ligantes durante os processos de
marginalizag&do e migracao.

PSGL-1 - Glicoproteina Ligante da P-selectina; CLA - Antigeno Cutaneo
Linfocitario; PAF - Fator Ativador Plaquetéario; C5a - Derivado de
Complemento; ICAM-1 e ICAM-2 — ligantes endoteliais de integrinas.
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O CD66 também tem papel definido nesse processo de adeséao
endotelial via E-selectinas (KUIJPERS, HOOGERWERF et al., 1992). Além
de participar facilitando a adesédo mediada pelas B2-integrinas, (KUIJPERS,
VAN DER SCHOOT et al.,, 1993) também potencializa a produgcédo de
espécies reativas de oxigénio (STOCKS, KERR et al, 1995). Mais
recentemente, Feuk-Lagerstedt e colaboradores (FEUK-LAGERSTEDT,
JORDAN et al., 1999) mostraram a importancia do CD66 na inducdo da
ativacdo da NADPH-oxidase em neutrofilos.

A deficiéncia de moléculas de adesdo pode determinar uma ativacéo
celular inadequada frente a bactérias. Pacientes com deficiéncia de CD18,
por exemplo, possuem leucécitos com inabilidade de transmigracdo, a
despeito de niamero normal ou até aumentado de neutréfilos circulantes e

sofrem de infeccdes de repeticao (KUIJPERS, VAN LIER et al., 1997).

1.2. METABOLISMO OXIDATIVO

O hospedeiro esta preparado para reconhecer microorganismos
invasores e promover ativagcao celular. Mas isso ndo é suficiente, ele tem que
eliminar esses microorganismos. A erradicagdo de microorganismos
invasores pelos neutrofilos, mondcitos e macréfagos depende em grande
parte da capacidade fagocitica (SEGAL, 2005) e posterior geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) durante o “burst” ou exploséo
respiratoria. Essas ERO sédo produzidas no interior dos fagossomos por uma

série de reacdes iniciadas pela NADPH oxidase (BABIOR, 1999).
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Em estudo prévio, nosso grupo encontrou uma maior capacidade
fagocitica de neutréfilos de pacientes com sepse grave e choque séptico
comparados a individuos sadios (MARTINS, KALLAS et al., 2003). Outros
estudos corroboram nossos achados; TRINKLE e colaboradores (TRINKLE,
WELLHAUSEN et al.,, 1987) em estudo de medida de fagocitose e
metabolismo oxidativo em neutrofilos de sangue total de pacientes sépticos e
individuos sadios, mostraram que neutréfilos de ambos os grupos, incubados
previamente com LPS durante uma hora, apresentaram aumento na
fagocitose e no metabolismo oxidativo quando comparados aos controles,
isto €, neutréfilos que ndo foram previamente expostos a endotoxina. Em
1992, BOHMER e colaboradores (BOHMER, TRINKLE et al., 1992) também
demonstraram, em individuos sadios, aumento na capacidade fagocitica de
neutroéfilos incubados com LPS. Entretanto, os estudos sobre fagocitose em
sepse nao sdo tdo numerosos como aqueles relacionados ao metabolismo
oxidativo, apesar de igualmente conflitantes. Ha relatos de diminuicdo da
capacidade fagocitica de neutréfilos de pacientes com sepse por gram-
negativo (WENISCH, PARSCHALK et al., 1999). SOOKHAI e colaboradores
(SOOKHAI, WANG et al, 1999) também encontraram diminuicdo da
capacidade fagocitica de neutréfilos de pacientes com SRIS.

A chamada "explosdo respiratéria® de ceélulas fagociticas foi
inicialmente descrita em 1933 por BALDRIDGE & GERARD (VLESSIS,
GOLDMAN et al., 1995). Refere-se a grande capacidade dessas células em
consumir oxigénio frente a estimulos por bactérias, antigenos bacterianos, ou
mesmo estimulos artificiais como forbol miristato acetato (PMA), N-formil

metionil leucil fenilalanina (fMLP) (BASS, PARCE et al., 1983), entre outros.
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Posteriormente foi descrita em detalhes e € conhecida como metabolismo
oxidativo, que €é o resultado do consumo aerobio de O, durante a oxidacéo de
substratos para a provisdo de energia para a célula na forma de adenosina
trifosfato (ATP).

Uma vez fagocitados, os microorganismos ficam expostos a agentes
bactericidas resultantes, em parte, dos produtos liberados pela degranulacéo
dos neutrofilos e em grande parte das ERO. A ativacdo do metabolismo
oxidativo como dito anteriormente, envolve a NADPH oxidase, um complexo
enzimatico formado por quatro subunidades separadas - a p40, a p47 e a p67
que fazem parte do citosol, e o complexo protéico de membrana p22 - p91,
também conhecido como citocromo b558 (WITKO-SARSAT, RIEU et al.,
2000). A NADPH oxidase pode ser ativada por substancias como o zimosan
nos neutrofilos ou por outro estimulo bacteriano qualquer (por exemplo, LPS
e fMLP).

Uma vez que os neutrofilos estdo ativados, ocorre fosforilagdo da
subunidade p47 e componentes do citosol migram para a membrana
plasmatica aonde vao se associar ao citocromo b558 e juntos constituem um
complexo enzimatico capaz de gerar anion superoxido (O,-) a partir da forma
molecular comum do oxigénio (O;), em uma reacao catalisada pela NADPH
oxidase. Assim temos: 20, + NADPH — 20, + NADP + H' (BEUTLER,
2004).

O anion superdxido por si s6 ndo é um agente oxidante, porém
funciona como substrato na producdo de outras ERO nesse processo de
reducdo de O, em peréxido de hidrogénio (H,O,) (BABIOR, 1984), que € um

substrato abundante na geragcdo de agentes oxidantes mais poderosos,
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através de reacao envolvendo a enzima superoéxido dismutase (SOD). Esta é
a principal reacdo que permite a geracio subsequente de ERO: 2H" + 20, =
H,O; + O..

Dentre os produtos que sdo gerados a partir de H,O, encontram-se
compostos acidos, incluindo o acido hipocloroso cuja formacédo depende da
acdo da mieloperoxidase (MPO): CI + H,O, + H" = HOCI + H,0O. Estes
compostos sao microbicidas muito potentes com papel central no arsenal de
neutrofilos, atuando diretamente na morte dos micrébios, bem como
formando outros metabdlitos também microbicidas, tais como oxigénio
“singlet” (*O,) e a radical hidroxila (OH") (VLESSIS, GOLDMAN, et al., 1995).
Deve-se lembrar que a hidroxila também pode ser produzida
independentemente de H,0, e O,- via reacdo de Fenton.

Espécies reativas de nitrogénio também sédo produzidas através de
reacdo espontanea tendo O,- como substrato: NO + O,- = ONOO". O
peroxinitrito que € o produto da reacdo, passa por uma segunda etapa e
produz uma espécie de nitrato ainda sem denominacéo (BEUTLER, 2004).

A figura 3 abaixo, extraida de Beutler (BEUTLER, 2004), mostra a
formacdo de anion superéxido a partir de oxigénio e da NADPH e as
moléculas com potencial microbicida a partir dai com suas respectivas vias e

enzimas catalisadoras.
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Figura 3: A figura representa a formagéo de anion superoéxido (O;) a
partir de oxigénio em reacdo catalisada pela NADPH oxidase. A
partir dai, ocorre formacdo das espécies reativas de oxigénio;
peréxido de hidrogénio (H.0;), acido hipocloroso (HOCI) e
peroxinitrito (ONOQO).

SOD - enzima superoxido dismutase
MOP - mieloperoxidase

Na sepse, ha amplificacdo e ativacédo do "pool" de células fagociticas
pelo contato com a bactéria, ocasionando liberacdo de grandes quantidades
de ERO nos tecidos. Isso pode explicar 0 aumento do consumo de oxigénio
nessa situacédo (VLESSIS, GOLDMAN, et al., 1995).

As ERO possuem papel importante e benéfico na sepse, pois fazem
parte do mecanismo bactericida dos neutréfilos como descrito anteriormente.
Por outro lado, podem ter efeitos danosos sobre os vasos e tecidos
(HIMMELFARB, HAKIM et al.,, 1992), podendo inclusive levar a disfungao
organica multipla, conforme descrevem TRAUTINGER e colaboradores
(TRAUTINGER, HAMMERLE et al., 1991) em estudo envolvendo dezessete

pacientes criticos internados em UTI, sem evidéncia de sepse a admisséo.
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Sete pacientes desenvolveram sepse e disfuncédo organica e apresentaram
producdo de ERO, estimulada por PMA, significativamente maior do que os
pacientes que nao evoluiram com sepse.

Em estudo prévio, encontramos aumento do metabolismo oxidativo de
neutroéfilos basal e frente a estimulos diversos em pacientes com sepse grave
e choque séptico comparados a individuos sadios, denotando preservacao de
atividade ou mesmo aumento desta decorrente da sepse (MARTINS,
KALLAS, et al., 2003). Por outro lado, WENISCH e colaboradores
(WENISCH, PARSCHALK, et al., 1999), comparando pacientes com sepse
por gram-negativo e controles sadios, observaram uma diminuicdo da
habilidade fagocitica e da producdo de ERO pelos neutréfilos dos pacientes

em relacdo aos controles.

1.3. Ativacao e adaptacao de neutrofilos e mondcitos: as

diferencas

1.3.1 Diferengas na ativagdo

A principal diferenca entre a ativacdo de neutréfilos e macrofagos
relaciona-se a funcdo de cada uma. Os neutréfilos englobam e matam os
patdgenos enquanto os macréfagos tém um nimero maior de funcdes. Assim
como os neutroéfilos, eles reconhecem e removem estimulos inflamatorios e
secretam mediadores, porém esse repertorio € mais rico e inclui enzimas,

mediadores lipidicos, sistema complemento, mediadores da coagulacéo,
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componentes da matriz celular, citocinas e fatores estimuladores de colonia.
Além disso, eles apresentam antigenos, desencadeiam a resposta imune
adaptativa e promovem a resolucédo da inflamacéo através de debridamento
tecidual e estimulacdo de fibrose e angiogénese. Dessa forma, podemos
considerar os macrofagos como sendo os coordenadores do exército de
neutroéfilos e outras células ativadas (BELLINGAN, 1999).

Embora a sinalizacdo para ambas as células seja semelhante, a
resposta € bem diversa. O que se observa por parte dos neutrofilos em
resposta a um determinado estimulo € um influxo rapido que logo cessa, em
contraste ao influxo retardado, porém persistente de monaocitos (BELLINGAN,
CALDWELL et al., 1996). Existem mais contrastes também em relacdo a
capacidade enzimatica: os neutréfilos contém mieloperoxidase e o0s
monaocitos ndo; os macréfagos, ao contrario dos neutrofilos, expressam 6xido
nitrico sintase que esta relacionada a sua capacidade microbicida (LIU,

BARNES et al., 1997).

1.3.2. Diferencas na adaptacao

A resposta celular a antigenos bacterianos pode ser modulada in vivo
e particularmente com LPS, fendbmenos de hiper ou hipo responsividade
podem ser observados em hospedeiros suscetiveis (FREUDENBERG,
PIOTRASCHKE et al., 1992; RIGATO, SILVA et al., 2001). Assim, a resposta
celular ao LPS e possivelmente a outros produtos bacterianos, em sepse
clinica ou experimental, pode antecipadamente ser considerada distinta

daquela apresentada por individuos sadios.
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Tem sido frequentemente relatado o fato de leucécitos de pacientes
sépticos apresentarem capacidade reduzida em produzir citocinas pro-
inflamatorias quando comparados a voluntarios sadios. Uma das primeiras
observacdes a respeito da hipo resposta de células circulantes em pacientes
sépticos, no caso linfocitos de sangue periférico com producgéo diminuida de
IL-2 ap0Os estimulo com PHA (fitohemaglutinina), foi descrita por Wood e
colaboradores (WOOD, RODRICK et al.,, 1984). Ainda, em outro estudo
utilizando sangue total de pacientes sépticos em comparacao a individuos
sadios, Ertel e colaboradores (ERTEL, KREMER et al., 1995) demonstraram
diminuicao da liberacdo de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a., IL-1p and IL-6)
apos estimulo com LPS. E o mesmo autor também demonstrou uma
producdo alterada de IFN-g em pacientes sépticos (ERTEL, KEEL et al.,
1997).

No sentido de avaliar a resposta inflamatéria durante a sepse, nosso
grupo realizou a medida da producéo in vitro de citocinas em sangue total
seguindo-se estimulos com LPS, bactéria gram-negativa e PHA. Foi
demonstrada uma producdo diminuida de TNF-a e IFN-y em pacientes
sépticos comparados a pacientes com as mesmas comorbidades porém sem
sepse e voluntarios sadios (RIGATO e SALOMAO, 2003). A producéo de IL-
10 estava preservada o que pode sugerir que uma resposta pro-inflamatoria
estaria em andamento.

Em relacdo ao mecanismo de tolerancia ao LPS exercido por
monaocitos, estudos animais tém resultados consistentes ao passo que
agueles considerando pacientes sépticos ainda estdo parcialmente

explicados. Na avaliacdo da interacdo LPS-célula em sangue total, nosso
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grupo demonstrou uma produgédo significativamente diminuida de TNF-o. em
mondcitos do sangue periférico de pacientes sépticos que ocorre a despeito
da ligacdo do LPS a superficie celular estar preservada, sugerindo que o
fendbmeno de hipo resposta de mondcitos ndao pode ser explicado apenas por
diminuicdo da capacidade de ligacdo do LPS, mas principalmente por defeito
na sinalizagdo (BRUNIALTI, KALLAS et al., 2002).

Também existem controvérsias em termos de regulac¢do funcional de
neutrofilos. Estudos experimentais utilizando modelo de CLP demonstraram
faléncia na migracdo de neutrofilos para o peritdbnio de camundongos com
sepse letal ao contrario daqueles com sepse nao letal em que houve
preservagdo da migracdo (BENJAMIM, FERREIRA et al., 2000). Resultados
semelhantes também foram observados apds injecdo de LPS antes da CLP;
em ambos modelos a faléncia da migracdo estava relacionada ao Oxido
nitrico (TAVARES-MURTA, MACHADO et al., 2001). Ainda em estudo clinico
conduzido por esse mesmo grupo, houve confirmacdo da diminuicdo da
guimiotaxia de neutréfilos em pacientes com sepse grave e choque séptico,
também relacionado a producdo aumentada de Oxido nitrico (TAVARES-
MURTA, ZAPAROLI et al., 2002).

Em direcdo oposta, outras atividades também importantes dos
neutrofilos tais como fagocitose e metabolismo oxidativo parecem estar
preservadas ou até mesmo aumentadas. Como dito anteriormente,
demonstramos um aumento do metabolismo oxidativo de neutrofilos de
pacientes com sepse grave e choque séptico comparados a individuos sadios
(MARTINS, KALLAS, et al., 2003). Outros estudos, em modelo experimental

de CLP como o de Taylor e colaboradores (TAYLOR, GHIO et al., 1995) ou
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de sepse clinica como Tanjoh e colaboradores (TANJOH, SHIMA et al.,
1995), corroboram nossos achados. Por outro lado, Wenisch e colaboradores
(Wenisch (WENISCH, PARSCHALK, et al., 1999) demonstraram diminuic&o
da producdo de ERO e da fagocitose em pacientes com sepse por gram-
negativo.

Ao que parece, mondcitos e neutrofilos estdo diferentemente
adaptados a sepse em determinados aspectos funcionais; porém nao
devemos deixar de considerar que na maioria dos estudos apresentados
foram realizadas avaliacbes de diferentes funcbes dessas células e talvez
isso, per se, possa explicar essa diversidade de comportamento. Seria até
possivel que se avaliAssemos o0 mesmo tipo de funcdo nessas duas
populacdes celulares pudéssemos nos deparar com processos de adaptacéo
celular semelhantes. Por exemplo, quando avaliada a producdo ex-vivo de
citocinas (IL-1b, IL-1ra e IL-8) em neutréfilos de pacientes sépticos apos
estimulo com LPS, observou-se estar reduzida comparada a voluntarios
sadios, assim como relatado em monocitos (MCCALL, GROSSO-WILMOTH
et al., 1993).

Fica claro que se faz necesséaria uma abordagem mais direcionada

para avaliar a adaptacao celular na sepse.

1.4. DISFUNCAO DE MULTIPLOS ORGAOQS E SISTEMAS

O final comum a muitos doentes com sepse grave e talvez da maioria
dos doentes com choque séptico é a Disfuncdo de Mdltiplos Orgdos e

Sistemas (DMOS), dai a importancia em defini-la, classifica-la e quantifica-la.
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Os primeiros estudos a respeito dessa sindrome datam de
aproximadamente 25 anos (TILNEY, BAILEY et al., 1973). Como conceito, é
uma alteracdo da funcdo organica na evolucéo da sepse, do choque séptico
ou da sindrome da resposta inflamatoria sistémica, cuja etiologia se acredita
estar relacionada ao desequilibrio entre a resposta pré e antiinflamatéria
(BONE, 1996).

Estima-se que mais de metade dos Obitos em UTI podem ser
atribuidos a DMOS (TRAN, GROENEVELD et al., 1990). Os principais
sistemas envolvidos sdo o respiratorio, cardiovascular, renal, hepatico,
gastrintestinal, hematologico, enddcrino e neurolégico.

Para definir e quantificar a disfuncdo de um ou mais érgaos, existe
uma variedade de escores que utilizam marcadores fisiologicos e
laboratoriais. Estes escores podem ser generalizados como o APACHE I
(Acute And Chronic Health Evaluation) (KNAUS, DRAPER et al., 1985) ou o
SAPS (Simplified Acquired Physiological Score) (LE GALL, LEMESHOW et
al., 1993) ou podem ser mais especificos como o MODS (Multiple Organ
Dysfunction Score) (MARSHALL, COOK et al., 1995), SOFA (Sepsis-related
Organ Failure Assessment) (VINCENT, DE MENDONCA et al., 1998) e LODS
(Logistic Organ Dysfunction System) (LE GALL, KLAR et al., 1996) que
classificam as disfuncdes utilizando escalas ordinais, isto €, graduando cada
uma delas. Dessa forma sédo capazes de quantificar a gravidade em um ou
mais Orgdos isolada ou conjuntamente, embora ndo possam sugerir se a
disfuncéo é reversivel ou ndo. Entretanto podem auxiliar no seu seguimento e
até mesmo sugerir mudancas no tipo de tratamento adotado (MARSHALL,

1999).
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Considerando todas essas informacdes a respeito de ativacédo celular
e diferentes respostas de adaptacdo na sepse, continua evidente que ainda
nao se fez possivel estabelecer conceitos unificados nesse assunto complexo
denominado fisiopatologia da sepse. Assim, 0 maior conhecimento dos
mecanismos responsaveis pela perda do equilibrio entre as respostas pro e
antiinflamatorias, possivelmente pode diminuir a distancia existente entre 0s
estudos experimentais e 0s ensaios clinicos e, dessa forma, contribuir para a
diminuicdo da letalidade dessa patologia através de novas perspectivas

terapéuticas.
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Objetivos

1. Avaliar o estado de ativagdo dos neutrdéfilos durante o continuum das
manifestagdes clinicas da sepse.
Para tanto foram estudados, em pacientes com sepse, sepse grave e

choque séptico:

- expressado dos receptores de superficie CD11b, CD11c e CD66

- expressdo de TLR4 e TLR2, “transdutores” de sinal de ativagao celular

para LPS e outros produtos bacterianos, respectivamente.

- metabolismo oxidativo basal, isto é, sem estimulo e apos estimulos

com PMA, fMLP, LPS e S. aureus.

2. Avaliar o estado de ativacdo dos mondcitos através do metabolismo

oxidativo nas mesmas condi¢des utilizadas no ensaio de neutrofilos.

3. Avaliar a associacdo do estado de ativacdo de neutrofilos e mondcitos
com a disfuncdo de 6rgdos mensurada pelo SOFA em pacientes com sepse

grave e choque séptico.
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3. Casuistica

3.1 Voluntarios sadios:

Foram considerados 17 voluntarios sadios de diferentes faixas etarias

gue ndo estavam em uso de qualquer tipo de medicacgao.

3.2 Pacientes:

Foram incluidos 41 pacientes com quadro clinico laboratorial de sepse,
sepse grave ou choque séptico, classificados de acordo com as definicdes do
consenso de 1992 (BONE, SIBBALD et al., 1992) e revistas em 2001 (LEVY,
FINK et al., 2003), admitidos no Hospital S8o Paulo e no Hospital Santa

Marcelina, na cidade de Sao Paulo.

3.2.1 Critérios de inclusao

A inclusdo dos pacientes foi realizada em até 72 horas depois do
diagnéstico clinico de sepse ou de 48 horas de manifestada a primeira
disfuncédo orgéanica nos pacientes com sepse grave ou choque séptico. Os
pacientes que se encontravam nas UTIs dos diferentes hospitais, foram
reanimados de acordo com o protocolo padrdo de tratamento de cada

unidade.

3.2.2 Critérios de excluséo:
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1. Pacientes menores de 18 anos ou com doenca em estadio
terminal, como neoplasias ou Aids.

2. Pacientes que estivessem recebendo alguma terapia experimental.

3. O evento definidor de sepse grave ou choque ocorrido ha mais de
48 horas.

4. Pacientes moribundos ou com morte iminente.

Para participagcdo no estudo, foi solicitada aos pacientes ou seus
responsaveis diretos, assinatura de um termo de consentimento previamente
aprovado pelo comité de ética e pesquisa dos hospitais participantes. (Vide

em Anexos)

3.3 Defini¢cdes

Sepse: entidade clinica presente em um paciente com sitio de infec¢éo
identificado, associando-se uma resposta inflamatoria sistémica decorrente
dessa infeccdo, onde estejam presentes sinais como: a) temperatura > 38° C
ou < 36° C; contagem de leucdcitos > 12.000 ou < 4.000 células/mm?® ou
formas imaturas > 10%; c) frequéncia cardiaca > 90 bpm; d) frequéncia
respiratoria > 20 ipm ou necessidade de ventilacdo mecanica; e) alteracao do
estado mental; f) edema significativo ou balancgo positivo (> 20 mL/Kg/24h); g)
hiperglicemia (glicose plasméatica > 120 mg/dL) na auséncia de diabete.

Sepse grave: sepse complicada por alguma disfuncdo organica

refletida por hipoxemia (PaO,/FiO, < 300), disfuncdo renal (oligaria < 0,5
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mL/Kg/h ou aumento de creatinina > 0,5 mg/dL), distarbios de coagulacéo
(RNI > 15 ou TTPA > 60 segundos), trombocitopenia < 100.000,
hiperbilirrubinemia > 4 mg/dL, hiperlactatemia, alteracado da perfusdo da pele
e ileo paralitico.

Choque séptico: sepse grave associada a hipotensdo a despeito de
adequada reposicdo volémica. Entendo-se por hipotensdo uma pressao
sistélica < 90 mmHg ou reducédo de mais de 40 mmHg na pressao sistélica
basal, ou ainda se houver necessidade de infusdo de inotropicos para manter

niveis pressoricos adequados.

3.4 Meétodos

3.4.1 Coleta de sangue

As amostras de sangue colhidas foram processadas imediatamente no
laboratorio de imunologia da Disciplina de Doencas Infecciosas e

Parasitarias.

Para cada individuo sadio ou paciente séptico foram coletados:

e 60 ml de sangue em tubo contendo heparina sdédica a vacuo
(Becton Dickinson, Plymouth, Inglaterra) para obtencéo das células
mononucleares do sangue periférico e polimorfonucleares.

e 5 ml de sangue em tubo contendo EDTA a vacuo (Becton
Dickinson) para analise da expressao de receptores na superficie

dos neutrdfilos.
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3.4.2 Imunofenotipagem de neutrd



Métodos 44

Tabela 4: Painel de anticorpos utilizados em cada tubo.

Tubo FITC PE PerCP APC
1 CD66b mIgGaa CD14 mIgGap
2 CD66b TLR2 CD14 CD11c
3 CD66b TLR4 CD14 CD11b

Em seguida foram acrescentados 2 ml de solugao de lise (BD
Bioscience) e incubados durante 10 minutos em temperatura ambiente para
lise das hemacias. Apés a incubacéo os tubos foram centrifugados a 2.500 g
por 5 minutos a 4°C. Posteriormente foram acrescentados aos tubos 2 ml de
solugdo tampao fosfatada (PBS), sendo novamente centrifugados. As
amostras foram suspensas em 0,3 ml de PBS a 1% azida de sodio (Sigma).

A imunofenotipagem foi lida em citdmetro de fluxo como descrito a

seqguir.

3.4.2.1 Citometria de fluxo

A leitura das amostras foi realizada em citometro de fluxo FACSCalibur
(BD Bioscience) equipado com dois lasers, um de argonio e outro de diodo,
com emissdo de comprimentos de ondas de 488 nm e 633 nm,
respectivamente. O laser de argdnio possibilita a excitacdo de trés
fluorocromos, FITC, PE e PerCP. O laser de diodo excita o fluorocromo APC.
A deteccéo das fluorescéncias foi feita em escala logaritmica. As dispersdes
frontal e lateral de luz detectam, sem auxilio de fluorescéncia, tamanho e

complexidade celular, respectivamente, e foram observadas em escala linear.
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Desta forma foi possivel detectar até seis parametros para cada evento
adquirido, sendo que cada evento foi considerado como uma célula. A
deteccdo de cada parametro e compensacdo entre 0s canais de
fluorescéncias foram acertadas para aperfeicoar a aquisicdo de eventos. O
citbmetro € acoplado a unidade constituida por microcomputador Macintosh
Power PC, modelo G4 (Apple Computer Inc. Cupertino, CA, EUA), que

permite controle sobre o citbmetro e armazenamento dos dados em arquivos.

Utilizou-se um grafico de dispersao frontal versus lateral de luz para
identificacdo das populacdes de leucocitos. Desta forma foi possivel
estabelecer-se a regido de mondcitos (R1). Em outro grafico combinou-se
dispersdo lateral de luz versus expressdao de CD14, que possibilitou a
identificacdo das células positivas para este receptor, estabelecendo-se a
janela R2 (Figura 4). Através da combinacdo das janelas R1 e R2 foram
adquiridos 5.000 eventos, ou seja, células que tivessem morfologia de
monaocitos e expressassem CD14 na superficie celular. Tanto a aquisicao dos
eventos quanto a analise dos resultados foram realizadas através do

programa CellQuest (BD Bioscience).

Como mostrado na Figura 4A, durante a andlise dos dados foi
utilizado grafico de dispersao frontal versus lateral de luz definindo-se uma
regido na morfologia de mondcitos/neutréfilos (R1). Em outro grafico (figura
5A) mostrando expressao de CD66b (neutrdéfilos) versus expressdo de CD14
(monécitos), desenhou-se outra regido (R2) nas ceélulas CD14+ (CD14
positivas). Combinando os eventos contidos nas janelas R1 e R2 foi possivel
identificar os monocitos de maior tamanho e excluir a contaminacdo de

neutréfilos (Figura 5B). Para andlise da expressdo dos receptores TLR2,
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TLR4, CD11b e CD11c na superficie celular foram utilizados graficos de

histograma. Isotipos controles foram utilizados em cada situacéo (Figura 5C).
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Figura 4: Estratégia de aquisicdo de mondcitos em sangue total. O grafico A
acima mostra a dispersao frontal de luz (abscissa) e dispersao lateral de luz
(ordenada), correspondendo ao tamanho e complexidade celular,
respectivamente. A regido 1 (R1) separa a populacdo caracteristica de
monacitos. O grafico B abaixo mostra expressdo de CD14 (abscissa) e dispersao
lateral de luz (ordenada). A regido 2 (R2) separa os eventos CD14+. Durante a
aquisicao foram armazenados 5.000 eventos combinando as regides R1 e R2.
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Estratégia de analise de mondcitos e neutréfilos em sangue total. (A) O
grafico a esquerda mostra a disperséo frontal e lateral de luz, correspondendo ao
tamanho e complexidade celular, respectivamente. A regido 1 (R1) separa a
populacdo caracteristica de mondcitos e neutroéfilos. O gréfico da direta mostra na
regido 2 (R2) as células CD14+ (mondcitos) e a regido 3 (R3) mostra as células
CD66b+ (neutrdfilos). (B) A estratégia de analise proporciona uma boa definicdo
das populacdes de mondcitos (R1xR2) e neutrofilos (R1xR3). (C) Na populagéo
de neutrofilos identificados foi analisada a expresséo dos receptores TLR2, TLR4,
CD11b e CD11c através de histogramas. Isotipos controles foram usados em
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3.4.3 Preparo do sangue para o ensaio de metabolismo oxidativo

de neutrofilos e mondcitos

Um mL do sangue coletado em tubo com heparina dos voluntarios
sadios e dos pacientes foi utilizado para realizacdo dos ensaios de
metabolismo oxidativo de neutréfilos e de mondcitos. Foi feita diluicdo
volume:volume em soro fisioldgico estéril 0,9% (Aster, Sorocaba, SP, BR).

Para a mensuracdo do metabolismo oxidativo, foi avaliada a producéo
de espécies reativas de oxigénio (ERO) utilizando o fluorocromo 2'7'-
diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA). O DCFH-DA tem a propriedade de
penetrar rapidamente nas células por meio de difusdo. Uma vez no espaco
intracelular, € hidrolisado por esterases intracelulares transformando-se em
2'7" -diclorofluoresceina (DCFH) que € um composto ndo fluorescente e
impermeavel a membrana celular. Este, por sua vez, reage com as ERO, em
particular com o peréxido de hidrogénio, sofrendo oxidacgéo, resultando em
compostos altamente fluorescentes, diclorofluoresceina (DCF), cuja luz é
captada no canal FL-1 do citdmetro de fluxo (Figura 6) (BASS, PARCE et al.,

1983).
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Figura 6: Formacao de DCF a partir de DCFH-DA. O DCFH-DA penetra
nas células por difusdo e uma vez no espaco intracelular é hidrolisado por
esterases intracelulares, transformando-se em DCFH, composto nao
fluorescente e impermeavel a membrana celular. Este por sua € o
composto que reage com as especies reativas de oxigénio, sofre oxidagao
e assim se transforma em DCF, composto altamente fluorescente cuja luz

€ captada no canal FL-1 do citdmetro de fluxo.

Nos ensaios foram observadas: a produgcdo espontanea de espécies

reativas de oxigénio, bem como a producdo ap0s estimulos variados. 1- com

N-Formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP), que € um peptideo sintético que

possui uma seqiéncia de aminoacidos analoga a encontrada em proteinas

sintetizadas exclusivamente por bactérias gram-positivas; 2- com forbol-

miristato-acetato (PMA); 3- com o LPS de Salmonella abortus equii e 4- com

cepas de S. aureus.
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Os tubos foram preparados conforme a tabela 5 abaixo. Consideramos

um tubo controle - tubo 1, e os demais para mensuracdo do metabolismo

oxidativo.

Tubo Sangue DCFH-DA S. aureus PMA/FMLP/LPS PBS CD 14
total (0,06 MM) (2,4 x10%) 100ng/100ng/500ng/ml PerCP

1 100 pl 1000 4ul

2 100 pl 200 ul 800 pl 4ul

3 100 pl 200 pl 100 pl 700 pl

4 100 pl 200 pl 100 pl — PMA 700 pl

5 100 ul 200 pl 100 pl — FMLP 700 pl 4l

6 100 ul 200 pl 100 pl - LPS 700 pl 4l

Os tubos foram incubados por 30 minutos em banho-maria com
agitacdo a 37°C. Apés foi adicionado 2 ml de solucdo EDTA a 3 mM para
parar a reacdo, seguindo-se centrifugacao por 10 minutos a 1800 rpm. Apds
desprezar o sobrenadante, foi realizada lise hipotbnica, 2 ou 3 vezes, com
NaCl 0,2% e 1,6% seguida de nova centrifugacao a 1800 rpm por 10 minutos
a 25°C. O sobrenadante foi desprezado e foram entdo acrescidos 4 pl de
CD14 PerCP (BD Bioscience) aos tubos 1, 2, 5 e 6. Todos os tubos foram
incubados no escuro, em temperatura ambiente por 15 minutos. Apos, foi
realizada lavagem com PBS seguida de nova centrifugacao a 1800 rpm por 5
minutos a 4° C. Depois os tubos foram homogeneizados e a cada um foram

adicionados 300 pl de EDTA 3mM para leitura em citdbmetro de fluxo.
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3431 Citometria de fluxo

A aquisicdo dos dados foi realizada através das dispersdes frontal
(FSC, forward scatter) e lateral de luz (SSC, side scatter) que representam,
respectivamente, o tamanho e a granulosidade das células (Figura 1A).

Entretanto, uma vez que nesse novo ensaio estamos utilizando sangue
total, faz-se necessario a criacdo de uma nova area de analise para que as
diferentes populacdes celulares possam ser identificadas. Para tanto, utilizou-
se um grafico de disperséo frontal versus lateral de luz para identificacdo das
populacdes leucocitarias, estabelecendo-se assim a regido R1 de neutrofilos

e R2 de mondcitos. Em outro grafic
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Figura 7: Histogramas representando a producdo de ERO basal,
considerando-se a média geométrica de intensidade de fluorescéncia
(MGIF). A figura 7a corresponde ao histograma do tubo 1 (tubo
controle), que é preparado somente com PBS e apresenta uma MGIF
de 2,28. A figura 7b, representa o histograma do tubo 2, preparado com
PBS e DCFH, e corresponde ao metabolismo basal. O deslocamento do
conjunto de células para a direita, equivale a producdo de ERO na
presenca de DCFH e, nesse exemplo, apresentou MGIF de 87,64
(MARTINS, KALLAS et al., 2003).
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3.5 Medidas Clinicas e laboratoriais

Os pacientes incluidos no estudo foram avaliados clinicamente no
momento da inclusdo e ao longo de 28 dias para verificar mortalidade. Todo
Obito ocorrido neste periodo foi considerado direta ou indiretamente
relacionado ao quadro de sepse, exceto nas situacées onde o evento séptico
esteve claramente resolvido e o ébito ocorreu por complicacdo da doenca de
base, quando existente.

Foi calculado SOFA (VINCENT, DE MENDONCA et al., 1998) no dia
de admissdo na UTI que necessariamente coincidiu com o dia da coleta do
sangue para processamento das amostras.

O SOFA foi desenvolvido em 1996 e tem como finalidade quantificar
as disfuncdes de érgdos em pacientes com sepse grave e choque séptico
admitidos em UTI. S&o atribuidos pontos para cada grau de disfuncao,
calculados por andlise de regressdo logistica. E um indice descritivo e,
portanto ndo deve ser utilizado como preditor de mortalidade.

Como se pode observar na tabela 6 abaixo, a disfuncdo em
determinado 6rgdo ou sistema aumenta ou diminui de acordo com a

pontuacdo, isto é, quanto maior o SOFA, maior o grau de disfuncéo organica.
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Tabela 6. Sepsis-related Organ Failure Assessment — SOFA

Orgéo ou Variaveis
sistema
1 2 3 4
Respiratério PaO;/ FiO; <400 < 300 < 200 <100
(mmHg) Com suporte ventilatério
Coagulacéo Plaquetas x 10%/ <150 <100 <50 <20
mm?®
Hepético Bilirrubinas 12-19 2,0-59 6,0-11,9 > 12
(mg/dL)
Cardiovascular Hipotenséo PAM < 70 Dopamina <5 Dopamina > 5 ou Dopamina > 15 ou
mmHg ou epinefrina< 0,1 ou | epinefrina> 0,1 ou
Dobutamina norepinefrina < 0,1 norepinefrina > 0,1
(qualquer
dose)
Neuroldgico Escala de coma 13-14 10-12 6-9 <6
de Glasgow
Renal Creatinina 1,2-1,9 2,0-3,4 35-49 >50
(mg/dL) ou ou ou
débito urinario < 500 mL/dia < 200 mL/dia

3.6 Anaélise estatistica

Os resultados do metabolismo oxidativo e de imunofenotipagem foram

transferidos para uma planilha de dados dos programas Excel 2003

(Microsoft, Corporation, Seatttle, WA, EUA) e SPSS 13.0 (SPSS Inc. and

Predictive Analytics, Chicago, IL, EUA), e foram expressos em mediana e

suas variages maxima e minima e os percentis. A andlise da comparacao

entre os grupos foi feita por testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis e

Mann-Whitney. Quando a comparacéo foi feita entre os grupos de individuos

sadios e 0 conjunto dos pacientes sépticos, foi utilizado o teste de Mann-

Whitney. Quando a variavel foi comparada entre os quatro grupos (sadios,

sepse, sepse grave e choque séptico) foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis.
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Para os testes com p < 0,10 foi entdo utilizado Mann-Whitney para se
estabelecer a diferenca entre os grupos, sendo esta considerada significativa
quando o valor de p observado foi menor que 0,05.

A anélise do SOFA foi feita utilizando o calculo da area sob a curva

(curva ROC).
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RESULTADOS
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4. Resultados

4.1 Sobre os pacientes

Foram incluidos 41 pacientes com diagndstico clinico laboratorial de
sepse, sepse grave e choque séptico. Também foram incluidos 17 voluntarios
sadios de diferentes faixas etarias. Todos os pacientes apresentaram pelo
menos trés dos critérios diagndsticos de sepse de acordo com o0 consenso de
1992 (BONE, SIBBALD et al., 1992).

Os pacientes foram analisados como um grupo Unico em comparagao
ao grupo de voluntarios sadios. Além disso, estadiamos o grupo de pacientes
em grupo de sepse (GS), grupo de sepse grave (GSG) e grupo de choque
séptico (GCS), ou seja, de acordo com o estado de gravidade e
comprometimento sistémico. Assim classificados, os diferentes grupos foram
comparados ao grupo de voluntarios sadios e também entre si.

O grupo de pacientes constituiu-se de 14 pacientes com sepse, 12
pacientes com sepse grave e 15 pacientes com choque séptico. A média de
idade foi de 55,1 + 20,2 anos e 36,4 £ 16,1 anos (p=0,001) no grupo de
pacientes e de voluntarios sadios respectivamente. A mortalidade global de
28 dias foi de 24,4% (10/41) e a mortalidade hospitalar global foi de 36,6%
(15/41).

Os sitios de infeccdo suspeitos ou documentados foram: pulméo —
48,7%, trato urinario — 19,5%, abdome — 14,6%, sangue — 9,7%, outros e
mais de um sitio infeccioso — 19,5%. Dez pacientes (24,4%) apresentaram

culturas positivas. As bactérias isoladas em cultura foram Acinetobacter,
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Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus coagulase
negativa, Staphylococcus aureus, Enterococus faecalis, Providencia,
Klebsiella e Proteus, sendo Escherichia coli e Enterococus faecalis em urina,
Staphylococcus coagulase negativa e Staphylococcus aureus no sangue e 0s
demais no pulmao.

Vinte e quatro (58,5%) pacientes apresentavam pelo menos uma
comorbidade sendo as mais encontradas: hipertensdo arterial sistémica
(HAS), diabete (DM), insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), doenca
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), insuficiéncia renal cronica (IRC) e
outras. A mediana de SOFA encontrada foi 6,5 variando de 1 a 16, e foi
diferente entre o grupo de sepse grave e de choque séptico, sendo de 4,5
(variando de 1 a 12) e de 8,5 (variando de 4 a 16), respectivamente (p = 0,01;
teste de Mann-Whitney).

As informacdes clinicas, epidemioldgicas e a evolucao referentes aos

grupos de pacientes encontram-se na tabela 7.
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4.2. Comparacao dos grupos estudados

4.2.1. Expressdao de marcadores de superficie em

sangue periférico

Nos ensaios que se seguem, foram analisadas as expressdes de
TLR2, TLR4, CD11b, CD11c e CD66 na superficie de neutréfilos de sangue
periférico de individuos sadios e de pacientes em diferentes estadios da

sepse.

4.2.1.1 Expressao de TLR2

Quando comparadas a expressao de TLR2 nos grupos de pacientes
sépticos e de individuos sadios, observou-se tendéncia de diferenca na
expressdo de TLR2 (p=0,077; Kruskal-Wallis). A analise entre os grupos
mostrou expressao de TLR2 significativamente menor no grupo de pacientes
com choque séptico em relacdo aos demais grupos de individuos sadios
(p=0,05), com sepse (p=0,03) e sepse grave (p=0,04). As medianas das
médias geométricas da intensidade de fluorescéncia (MGIF) foram de 11,2
(variando de 6,2 a 29,4), 13,3 (variando de 3,7 a 73,2), 13,1 (variando de 4,4
a 35,2) e 8,4 (variando de 2,4 a 29,1) respectivamente nos grupos de sadios,
sepse, sepse grave e choque séptico.

Os dados estao ilustrados na figura e tabela 8.
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4.2.1.2 Expressao de TLR4

N&o foi observada diferenca significativa da expressédo de TLR4 entre
0s grupos de individuos sadios e pacientes seépticos (p=0,601; Mann-
Whitney), tampouco quando se considerou os trés grupos de sepse e o0 de
individuos sadios (p=0,297; Kruskal-Wallis). As medianas das MGIF foram de
5,1 (variando de 2,0 a 19,3), 8 (variando de 2,5 a 15,8), 6,5 (variando de 2,3 a
18,9) e 4 (variando de 1,7 a 21,4) respectivamente nos grupos de sadios,
sepse, sepse grave e choque séptico.

Os dados estdo expressos na figura e tabela 9
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4.2.1.3 Expressdo de CD11b

N&o foi observada diferenca significativa da expresséao de CD11b entre
0s grupos de individuos sadios e pacientes sépticos (p=0,565; Mann-
Whitney), tampouco quando se considerou os diferentes estadios da sepse e
os voluntarios sadios (p=0,340; Kruskal-Wallis). As medianas das MGIF
foram de 65,4 (variando de 12,9 a 240,7), 83,3 (variando de 38 a 234,1), 74,1
(variando de 10,8 a 202,6) e 80,6 (variando de 44,1 a 224,2) respectivamente
nos grupos de sadios, sepse, sepse grave e choque séptico.

Os dados estdo expressos na figura e tabela 10.
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4.2.1.4 Expressao de CD11c

N&o foi observada diferenca significativa da expressao de CD11c entre
0s grupos de individuos sadios e pacientes seépticos (p=0,134; Mann-
Whitney), tampouco dos grupos entre si (p=0,448; Kruskal-Wallis). As
medianas das MGIF foram de 135,2 (variando de 29,7 a 1132,3), 210,1
(variando de 66,3 a 1269,5), 139,4 (variando de 71,7 a 968,6) e 140,4
(variando de 55,2 a 550,8) respectivamente nos grupos de sadios, sepse,
sepse grave e choque séptico.

Os dados estdo expressos na figura e tabela 11.
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4.2.1.5 Expressao de CD66

A expressdao de CD66 no grupo de pacientes sépticos foi
significativamente menor em comparacdo ao grupo de individuos sadios
(p=0,01; teste de Mann-Whitney). Quando os grupos foram comparados
individualmente, também se observou diferenca na expressdo de CD66
(p=0,076; Kruskal-Wallis). A analise entre 0os grupos mostrou expressao de
CD66 significativamente maior no grupo de pacientes com choque séptico e
sepse grave em relacéo ao grupo de individuos sadios, com p=0,02 e p=0,01,
respectivamente. Nao houve diferenca entre o grupo de sepse e individuos
sadios. As medianas das MGIF foram de 61,6 (variando de 23,9 a 123,1),
73,8 (variando de 26 a 175,3), 78,1 (variando de 35,9 a 140,9) e 87,6
(variando de 27,8 a 136,1) respectivamente nos grupos de sadios, sepse,
sepse grave e choque séptico.

Os dados estéo ilustrados nas figuras e tabelas 12 e 13.
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4.2.2. Metabolismo oxidativo

4.2.2.1. Metabolismo oxidativo de neutréfilos e mondcitos em sangue
total

Foram analisadas as producBes de espécies reativas de oxigénio
(ERO) em neutrofilos e mondcitos em cinco condi¢cdes distintas
compreendendo: basal, isto €, sem estimulo, e ap6s estimulos com PMA,
fMLP, LPS e S. aureus.

A analise foi feita comparando-se os grupos de individuos sadios com
0 conjunto de pacientes sépticos em cada uma das condi¢Bes citadas pelo
teste de Mann-Whitney, o grupo de individuos sadios com os diversos grupos
de pacientes e os grupos de pacientes entre si pelo teste de Kruskal-Wallis;
havendo significancia, foi feita a comparac¢ao grupo a grupo utilizando o teste

de Mann-Whitney. Os resultados foram expressos em MGIF.

4.2.2.2. Metabolismo oxidativo de neutrofilos
e Comparacdo entre o grupo de voluntarios sadios e pacientes
sépticos
A producédo de ERO esteve significativamente aumentada no grupo de
pacientes sépticos em relacdo ao grupo de individuos sadios em todas as
condicdes testadas (p<0,001).
A meédia de incremento na producdo de ERO apds os diversos

estimulos em relacé&o a condicéo basal ndo diferiu entre os grupos (p=0,857).
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A representacao das medianas das MGIF e suas variacées (minimo e
maximo), bem como os percentis de 25% e 75% e 0s seus valores estédo

expressos na figura e tabela 14.
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e Comparacao dos grupos entre si

A comparacdo dos grupos de pacientes com sepse, sepse grave e
choque séptico em relagdo ao grupo de voluntrios sadios mostrou uma
producdo de ERO significativamente maior nas condi¢cdes basal e apds
estimulo com LPS e S. aureus. Na condicdo basal, a comparacdo entre
voluntarios sadios e 0s grupos de sepse, sepse grave e choque séptico
mostrou p=0,008, p=0,05 e p=0,0001 respectivamente. Apds estimulo com
LPS observou-se p=0,001, p=0,013 e p=0,0001 em relacdo aos grupos de
sepse, sepse grave e choque séptico respectivamente, e, utilizando-se S.
aureus, observou-se p=0,0001, p=0,004 e p=0,0001 em relacdo aos grupos
de sepse, sepse grave e choque séptico respectivamente.

Em relacdo aos estimulos PMA e fMLP, ndo foram encontradas
diferencas significativas na comparagdo do grupo de sepse grave com O
grupo de voluntarios sadios. Porém, houve diferenca entre este ultimo e os
grupos de sepse e choque séptico. Apds estimulo com PMA, p=0,003 e
p=0,027 em relacdo aos grupos de sepse e choque séptico respectivamente.
Com o uso de fMLP, p=0,005 e p=0,0001 respectivamente.

Comparando-se 0s grupos de pacientes sépticos entre si foi observada
maior producdo de ERO apo6s estimulo com PMA no grupo de sepse
comparado ao de sepse grave. As medianas foram de 267,7 (variacdo de
16,6 a 1630,1) e 76,6 (variacdo de 6 a 441,5) respectivamente, com p=0,046.

Estimulando-se com S. aureus, observou-se producdo de ERO
significativamente maior no grupo de sepse comparado ao de choque séptico

com p=0,04. As medianas foram respectivamente 529 (variacdo de 123,3 a
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1719,3) e 384,3 (variacdo de 167,5 a 972,1). Também houve producédo de
ERO significativamente maior no grupo de choque séptico comparado ao de
sepse grave utilizando LPS e S. aureus (p=0,028 e p=0,04, respectivamente).
As medianas com uso de LPS foram 117,3 (variacédo de 46,2 a 336,8) e 66,9
(variacdo de 14,8 a 126) respectivamente no grupo de choque séptico e
sepse grave. Utilizando-se S. aureus foram respectivamente 384,3 (variacao
de 167,5a 972,1) e 129 (variagcédo de 86,5 a 930,2).

Nas demais condicbes ndo mencionadas nao se observaram diferenca

estatistica entre os grupos. Os dados estéo ilustrados na figura e tabela 15.
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4.2.2.3. Metabolismo oxidativo de mondcitos
e Comparacdo entre o grupo de voluntérios sadios e pacientes
sépticos
A producéo de ERO esteve significativamente aumentada no grupo de
pacientes sépticos em relacdo ao grupo de individuos sadios em todas as
condicdes testadas (p<0,001, exceto apos estimulo com fMLP cujo p=0,04).
A representacdo das medianas das MGIF e suas variagbes (minimo e
méaximo), bem como os percentis de 25% e 75% e 0s seus valores estao

expressos na figura e tabela 16.
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e Comparacao dos grupos entre si

Observou-se uma producao de ERO significativamente maior no grupo
de choque séptico comparado ao grupo de voluntarios sadios em todas as
condicbes testadas, sendo observados p=0,0001, p=0,009, p=0,007,
p=0,0001 e p=0,0001 respectivamente nas condi¢bes basal, e apos PMA,
fMLP, LPS e S. aureus.

Na comparagdo do grupo de sepse e sadios também se observa
producdo de ERO significativamente maior no primeiro grupo em quase todos
os estimulos, a excecdo do estimulo com fMLP (p=0,177). p=0,001, p=0,001,
p=0,0001 e p=0,0001 respectivamente nas condi¢bes basal, e apos PMA,
LPS e S. aureus .

O grupo de sepse grave teve producdo maior de ERO na condicéo
basal e apds estimulo com S. aureus em comparacdo ao grupo de sadios
(p=0,01 e p=0,001, respectivamente).

Além disso, a producdo de ERO no grupo de sepse grave foi
significativamente menor em comparacdo ao grupo de sepse apos estimulo
com LPS (p=0,01) e ao grupo de choque séptico apds estimulos com fMLP e
LPS (p=0,032 e p=0,008, respectivamente).

N&o houve diferenca entre os grupos de sepse e choque séptico, bem
como nas demais condi¢cdes ndo mencionadas.

Os dados estéo ilustrados na figura e tabela 17.
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4.2.3. Analise da correlacdo entre expressao de
receptores de superficie de pacientes sépticos e metabolismo

oxidativo de neutrofilos e monécitos

Foi avaliada a correlagdo entre a expressdo dos receptores de
superficie de neutrdfilos (TLR2, TLR4, CD11b, CDllc e CD66) e de
mondcitos (TLR2, TLR4, CD11b e CD11c) e o metabolismo oxidativo de
neutrofilos e mondcitos na condigdo basal e apds os diversos estimulos,
utilizando o teste de correlagéo de Pearson.

Houve correlagéo significativa da expressédo de TLR2 em neutrdéfilos e
0 metabolismo oxidativo estimulado por PMA (R=0,693; p<0,001) e por S.
aureus (R=0,419; p=0,019) em neutrofilos e em mondcitos. Também foi
observada correlagdo entre a expressdo de TLR2 em mondcitos e o
metabolismo basal de mondcitos (R=0,359; p=0,047), apOs estimulo com
PMA (R=0,377; p=0,044) e estimulado por S. aureus (R=0,350; p=0,054).

Os dados de correlagdes significativas estdo expressos no quadro 1.
As demais correlagbes entre expressdo de receptores de superficie e
metabolismo oxidativo em neutréfilos e mondcitos ndo foram significativas ao

nivel de 0,05, e portanto os dados nao estédo representados.
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PMA S. aureus Basal PMA S. aureus
Neutréfilo Neutréfilo Monécito Mondécito Monécito
TLR2 Correlacao de Pearson ,693*4 377
Neutrofilo Sig. (2-tailed) ,000 ,044
N 29 29
TLR2 Correlacado de Pearson ,419* ,359* ,350
Mondcito Sig. (2-tailed) ,019 ,047 ,054
N 31 31 31

*. Correlacéo significativa ao nivel de 0,05 (2-tailed).

**. Correlag&o significativa ao nivel de 0,01 (2-tailed).

Quadro 1: O quadro representa as correlagcdes entre marcadores de ativacao
de superficie de neutrofilos e de mondcitos e o metabolismo oxidativo
utilizando o teste de correlacdo de Pearson. As correlagcdes significativas ao
nivel de 0,05 estdo marcadas com * e ao nivel de 0,01 com **. N € o numero

de pacientes em cada condigao.

4.2.4. Analise da correlacdo entre metabolismo oxidativo

de neutrofilos e mondcitos

A correlagdo entre o metabolismo oxidativo de neutréfilos e mondcitos
também foi avaliada utilizando-se o teste de correlagédo de Pearson.

Foram observadas correlagbes significativas em quase todas as
condicdes testadas. Houve correlagbes fortemente positivas entre o
metabolismo basal de neutrofilos e mondcitos (R=0,728), entre o
metabolismo de neutrofilos e mondcitos induzidos por: 1 - PMA (R=0,781); 2 -
fMLP (R=0,934); 3 — LPS (R=0,755) e 4 — S. aureus (R=0,827), e também
entre o metabolismo de neutrofilos estimulado por S. aureus e 0 metabolismo
de mondcitos induzido por PMA (R=0,787), fMLP (R=0,784) e LPS (0,774).

Para essas correlagdes consideradas fortemente positivas foram calculados
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os R? (R ao quadrado) e foram consideradas associacdes muito boas aquelas
com R? > 0,60. Os resultados apontam para uma associacdo muito boa na
condicdo basal e apds estimulos com PMA (R?=0,62), fMLP (R*=0,69), LPS
(R?=0,85) e S. aureus (R?*=0,61), e entre 0 metabolismo oxidativo estimulado
por S. aureus em neutréfilos e fMLP em mondécitos (R?=0,67).

A Unica correlacdo nédo significativa deu-se entre o metabolismo
oxidativo de neutrdfilos estimulado por PMA e o metabolismo oxidativo de
monaocitos apds estimulo com fMLP (p=0,601).

Os dados relativos as correlacdes estao representados no quadro 2.
As representacdes graficas das correlacbes consideradas fortemente

significativas com seus respectivos R? estdo expressas na figura 18.
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Quadro 2: O quadro representa as correlagbes entre o metabolismo

oxidativo de neutrofilos e de mondcitos utilizando o teste de correlacéo de
Pearson. As correlacdes significativas ao nivel de 0,05 estdo marcadas

com * e ao nivel de 0,01 com **. N
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Metabolismo oxidativo de neutréfilos estimulado por fMLP (MGIF)

Metabolismo oxidativo de neutréfilos estimulado por LPS (MGIF)
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Figura 17: As figuras A, B, C, D, E e F representam as correlagbes entre o
metabolismo oxidativo de neutréfilos e de mondcitos nas condicbes em que o
R? (R ao quadrado) é maior que 0,60. Estdo representadas as correlagées na
condicdo basal (A) e apos estimulo com PMA (B), fMLP (C), LPS (D), S.
aureus (E) e S.aureus x fMLP (F).

A linha reta representa a correlagéo.
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4.3. Analise de disfuncao de 6rgéaos

Para os pacientes com sepse grave e choque séptico foi realizado o
calculo do SOFA. (Vide tabela 6 em meétodos). Uma vez calculado, foi
realizada analise através de area sob a curva (curva ROC) para o SOFA e
mortalidade de 28 dias. Observou-se que SOFA foi capaz de discriminar os
grupos em sobreviventes e ndo sobreviventes, a partir de um ponto de corte
de 7 estabelecido pela curva ROC, ponto este em que foi obtida a melhor
sensibilidade e especificidade do teste que foram de 72% e 70%,
respectivamente. A area sob a curva obtida foi de 0,78 com intervalo de
confianca (IC) de 95% de 0,6-0,96 (p=0,02). E a partir deste ponto de corte,
foi construida tabela dois por dois e assim foi obtido o resultado do risco
relativo (RR) que foi de 2,67 (IC 95% 0,93 — 7,69), ou seja, 0 paciente com
SOFA maior ou igual a 7 tem 2,67 vezes mais chance de morrer que o
paciente com SOFA menor que 7 e a mortalidade nesses grupos foi de 83,3%
e 25%, respectivamente. Ainda, dez dos 12 pacientes do grupo com SOFA>7
pertenciam ao grupo de choque séptico.

A representacdo da curva ROC e os valores obtidos a partir do seu

calculo estdo expressos no quadro 3.
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1.00
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.50+
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$ 0.0 _ ] _
0.00 .25 .50 .75 1.00
1 - Especificidade
Erro IC 95%
Area padréo p Minimo Maximo
.780 .094 .020 .596 .964
obrevida / Obito Sobrevida Total
obito
SOFA
SOFA>7 8 4 12
SOFA <7 3 9 12
Total 11 13 24
RR =2,67

Quadro 3: Area sob curva do grupo de sepse grave e choque séptico com
SOFA e mortalidade de 28 dias foi de 0,72 (p=0,02). A partir do ponto de
melhor sensibilidade e especificidade do teste foi determinado o ponto de corte
de 7 e entédo calculado o risco relativo (RR) que foi de 2,67 com IC de 95% de
0,93 a 7,69. A sensibilidade foi de 72% e a especificidade foi de 70%
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4.3.1. Analise de associacao entre marcadores de superficie e

SOFA

Uma vez estabelecido que o SOFA proporcionou boa discriminacao
entre sobreviventes e n&o sobreviventes no 28° dia, convencionou-se
considerar os grupos como grupo com SOFA menor que 7 (SOFA<7) e
grupo com SOFA maior ou igual a 7 (SOFA>7).

N&o foi observada diferenca na expressdo dos marcadores de
superficie analisados (TLR2, TLR4, CD1llb e CD11lc em neutréfilos e
mondcitos e CD66 em neutréfilos) entre os grupos, embora exista uma
tendéncia da expressao de TLR2 em neutréfilos ser menor no grupo de
SOFA>7 (p=0,08). Também ndo se observou correlacdo entre nenhuma

dessas variaveis e SOFA.

4.3.2. Analise da associacdo entre metabolismo

oxidativo e SOFA

Foi observado que o metabolismo oxidativo de neutroéfilos estimulado
por fMLP for significativamente maior no grupo de SOFA>7 comparado ao
grupo de SOFA<7 (p=0,02), tendéncia também observada apés estimulo por
LPS (p=0,06). O mesmo se observou em mondcitos estimulados por fMLP e
LPS (p=0,02 e p=0,04, respectivamente). As medianas das MGIF e suas

variacbes (minima e maxima) em relacdo ao metabolismo oxidativo
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estimulado por fMLP em neutréfilos e por fMLP e LPS em mondcitos estédo

ilustradas na tabela 18.

minimo 25% mediana 75% maximo
fMLP neutréfilo SOFA<7 19,5 28,7 40,9 64,3 80,8
fMLP neutréfilo SOFA =7 35,2 60,3 174,6 269,5 584,3
fMLP monécito SOFA<7 9,12 9,21 12,7 22,6 43,2
fMLP mondcito SOFA >7 6,37 16,6 38,1 152,4 201,7
LPS monécito SOFA<7 18,1 20,0 23,5 41,5 55,5
LPS monécito SOFA =7 11,6 41,6 67,4 91,1 222,6

Tabela 18: Metabolismo oxidativo de neutrofilos estimulado por fMLP e de
monocitos estimulado por fMLP e LPS em pacientes com SOFA<7 e
SOFA>7. Estao expressos os valores de mediana, percentis 25% e 75% e
valores maximo e minimo de cada grupo.

Além disso, foi observada correlacédo significativa entre metabolismo
oxidativo de neutrofilos e mondcitos estimulados por fMLP e SOFA com
R=0,59 (p=0,02) e R=0,51 (p=0,03), respectivamente. Analisando-se a
representacdo grafica dessa correlacéo, observou-se que ha uma tendéncia
de aumento linear da curva quadrética utilizada a partir de SOFA maior ou
igual a sete, que coincide com o ponto de corte previamente estabelecido
pela curva ROC. Assim, a partir deste ponto, ha um aumento importante do
metabolismo oxidativo, no caso estimulado por fMLP, conforme tem-se
aumento no SOFA ou em outras palavras conforme tem-se aumento na
disfuncéo organica.

Os gréficos de correlacdo estao representados na figura 19.
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4.3.4. Andlise entre os grupos de sepse, SOFA < 7 e

SOFA 27

Evidenciou-se um aumento significativo da producdo de ERO
estimuladas por fMLP e S. aureus em neutréfilos (p=0,02 e p=0,03,
respectivamente), e por LPS em mondcitos (p=0,04) no grupo de sepse em
comparacao ao grupo de SOFA<7. A figura 20 ilustra a comparacao entre
esses grupos utilizando-se fMLP e S. aureus e na tabela 19 estdo expressos
os valores das medianas e suas variagdes.

Por outro lado, ndo se evidenciou diferenca na produ¢do de ERO em
qualquer condicdo analisada quando se comparou 0S Qrupos sepse e

SOFA>7.



Resultados 96




anelb asdasg GT
epiAsIqos epiraIqos 00dd - oewind asdasg zZ. YT
EPIASIQOS  BPISIQOS 20dd - oegwind asdas 99 T
BpIABIGOS  BpnaIqoS - oewind asdes 3% zT
BpNBICOS  BpISIGOS OAV / SYH - LI asdas 1L 1T
BPINIGOS  BpINSIQOS - NLl asdes 6T 0T
epInaIqos epInaIqos - NLI asdas T€ 6
epiAaIqos BpiraIqos 00dd - oewind asdasg /9 8
BpASIQOS  BpaIgqos odl - Nl asdas 99 L
BpIABIQOS  Bpalqos - oguwind asdas €S 9
BpIABIGOS  BpnaIqoS 20l - oew|nd asdas 65 g
epInaIqos epinaigqos - NLl asdes LZ 14
©pABIJOS  BpINaIgoS - alepIwY asdas 0z €
BpIABIQOS  epiAsIqos odl/ Na/ SVYH (+) © s020D 1819180 asdasg A 2z
anbues
QLo enedojedaH (+) © s020) / 919d asdasg 19 T
Jejejidsoy selp 8z
BpIADIGOS  BPIABIQOS La sao3unysip 0S019934Ul
/ 9o / ayop sopepiqiowod) yY4OS  9p oJawnpN seamn) 0204 ojuswejpe)sy  apep| djusdloed




Ie|noisan

ewsaldw3
SMON BpInaIqos odl / NA / SVH 9 1% - [ NLI anboyo 09 6¢
onlrelnyad
opnbe
BpIABIqOS  eplAaIqos 8 14 - awopqy anboyo 1% 8¢
OAIINIISCO
opnbe
SUOWN epinaliqos 221 /INd / SVH 6 € - awopqy anboyd G/ .Z
SUOIN 20dd/ SsvH 6 14 - oeguwind anelb asdas 9z
BpINSIJOS  BpIAaIqoS ZT G - oauliad anelb asdas 8T Gz
SLOW WY / DAV 4 4 (+) © s0200 oew|nd anelb asdas 6. e
B|I3IsgaIM
epiaIqosS  epielqos S371/0dl/ SYH € 4 1810eqoIBuldyY oguwind anelb asdag €c €c
BpIn8IqoS  epiAalqos edlugid Y4 / SYH € Z awopqy anelb asdas 8. (44
SO\ o Z 1a10eqolBuINy ogwind anelb asdas 65 12
QLo 9 e - oew|nd anelb asdas 99 0z
SLION enedoredaH Z - NLl anelb asdas G8 6T
[eual x|
epInaIqos  epinaliqos Ol / SYH 14 4 - oeuwind aneib asdas LS 8T
onlrelnyad
opnbe
SUON epinaIqos odl / NA / SVH ] 14 - awopqy anelb asdas (3% )T
epInaIqos epnalqos uosunpjed T T - oew|nd anelb asdas 6. 9T




(feanbeu; 1085s)
1ajoeqolpuioy

SHON 20dda / SYH €T 9 JIajoeqolsiug oewind anboyd 65 187
anboyd ot
- 9T - ogwind anboyd 81 6€
(feanben; "109s)
sSnajoid @
seuowopnasd
(enbues)
SUOW ¥l / SYH €T —ase|nbeod s ogwind anboyd /8 8¢
SUON OdI /N / SYH L - ogwind anboyd 2s L€
ajad
SLON eoleday asou) T / anbues anboyd 2zl 9¢
(reanbeuy)
eIoUapINOId
(enbues)
j0)e] snaine ‘s oew|nd
SLON /021 / INQ / SYH 1T (euun) 1j0d '3 / @nbues anboyo 28 Ge
(enbues / vg) oegwind
BpINaIgOS BpInaIqos JAY 6 seuowopnasd / anbues anboyd ot ve
epinaIqos - 14 - oew|nd anboyd (014 €e
SLON 2dl / SYH L awopqy anboyd 2L ze
(euun)
epInDIJOS  BpInaIqos 9 0002043)uUg N1l / ogwind anboyd 0€ 1€
aUoW epinaIgqos  Ovda/INd/ SvH 14 seuowopnasd anbues anboyo L9 o€




40

30+ o

20 o)

104 T

Expressao de TLR2 em neutréfilos (MGIF)

N= 17 13 12 15
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Figura 8: Expresséo de TLR2 em neutréfilos do sangue periférico de individuos
sadios e de pacientes em diferentes estadios da sepse. O numero de
individuos em cada condicdo estd expresso na figura. Os resultados sao
expressos em média geométrica da intensidade de fluorescéncia de TLR2.
Estdo representados a mediana, os percentis 25% e 75% e os valores
maximos e minimos.

* representa p significativo na comparacdo entre os grupos utilizando Mann-
Whitney. p=0,05 na comparacao entre o grupo de voluntarios sadios e choque
séptico; p=0,03 na comparacdo entre sepse e choque séptico; p=0,04 na
comparacao entre sepse grave e choque séptico.

(@]
Valores extremos

minimo 25% mediana 75% maximo

voluntario sadio 6,2 7,1 11,2 17,5 29,4
sepse 3,7 8,5 13,3 18,9 73,2
sepse grave 4.4 9,1 13,1 21,2 35,2
choque séptico 2,4 5,3 8,4 9,8 29,1

Tabela 8: Expressdo de TLR2 em neutrdfilos do sangue periférico de
individuos sadios e de pacientes em diferentes estadios da sepse. Estao
expressos os valores de mediana, percentis 25% e 75% e valores maximo
e minimo de cada grupo.
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Figura 9: Expressao de TLR4 em neutréfilos do sangue periférico de individuos
sadios e de pacientes em diferentes estadios da sepse. O numero de
individuos em cada condicdo esta expresso na figura. Os resultados séo
expressos em media geométrica da intensidade de fluorescéncia de TLRA4.
Estdo representados a mediana, os percentis 25% e 75% e os valores
maximos e minimos.

p=0,297 (Kruskal-Wallis)

° Valores extremos

minimo 25% mediana 75% maximo
voluntario sadio 2,0 3,1 51 6,2 19,3
sepse 2,5 3,7 8,0 10,9 15,8
sepse grave 2,3 3,6 6,5 13,0 18,9
choque séptico 1,7 2,6 4,0 7,3 21,4

Tabela 9: Expressdo de TLR4 em neutrofilos do sangue periférico de
individuos sadios e de pacientes em diferentes estadios da sepse. Estao
expressos os valores de mediana, percentis 25% e 75% e valores maximo
e minimo de cada grupo.
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Expressao de CD11b em neutrdfilos (MGIF)
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Figura 10: Expressdo de CD11lb em neutréfilos do sangue periférico de
individuos sadios e de pacientes em diferentes estadios da sepse. O numero
de individuos em cada condicdo esta expresso na figura. Os resultados séo
expressos em media geométrica da intensidade de fluorescéncia de CD11b. Os
boxplot representam a mediana, os percentis 25% e 75% e os valores maximos
€ minimos.

p=0,448 (Kruskal-Wallis)

° Valores extremos

minimo 25% mediana 75% maximo

voluntario sadio 12,9 34,6 65,4 98,1 240,7
sepse 38,0 62,9 83,3 151,6 234,1
sepse grave 10,8 52,4 74,1 144.,5 202,6
choque séptico 44,1 58,0 80,6 102,8 2242

Tabela 10: Expressdo de CD11b em neutréfilos do sangue periférico de
individuos sadios e de pacientes em diferentes estadios da sepse. Estao
expressos os valores de mediana, percentis 25% e 75% e valores maximo
e minimo de cada grupo.
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Figura 11: Expressdo de CD1lc em neutréfilos do sangue periférico de
individuos sadios e de pacientes em diferentes estadios da sepse. O numero
de individuos em cada condicdo esta expresso na figura. Os resultados séo
expressos em media geométrica da intensidade de fluorescéncia de CD11c.
Estdo representados a mediana, os percentis 25% e 75% e os valores
MAaximos e minimos.

p=0,340 (Kruskal-Wallis)

° Valores extremos

minimo 25% mediana 75% maximo
voluntario sadio 29,7 107,8 135,2 280,7 1132,3
sepse 66,3 127,7 210,1 4434 1269,5
sepse grave 71,7 98,5 139,4 411,6 968,6
choque séptico 55,2 90,4 140,4 229,6 550,8

Tabela 11: Expressdo de CD11c em neutrofilos do sangue periférico de
individuos sadios e de pacientes em diferentes estadios da sepse. Estao
expressos os valores de mediana, percentis 25% e 75% e valores maximo
e minimo de cada grupo.
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Figura 12: Expressdo de CD66 em neutrofilos do sangue periférico de
individuos sadios e de pacientes sépticos. O numero de individuos em cada
condicdo esta expresso na figura. Os resultados sdo expressos em media
geométrica da intensidade de fluorescéncia de CD66. Estdo representados a
mediana, os percentis 25% e 75% e 0s valores maximos e minimos.

* representa p=0,01 na comparacgéo entre 0s grupos utilizando Mann-Whitney.

(@]
Valores extremos

minimo 25% mediana 75% maximo
voluntario sadio 23,9 43,2 61,6 74,5 123,1
paciente séptico 26,0 59,1 84,1 113,3 175,3

Tabela 12: Expressdo de CD66 em neutrdfilos de individuos sadios e de
pacientes sépticos. Estdo expressos os valores de mediana, percentis
25% e 75% e valores maximo e minimo de cada grupo.
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Figura 13: Expressdo de CD66 em neutrofilos do sangue periférico de
individuos sadios e de pacientes em diferentes estadios da sepse. O numero
de individuos em cada condicdo esta expresso na figura. Os resultados sao
expressos em media geométrica da intensidade de fluorescéncia de CD66.
Estdo representados a mediana, os percentis 25% e 75% e os valores
MAaximos e minimos.

* representa p=0,02 na comparagdo entre o grupo de voluntarios sadios e de
sepse grave e p=0,01 entre voluntarios sadios e choque séptico (Mann-
Whitney)

© Valores extremos

minimo 25% mediana 75% maximo

voluntario sadio 23,9 43,2 61,6 74,5 123,1
sepse 26,0 42,0 73,8 113,9 175,3
sepse grave 35,9 65,4 78,1 118,4 140,9
choque séptico 27,8 60,2 87,6 100,3 136,1

Tabela 13: Expressdo de CD66 em neutréfilos do sangue periférico de
individuos sadios e de pacientes em diferentes estadios da sepse. Estao
expressos os valores de mediana, percentis 25% e 75% e valores maximo
e minimo de cada grupo.
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Figura 14: Metabolismo oxidativo de neutrofilos de individuos sadios e
pacientes sépticos em sangue total. Estdo representadas as condi¢des basal,
isto é, sem estimulo, e ap6s estimulo com PMA, fMLP, LPS e S. aureus,
respectivamente. Estdo representados a mediana, os percentis 25% e 75% e
os valores maximos e minimos. Houve diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos de voluntérios sadios e pacientes sépticos na condicéo basal e
frente aos diversos estimulos. p<0,001 em todas as condigcbes (Mann-
Whitney).

minimo 25% mediana 75% maximo
Basal sadio 8,0 9,7 14,9 19,4 77,0
Basal paciente 17,0 37,2 55,9 116,1 167,9
PMA sadio 11,2 13,6 28,5 101,7 487,4
PMA paiente 31,7 45,7 59,6 227,6 1630,1
fMLP sadio 1,8 5,4 10,5 17,8 142,0
fMLP paciente 19,5 35,2 102,6 232,5 584,3
LPS sadio 1,8 11,4 18,6 24,0 63,3
LPS paciente 46,2 55,9 103,9 198,0 3435
S. aureus sadio 24,9 29,9 48,1 113,9 155,0
S. aureus paciente 93,3 197,2 419,2 529,0 1356,2

Tabela 14: Metabolismo oxidativo de neutrofilos de voluntarios sadios e
pacientes sépticos. Estdo expressos os valores de mediana, percentis
25% e 75% e valores maximo e minimo de cada grupo.
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Figura 16: Metabolismo oxidativo de mondcitos de individuos sadios e

LPS

S. aureus

pacientes sépticos em sangue total. Estdo representadas as condi¢des basal,

7

isto €, sem estimulo, e ap6s estimulo com PMA, fMLP, LPS e S. aureus,
respectivamente. Estéo representados a mediana, os percentis 25% e 75% e
os valores maximos e minimos. Houve diferenca estatisticamente significativa

entre os grupos de voluntérios sadios e pacientes sépticos na condicéo basal e

frente aos diversos estimulos. p<0,001 em todas as condi¢fes, exceto frente

ao estimulo com fMLP cujo valor de p=0,04 (Mann-Whitney).

minimo 25% mediana 75% maximo
Basal sadio 3,7 5,5 8,3 14,5 32,1
Basal paciente 11,7 15,6 32,6 72,5 130,5
PMA sadio 5,7 7,2 14,5 39,7 63,0
PMA paiente 3,4 22,7 44,3 87,0 375,9
fMLP sadio 1,5 3,6 5,4 8,5 51,9
fMLP paciente 1,3 8,5 15,6 59,4 183,4
LPS sadio 1,4 5,3 8.6 10,4 25,0
LPS paciente 15 20,7 41,2 73,7 116,6
S. aureus sadio 9,7 10,4 15,4 27,8 31,4
S. aureus paciente 26,4 42,1 79,4 190,8 322,9

Tabela 16: Metabolismo oxidativo de mondcitos de voluntarios sadios e
pacientes sépticos. Estdo expressos os valores de mediana, percentis

25% e 75% e valores maximo e minimo de cada grupo.
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Figura 17: Metabolismo oxidativo de monocitos de individuos sadios e de
pacientes em diferentes estadios da sepse. Estao representadas as condi¢des
basal, isto €, sem estimulo, e ap6s estimulo com PMA, fMLP, LPS e S. aureus,
respectivamente. Estdo representados a mediana, os percentis 25% e 75% e
os valores maximos e minimos.

O valor de p resultante das comparacgdes entre as diferentes condi¢bes entre
os grupos (Mann-Whitney) esta expresso na tabela 16 abaixo:

Basal PMA fMLP LPS S. aureus
Sadio x Sepse 0,001 0,001 0,177 0,0001 0,0001
Sadio x sepse grave 0,01 0,115 0,961 0,06 0,001
Sadio x choque séptico 0,0001 0,009 0,007 0,0001 0,0001
Sepse x sepse grave 0,136 0,252 0,171 0,01 0,113
Sepse x choque séptico 0,953 0,201 0,521 0,953 0,770
Sepse grave x choque séptico 0,123 0,689 0,032 0,008 0,115

Tabela 17: Valor de p resultante das comparacdes entre as diferentes
condi¢Oes entre os grupos (Mann-Whitney)
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Figura 18: As figuras A, B, C, D, E e F representam as correlacdes entre o
metabolismo oxidativo de neutréfilos e de mondcitos nas condicdes em que o
R? (R ao quadrado) é maior que 0,60. Estdo representadas as correlacdes na
condicdo basal (A) e apds estimulo com PMA (B), fMLP (C), LPS (D), S.
aureus (E) e S.aureus x fMLP (F).

A linha reta representa a correlacéo.
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Quadro 3: Area sob curva do grupo de sepse grave e choque séptico com
SOFA e mortalidade de 28 dias foi de 0,72 (p=0,02). A partir do ponto de
melhor sensibilidade e especificidade do teste foi determinado o ponto de corte
de 7 e entdo calculado o risco relativo (RR) que foi de 2,67 com IC de 95% de
0,93 a 7,69. A sensibilidade foi de 72% e a especificidade foi de 70%
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Figura 19: As figuras representam as correlagdes entre o metabolismo
oxidativo de neutréfilos (A) e de mondcitos (B) estimulado por fMLP. A
correlacdo quadratica foi a que melhor se adaptou ao modelo e observa-se que
a partir de um SOFA de 7 ha um aumento praticamente linear do metabolismo
oxidativo am ambos os gréaficos. Também estdo representados os R ao
guadrado de ambas condicdes.
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Figura 20: Metabolismo oxidativo de neutrofilos estimulado por fMLP (caixa em
branco) e por S. aureus (caixa listrada). Os resultados s@o expressos em
média geométrica da intensidade de fluorescéncia. Estdo representados a
mediana, os percentis 25% e 75% e 0s valores maximos e minimos.

No grupo representando estimulo por fMLP, p=0,02 na comparacdo entre o
grupo de sepse e SOFA<7; p=0,02 na comparacao entre SOFA<7 e SOFA>7.
No grupo representando estimulo por S. aureus, p=0,03 na comparagao entre 0
grupo de sepse e SOFA<7

minimo 25% mediana 75% maximo

fMLP neutréfilo Sepse 154,3 154,3 263,4 284,7 306,1
fMLP neutrofilo SOFA<7 19,5 28,7 40,9 64,3 80,8
fMLP neutréfilo SOFA >7 35,2 46,2 122 2325 584,3
S. aureus neutroéfilo Sepse
S. aureus neutroéfilo SOFA<7 419,2 419,2 529 942.,6 1356
S. aureus neutréfilo SOFA =7 93,3 149 189 275,5 488,3

197,2 231,3 451,4 915,7 972,1

Tabela 19: Metabolismo oxidativo de neutréfilos apds estimulo com fMLP e S.
aureus nos grupos de pacientes com sepse, SOFA<7 e SOFA>7. Estao
expressos os valores de mediana, percentis 25% e 75% e valores maximo e
minimo de cada grupo.
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O presente estudou procurou demonstrar o estado de ativacdo de
neutréfilos e de mondcitos durante o continuum das manifestacées da sepse
e correlaciona-lo com disfuncdo de orgaos. Para tanto, foi avaliada a
expressao de receptores de superficie, aqui compreendendo o TLR2, TLR4,
CD11b, CD11c e CD66b, em neutrofilos, além do metabolismo oxidativo de
neutrofilos e monaocitos com ou sem estimulos.

Assim, foram considerados 41 pacientes com diagnostico clinico
laboratorial de sepse, sepse grave e choque séptico, classificados de acordo
com o consenso de 1992 (BONE, SIBBALD et al.,, 1992) e modificado em
2001 (LEVY, FINK et al., 2003). Ressaltamos que séo vastos os estudos em
literatura médica avaliando o estado de ativacdo celular em pacientes com
sepse grave e choque séptico, entretanto poucos o descrevem na sepse.

Foram feitas comparacdes primeiramente do grupo de pacientes como
um todo e o grupo de voluntarios sadios, e depois dos diversos grupos entre
si. A avaliacdo de disfuncdo de orgaos foi realizada nos grupos de sepse
grave e choque séptico.

Para avaliar disfuncao organica utilizamos o SOFA (VINCENT, BIHARI
et al.,, 1995). O uso do SOFA como descritor de disfuncdo de 6rgédos foi
validado em outros estudos tais como de Ferreira e colaboradores
(FERREIRA, BOTA et al, 2001) que avaliando 352 pacientes
consecutivamente admitidos em UTI, encontraram uma discriminacdo muito
boa entre sobreviventes e nao sobreviventes (curva ROC 0,88), sendo que 0s
pacientes que tinham SOFA > 11 a admisséao tiverem taxa de mortalidade de
91%. Também em trabalho recente de Kai (KAI, 2003) (manuscrito em

preparacdo) o SOFA foi capaz de discriminar os sobreviventes dos néo
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sobreviventes numa populacdo de 56 pacientes com choque séptico (Curva
ROC 0,74). Pacientes com SOFA >10 no primeiro dia de admissdo na UTI
apresentaram mortalidade de 66% com RR de 2,27 (IC 95% 1,28 - 4,03).

Em nosso estudo, foi observado que o SOFA foi capaz de discriminar
entre sobreviventes e ndo sobreviventes no primeiro dia de admissao na UTI,
que coincidiu com o dia da coleta do sangue para realizacdo dos ensaios.
Pacientes com SOFA maior ou igual a sete (12 num total de 24, sendo 10
com choque séptico) apresentaram mortalidade de 66,6% contra 25% no
grupo de pacientes com SOFA<7. A curva ROC obtida foi de 0,78 e 0 RR de
2,67 (IC de 95% 0,93 — 7,69), ou seja, pacientes com SOFA maior ou igual a
7 tiveram 2,67 vezes mais chance de morrer que aqueles pacientes com
SOFA menor que 7.

Além da medida de disfuncéo de o6rgaos, foi considerada mortalidade
de 28 dias. Embora haja criticas a respeito do uso dessa medida, optamos
por utiliza-la, pois achamos que assim seria possivel eliminar, pelo menos em
parte, outras variaveis que poderiam estar envolvidas de forma indireta na
mortalidade dos pacientes. Nas enfermarias, por exemplo, pacientes
tragueostomizados sdo aspirados com uma freqiéncia bem menor que
aguela observada em UTI. Inclusive, recentemente foi colocado em discussao
gue os intensivistas deveriam continuar acompanhando os pacientes com alto
risco de morte que recebem alta para enfermarias (AZOULAY, ALBERTI et
al., 2005).

Em relacéo a ativacao de receptores de superficie celular, a expressao
de TLR2 e TLR4 em neutrofilos e mondcitos durante a sepse tem sido objeto

de interesse crescente ja que esses receptores sdo, respectivamente, 0s
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responsaveis pelo reconhecimento de produtos de patdégenos gram-positivos
e gram-negativos, de tal forma que camundongos com deficiéncia de TLR2
sao altamente suscetiveis a infec¢des por S. aureus (TAKEUCHI, HOSHINO
et al., 2000) e em camundongos tolerantes a endotoxina existe diminuicdo da
expressao de TLR4 (NOMURA, AKASHI et al., 2000).

Nossos resultados demonstraram que houve expressao
significativamente menor de TLR2 na superficie de neutrofilos no grupo de
pacientes com choque séptico em relacdo aos demais grupos, isto €, sadios,
sepse e sepse grave.

Em relacdo a expressdo de TLR4, embora ndo tenhamos observado
diferenca significativa, houve uma tendéncia de diminuicdo de sua expressao
também no grupo de pacientes com choque séptico comparado ao grupo de
sepse (p=0,06).

Ha varios estudos mostrando que TLR2 e TLR4 estdo expressos na
superficie de neutréfilos de individuos sadios e essa expressao aumenta
quando os neutrdfilos sdo estimulados, por exemplo, com LPS (SABROE,
JONES et al., 2002) ou com GM-CSF (KURT-JONES, MANDELL et al.,
2002), considerando-se que neste ultimo caso, o aumento € observado
principalmente em relacéo a expressao de TLR2. Em estudo de expresséo de
TLR2 e TLR4 em neutroéfilos de pacientes com sepse e sepse grave, também
foi demonstrado aumento significativo da expressdo de ambos receptores
comparados a individuos sadios, sem a utilizacdo de estimulo (HARTER,
MICA et al., 2004).

Nosso estudo é o primeiro a analisar a expressao dos receptores TLR2

e TLR4 na sepse humana em sangue total utilizando duas marcacdes de
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superficie para discriminar populacdes celulares combinada ao tamanho e
complexidade celular. Esta andlise foi possivel devido a utilizacdo simultanea
dos anticorpos CD66b e CD14, que resultaram em nitida separacdo das
populacdes de neutrofilos e mondcitos, respectivamente. O emprego do
sangue total na imunofenotipagem retrata com fidelidade a expressao dos
receptores de superficie porque exclui a possibilidade de alteracdes
causadas pela separacao de células por gradiente de densidade, como ficoll,
ou procedimentos de adesdo (ERTEL, KROMBACH et al., 1993). Assim
sendo, acreditamos ser improvavel que qualquer discrepancia encontrada
com a literatura médica seja decorrente da técnica utilizada.

Isso nos faz conjeturar se 0 que estamos observando ndo seria entao
uma forma de tolerancia de neutréfilos neste grupo especifico de doentes
com choque séptico, semelhante ao que tem sido observado em mondcitos,
muito embora nosso grupo ndo tenha demonstrado tal fendmeno em relacéo
a expressdo de TLR2 e TLR4 na superficie de mondcitos de pacientes
sépticos (manuscrito em preparacdo). Talvez possa ser uma forma de
reprogramacao (e ndo anergia) da ativacao dos neutrofilos nesta condicédo. O
mesmo foi observado pelo grupo de Parker e colaboradores que encontraram
um fenbmeno de tolerancia em neutroéfilos previamente estimulados com LPS
(PARKER, JONES et al., 2004).

Observamos correlacdo entre expressdo de TLR2 e metabolismo
oxidativo de neutrofilos e mondcitos estimulado por PMA e S. aureus.
Encontramos dois estudos que mostraram associacao entre TLR4 e producéao
de ERO em neutrofilos e linhagem de células monociticas humanas (PARK,

JUNG et al.,, 2004; REMER, BRCIC et al.,, 2003). Ndo foram encontrados
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estudos clinicos. A correlacdo por nés encontrada entre expressédo de TLR-2
e metabolismo induzido por S. aureus poderia sugerir importante papel
regulador da modulacdo da expressdo de TLR-2 no metabolismo oxidativo
em pacientes com sepse. Todavia, o fato da mesma correlacdo ter sido
encontrada com PMA, que atua de forma independente da expressao de
receptores de membrana, diretamente sobre a PKC, mostra que tal
associacao precisa ser interpretada com cautela. O fato de ndo observarmos
correlacdo entre TLR4 e metabolismo induzido por LPS é um dado a mais
mostrando a fragilidade do efeito que a modulacdo da expressdo de
receptores na superficie de neutréfilos tem na resposta aos diferentes
estimulos na producdo de espécies reativas de oxigénio, no caso,
principalmente H202 medido pelo método do DCFH.

Observamos que nao houve correlacdo da expressao de TLR2 e TLR4
com disfuncdo de 6rgdos mas houve tendéncia de a expresséo de TLR2 ser
menor no grupo de SOFA>7 do que no grupo com SOFA<7 (p=0,08). Isso
pode ser explicado pelo fato do grupo de maior gravidade (SOFA>7) ser
composto na sua maioria por pacientes com choque séptico que, por sua
vez, demonstraram expressao menor de TLR2. Ndo encontramos estudos de
associacao entre expressao de TLRs e disfungcéo de orgaos.

Além disso, encontramos correlacdo entre a expressao de CD11b e
TLR4 (R=0,44; p=0,004) (esses dados ndo foram mostrados em resultados).
Sabroe e colaboradores (SABROE, JONES, et al., 2002) também mostraram
aumento da expressao de TLR4 e de CD11b e diminuicdo da expressao de
selectinas em neutroéfilos purificados de individuos sadios estimulados por

LPS. Em outro estudo do mesmo grupo, os achados anteriores foram
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confirmados e, além disso, foi observado aumento da producdo de ERO em
neutréfilos apos estimulo com fMLP (SABROE, PRINCE et al., 2003).
Hayashi e colaboradores (HAYASHI, MEANS et al., 2003) em estudo
avaliando a estimulacdo de neutrofilos de individuos sadios pelos TLRs,
também encontraram aumento da producdo de ERO apds estimulo com
fMLP, mas ao contrario dos estudos anteriores evidenciaram aumento da
expressao de selectinas.

Aumento na expressdo de CD11lb em neutrofilos e mondcitos €
considerado um bom marcador de ativacdo celular. Entretanto, em nosso
estudo, ndo encontramos diferenca na expressao de CD11b entre os grupos
considerados, nem mesmo podemos dizer que exista tendéncia desta estar
aumentada em uma ou outra situacdo. Também ndo encontramos correlacéao
entre a expressdo de CD11lb e SOFA. Nossos achados estdo em acordo
agueles de Russwurm e colaboradores (RUSSWURM, VICKERS et al.,
2002), onde também né&o foi observada diferenca entre expressédo de CD11b
entre pacientes com sepse, choque séptico e voluntarios sadios. Ainda, em
estudo de Jimenez e colaboradores, também ndo se observou aumento
significativo da expressdo de CD11lb em pacientes com SRIS comparado a
individuos sadios, embora tenha sido considerado um numero pequeno de
doentes (JIMENEZ, WATSON et al., 1997).

Por outro lado, Muller Kobold e colaboradores demonstraram aumento
da expressdo de CD11b em pacientes com choque séptico comparado ao
grupo de voluntarios sadios. Além disso, analisando o grupo de pacientes em
relacdo a sobrevida, a expressao de CD11b foi significativamente menor no

grupo de nao sobreviventes (p=0,05) (MULLER KOBOLD, TULLEKEN et al.,
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2000). Porém, em estudo recente, o aumento significativo da expressao de
CD11b na superficie de neutrofilos de pacientes com choque séptico em
relacdo aos voluntarios sadios ndo esteve correlacionado com a mortalidade
(CHISHTI, SHENTON et al., 2004).

Outro receptor do grupo das integrinas analisado foi CD11c. Em nosso
estudo nao foi observada diferenca significativa da expressao de CD11c entre
0s grupos considerados. Porém, observa-se uma tendéncia da expressao de
CD11c ser maior no grupo de sepse comparado aos grupos de voluntarios
sadios e de choque séptico. Nao foi encontrada correlacdo entre expressao
de CD11c e SOFA.

Existem poucos estudos que relatam a medida da expressao de
CD11c em neutrdfilos de pacientes sépticos. Drossou-Agakidou (DROSSOU-
AGAKIDOU, KANAKOUDI-TSAKALIDOU et al., 1998) encontraram
expressao diminuida, embora nédo significativa, de CD11c em neonatos com
choque séptico comparados a neonatos sadios. Na mesma direcdo, porém
em populacéo celular diferente, mondcitos, também foi encontrada diminuicao
da expressdo de CD1lc em pacientes com choque séptico comparados a
individuos sadios (WILLIAMS, WHITE et al., 1998).

Dessa forma, ainda sao controversos os resultados em relacdo a
expressdo de CD11lb e CD1llc na sepse, bem como sua relacdo com
progndstico. Pode ser que essa variabilidade de resultados esteja relacionada
a nao deteccdo desses receptores por limitacdo técnica. O CD11b, por
exemplo, ndo é apenas um marcador de ativacao leucocitaria; também esta
envolvido na adesdo dos neutrofilos e monocitos a células endoteliais,

(MEERSCHAERT e FURIE, 1995) e dessa forma, pode ser que leucocitos
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gue possuam expressao elevada de CD11b sejam rapidamente sequestrados
da circulacdo e dessa forma ndo sdo detectados em amostras de sangue
(RUSSWURM, VICKERS, et al., 2002).

Em relacdo a expressdo de CD66b, encontramos um aumento
significativo da expressdo de CD66b em neutrofilos do grupo de pacientes
comparado ao grupo de sadios. Analisando individualmente os grupos,
também encontramos expressao significativamente maior nos grupos de
pacientes com sepse grave e choque séptico em comparacéo aos individuos
sadios. Nao encontramos associacao entre expressao de CD66b e disfuncéo
de orgaos.

Em estudo de ativacdo leucocitaria, Muller Kobold e colaboradores,
2000, também evidenciaram aumento da expressao de CD66b em paciente
com choque séptico comparado a individuos sadios (MULLER KOBOLD,
TULLEKEN, et al., 2000). Também foi observado aumento da expresséo de
CD66b em individuos sadios apoOs injecdo de 4ng/Kg de peso de LPS
(KANEKO, STEARNS-KUROSAWA et al., 2003).

Observa-se que os estudos em relacdo a expressdo de CD66b como
marcador de ativacdo de neutrofilos na sepse também séo limitados, estando
mais direcionados a correlacdo deste com a ativacdo de NADPH oxidase e
consequente estresse oxidativo, como foi previamente demonstrado (FEUK-
LAGERSTEDT, JORDAN et al., 1999; WITTMANN, ROTHE et al., 2004).

Na analise do metabolismo oxidativo de neutrdfilos foram feitas
comparacdes primeiramente do conjunto de pacientes e 0 grupo de
voluntarios sadios, e depois dos diversos grupos entre si. Encontramos maior

producdo de ERO na condicdo basal, isto €, sem estimulo, no grupo de
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pacientes quando comparado ao grupo controle. Este achado reflete,
portanto, 0 aumento da producédo de ERO desencadeada pelo proprio evento
infeccioso nos pacientes. Com os demais estimulos, PMA, FMLP, LPS e S.
aureus, também houve producao significativamente maior de ERO no grupo
de pacientes sépticos. Em ambos 0s grupos, esse aumento manteve as
mesmas propor¢cdes em relacdo a producado basal, conforme foi apresentado
nos resultados.

Quando os grupos de pacientes — com sepse, sepse grave e choque
séptico - foram analisados em relacdo ao grupo de voluntarios sadios, houve
aumento da producédo de ERO em todos os grupos de pacientes na condi¢ao
basal e apés estimulos com LPS e S.aureus. Entretanto, apos estimulos com
PMA e fMLP, houve incremento na producdo de ERO no grupo de sepse e de
choque séptico, porém isso nao foi observado no grupo de sepse grave. Pode
ser que o fato de néo ter havido incremento na producdo de ERO ap0s
estimulos com PMA e fMLP no grupo de sepse grave deva-se ao fato que
eles possuem diferentes vias de ativacdo. O fMLP liga-se a receptores
especificos nos neutréfilos e ativa varias fungbes como quimiotaxia,
agregacdo e producdo de ERO (TSCHAIKOWSKY, SITTL et al., 1993). O
PMA é um ativador potente de oxidase e induz a producdo de ERO
diretamente através da ativacdo de proteina C quinase, isto €, independe de
receptores (LUNDQVIST, FOLLIN et al., 1996). LPS e S. aureus por sua vez,
tém receptores com maior especificidade.

Na comparacdo dos grupos de pacientes entre si, observamos
aumento da producao de ERO no grupo de pacientes com sepse comparado

ao grupo de sepse grave utilizando-se PMA; também houve aumento da
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producdo de ERO no grupo de sepse comparado ao de choque séptico apos
estimulo com S.aureus. Comparando-se o0 grupo de choque séptico com o de
sepse grave, foi observada producédo maior de ERO apoés estimulos com LPS
e S.aureus no primeiro grupo.

Ha necessidade de aumento no metabolismo celular na sepse,
representado pela maior producéo das ERO que s&o essenciais a capacidade
bactericida das células polimorfonucleares (BABIOR, 1984; SZEJDA, PARCE
et al., 1984). Entretanto sdo esses produtos do metabolismo do oxigénio que
tém papel duplo na sepse: benéficos na erradicacdo do patdégeno, porém
responsaveis em parte por danos teciduais, contribuindo para disfuncéo
organica (TAYLOR e PIANTADOSI, 1995).

A técnica utilizada no presente estudo para quantificar a producéo das
ERO em neutrdéfilos por citometria de fluxo, utilizando DCFH, foi padronizada
h& duas décadas. Em 1983, BASS e colaboradores (BASS, PARCE et al.,
1983) descreveram a técnica sem estimulo e utilizando PMA. Em 1984, em
outro artigo, 0 mesmo grupo relata a producédo de ERO durante a fagocitose,
utilizando cepas de S. aureus marcadas (SZEJDA, PARCE, et al.,, 1984).
Seguindo-se esses achados, surgiram varios outros estudos relacionando
sepse e producdo de ERO, inclusive com diferentes tipos de estimulos.
Assim, TRAUTINGER e colaboradores (TRAUTINGER, HAMMERLE et al.,
1991), mostraram que ha um aumento significativo na producdo de ERO
utiizando PMA como estimulo em grupo de pacientes criticos que
desenvolveram sepse. Outros estudos também apontam para um aumento no
metabolismo oxidativo na sepse. TANJOH (TANJOH, SHIMA et al., 1995) e

colaboradores compararam a producdo de ERO em trés grupos distintos:
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pacientes com sepse grave e disfuncdes organicas, pacientes submetidos a
grande cirurgia e individuos sadios. Encontrou-se maior producdo de ERO
nos dois primeiros grupos.

Em estudo prévio realizado pelo nosso grupo, também encontramos
aumento significativo do metabolismo oxidativo de neutréfilos de pacientes
com sepse grave e choque séptico comparados a individuos sadios.
Quantificamos a producédo de ERO basal e apds estimulos com PMA, fMLP,
LPS e S. aureus (MARTINS, KALLAS et al.,, 2003). Entretanto, existem
estudos mostrando diminuicdo do metabolismo oxidativo na sepse.
WENISCH (WENISCH, PARSCHALK et al., 1999) e colaboradores
demonstraram uma capacidade diminuida dos neutréfilos de pacientes com
sepse por gram-negativo em gerar ERO em resposta a estimulo com E. coli,
corroborando achados anteriores desse mesmo grupo (WENISCH,
PARSCHALK et al., 1995).

Importantes funcdes de neutrofilos, como fagocitose e metabolismos
oxidativo, tem se mostrado preservadas ou mesmo reguladas positivamente
durante a sepse. Estes achados contrastam-se com os de mondcitos, que via
de regra, apresentam evidéncias de hipo-resposta na sepse, avaliada pela
expressdo de HLA-DR e producdo de citocinas. Questionamos se tal
discrepancia seria devido a diferencas na adaptacdo destas populacdes
celulares na sepse ou refletiriam as diferentes funcdes avaliadas.

Para tentarmos entender um pouco melhor essa questéo e observar se
esse fendbmeno de tolerancia dos mondécitos na sepse € universal, ou seja,
esta presente de uma maneira geral nos mecanismos de ativacdo, avaliamos

0 metabolismo oxidativo dessas células.
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by

As primeiras publicacdes relativas a quantificacdo do metabolismo
oxidativo de monacitos utilizando