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RESUMO

ALVAREZ-PEREZ, Mario Castro. Epidemiologia, Diagndstico, Marcadores de
Imunocompeténcia e Prognostico da Sepse. XXX f. Tese (Doutorado em Medicina) —
Programa de Fisiologia e Fisiopatologia Clinica e Experimental/CLINEX, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

Apesar de uma diversidade de estudos cientificos, em que dezenas de milhares de
pacientes foram analisados e tratados, a sepse continua sendo um grande desafio para a
medicina contemporanea. Investigagdes bem conduzidas levaram a uma reavaliagao do
modelo classico da sepse, tradicionalmente vista como um processo descontrolado de
hiperinflamagdo sistémica, uma vez que observou-se a existéncia de uma atividade
antiinflamatoria ao longo do seu curso evolutivo. Nesse contexto, o comportamento do
sistema imune inato se assemelha ao de individuos idosos submetidos ao fendmeno da
imunossenescéncia, intersecdo ainda mais relevante ao considerarmos o crescente
incremento na faixa etaria média dos pacientes internados em UTI. O presente estudo
visou a estabelecer a epidemiologia da sepse em um hospital piblico de um pais de
renda media, como é o caso do Brasil. Ademais, através de citometria de fluxo,
buscamos definir a cinética da expressao monocitaria de moléculas HLA-DR e CD64 ao
longo do processo de envelhecimento humano. Comparamos essas observacdes com o
comprometimento do sistema imune inato visto na sepse visando discriminar as
alteracOes da senescéncia do sistema imune associada ao envelhecimento daquelas
associadas ao fenomeno da imunoparalisia da sepse.

Na investigacao epidemiologica, nds encontramos uma taxa de ocorréncia de 5,9
casos de sepse por 100 pacientes e uma densidade de incidéncia de 6,4 casos por 1000
pacientes-dia. Documentamos ainda sua associacdo com uma elevada incidéncia de
sepse e documentamos sua associacdo com uma elevada taxa de comordidades cronicas.
A sepse foi diagnostica tardiamente (72% dos casos apds 12 horas de evolucao) e em
estdgio avangado como atestado pleos elevados escores de gravidade de doenca e de
disfuncdo organica. O presente estudo identificou varios obstaculos a efetiva
implementacao das recomendag¢des da Surviving Sepsis Campaign. No segundo estudo,
observamos correlacdes negativas significativas entre idade e intensidade de expressdo
dos biomarcadores avaliados. Durante a sepse, a expressao de mHLA-DR foi ainda mais
reduzida, enquanto a expressio de CD64 foi majorada. Para melhor discriminar
imunossenescéncia de imunoparalisia, valores de cutoff de 9.700 m/c para mCD64 e de
7.000 m/c para mHLA-DR forneceram as melhores combinagdes de sensibilidade e
especificidade.

Palavras-chave: Sepse. Epidemiologia. Imunossenescéncia. Imunoparalisia. CD64.
HLA-DR.



ABSTRACT

Despite a multiplicity of trials enrolling several thousands of treated patients,
sepsis still represents a major challenge to contemporary medicine. Since several well-
conducted investigations have consistently indicated the existence of an anti-
inflammatory activity during sepsis evolution, there has been a reappraisal of the classic
sepsis model in which the condition was traditionally seen as an uncontrolled systemic
hyper-inflammatory process. During sepsis, the innate immune system behavior has
some similarities to the immunosenescence process experienced by elderly people;
something that is even more relevant when considering the progressive increase of the
mean age of the patients admitted to ICUs along the last decades. This study
investigated the epidemiology of sepsis in a public university hospital from a middle-
income country, as is the case of Brazil. Also, applying a flow cytometry methodology,
we tried to establish the kinetics of the molecular expression of HLA-DR and CD64 on
monocytes during human aging. To put it in context, we compared such findings with
those obtained from septic patients aiming at the discrimination between changes related
to the normal aging process from those of the immunoparalysis phenomenon seen in
sepsis.

In the epidemiological arm of this study, we found an occurrence rate of 5.9 cases
of sepsis per 100 patients, and an incidence density of 6.4 cases per 1000 patient-days.
We documented the association of sepsis with an elevated rate of chronic comorbid
conditions. Sepsis was detected late (72% evolving for more than 12 hours) and in
advanced stages as indicated by severity and organ failure scores. The study detected
several obstacles to the effective implementation of the Surviving Sepsis Campaign
recommendations. In the second study, we observed significant negative correlations
between age and the levels of HLA-DR and of CD64 expression on monocytes. During
sepsis, HLA-DR expression decreased further while CD64 expression was upregulated.
To better discriminate immunosenescence from immunoparalysis, cutoff values of 9,700
m/c for mCD64 and of 7,000 m/c for HLA-DR provided the best combination of
sensitivity and specificity.

Key-words: Sepsis. Epidemiology. Immunosenescence. Immunoparalysis. CD64. HLA-
DR
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I. INTRODUCAO:

1.1 Enfocando o Problema

Apesar de cerca de meio século de existéncia das Unidades de Tratamento Intensivo
(UTI) e de milhares de estudos cientificos, em que dezenas de milhares de pacientes foram
analisados e tratados, a sepse continua sendo um grande desafio para a medicina
contemporanea. Inimeros avangos cientificos e tecnoldgicos t€ém permitido o aumento da
sobrevida de pacientes portadores de doencas graves, agudas e cronicas, reduzindo a letalidade
especifica de tais condigdes, mas culminando no desfecho fatal por sepse, fruto do
comprometimento da competéncia do sistema imune em lidar com agentes infecciosos
ocasionado por tais abordagens. De outra forma, o envelhecimento da populacdo mundial e a
conseqiiente sobreposi¢do de comorbidades t€ém conduzido a um cenério cada vez mais rico em
individuos com maior propensdo as doencas infecciosas. Assim, compreender os dominios da
sepse no ser humano, incluindo individuos nos extremos mais elevados de idade, representa
aprender a lidar com um desafio cotidiano e de incidéncia crescente na pratica clinica.

Ao longo da tultima década, tem ocorrido uma reavaliagdo do modelo classico da sepse,
que era classicamente vista como um processo generalizado, descontrolado, de hiperinflamagao
sistémica, uma vez que consistentes estudos cientificos t€ém comprovado a existéncia de
marcadores moleculares e celulares que indicam a presenga comum de uma atividade
antiinflamatdria no curso da sepse (1). Assim, pari passu a inimeras descobertas cientificas
sobre o papel de tais mecanismos moleculares e celulares na defesa do organismo — e sua
tentativa de manter-se vivo por um lado e as conseqiiéncias adversas de sua instala¢do, por
outro — termos como CARS (sindrome da resposta antiinflamatoria compensatoria) e MARS
(sindrome da resposta inflamatdria mista antagénica) foram cunhados, passando a compor o
quadro complexo dos termos e defini¢des utilizados na sepse ¢ demandando que novos estudos
sejam realizados na busca de uma compreensao melhor dos eventos imunologicos associados
(2,3).

Diversos trabalhos revelaram que um importante comprometimento da imunidade sucede a
fase inflamatoria inicial, fendmeno que foi denominado de imunoparalisia ou CARS (2,4). Em
uma avaliacdo anterior, realizada no laboratorio de imunopatologia (LIP) da UERJ, observou-se
que a atividade de imunoparalisia pode ocorrer precocemente na evolucdo da sepse. Com base

em técnicas quantitativas de citofluorimetria, observou-se reducdo na expressao de receptores
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de superficie em mondcitos e neutrofilos do sangue periférico, mais especificamente de
antigenos MHC classe II tipo DR (HLA-DR), que ocorria paralelamente a um aumento da
expressao de CD64 (FC,RI ou receptor do tipo I para a por¢ao Fc da imunoglobulina G), um
marcador de atividade inflamatéria. Tais anormalidades foram detectadas tdo cedo quanto 48
horas ap6s o diagndstico da sepse (5).

O atual estudo visou a detectar o comportamento habitual do sistema imune dos pacientes
acompanhados nas fases iniciais da sepse, correlacionando os achados encontrados com o
padrao normalmente visto em individuos relativamente saudaveis, isto €, sem evidéncias claras
de comprometimento do sistema imune, seja por doengas associadas a imunodeficiéncia seja
por utilizagdo prévia de terapias imunossupressoras.

Todavia, ao inicio do projeto, identificamos a inexatiddo de dados relativos ao
comportamento natural e habitual do sistema imune no individuo idoso, aspecto relevante para
esta pesquisa, posto que, como ja mencionado, o aumento da expectativa geral de vida da
populagdo mundial e o prolongamento da vida de individuos idosos, portadores de
comorbidades graves e tratados com novos recursos terapéuticos, tém conduzido a um aumento
da faixa etdria média dos pacientes internados em UTI (6-8); em verdade, em uma propor¢ao
progressivamente crescente, a maior parte dos individuos internados em diversas unidades de
tratamento intensivo pertence as faixas etarias dos idosos — estima-se que aproximadamente
60% dos leitos de uma UTI estdo atualmente ocupados por pacientes com mais de 65 anos de
idade (9).

Dada a escassez de dados na literatura médica mundial acerca do fenomeno da
imunossenescéncia, que, resumidamente, representa o padrao natural de evolucao do sistema
imune durante o envelhecimento ndo-patoldgico (10), e considerando a faixa etaria crescente
dos pacientes admitidos nas UTIs e a relativa escassez de dados epidemioldgicos consistentes
sobre a sepse em nosso pais — salvo os louvaveis e competentes esforgos dos grupos
responsaveis pelos estudos BASES (11), Sepse Brasil, (12), COSTS (13) e pelos sete centros
brasileiros que participaram do estudo multicéntrico PROGRESS (14) —, decidimos abordar a
tematica em multiplos niveis. Inicialmente, buscamos conhecer a real epidemiologia da sepse
em nosso hospital universitario (Hospital Universitario Pedro Ernesto — HUPE), realizando o
inquérito epidemioldgico denominado “Sepse HUPE”. Em seguida, utilizando as mesmas
técnicas de citofluorimetria quantitativa, analisamos a expressao molecular de antigenos HLA-
DR e CD64 em mondcitos do sangue periférico de idosos relativamente saudaveis, individuos

jovens e pacientes sépticos n as primeiras horas da evolugdo de suas moléstias.



14

O presente trabalho visa a estabelecer a cinética habitual da expressdo das moléculas
HLA-DR e CD64 em mondcitos do sangue periférico ao longo do processo de envelhecimento
humano, correlacionando-a com o comprometimento do sistema imune visto na sepse €
buscando apresentar uma soluc¢do para a tensdo emergente em razao da deteccio de alteragdes
em pacientes sépticos idosos, onde a oposicdo de mecanismos causais envolvidos —
imunossenescéncia versus imunoparalisia — pode interferir na correta interpretacao do estado do

sistema imune inato vigente na situacgao clinica em particular.

1.2 Sepse — Definindo o Problema

Neste inicio do 3° milénio, o contexto clinico-laboratorial da sepse continua sendo um dos
temas mais intrigantes na pratica clinica de atendimento a pacientes criticamente enfermos.
Apesar de significativos avangos e progressos alcangados na compreensao dos mecanismos
moleculares envolvidos na etiopatogénese da sepse, novos conceitos tém aflorado, demandando
um constante repensar no assunto e o desenvolvimento de novos estudos.

Entre os muitos avancos observados, destaca-se a identificacdo de uma grande variedade
de mediadores inflamatdrios. Com a elucidacao de seus mecanismos de atuagdo, regulagdo e de
suas vias de sinalizacdo intracelular, delineou-se uma nova conceituagdo fisiopatologica
baseada em uma intricada rede de interagcdes moleculares e celulares. A partir de entdo, alguns
conceitos classicos, como o da hiper-inflamagao perpetuada e crescente, t€ém sido colocados sob
cheque, exigindo que novas teorias mais ajustadas aos recentes avangos tenham que ser
elaboradas.

Muito dos conhecimentos e definicdes que regem os estudos sobre sepse derivam do
classico consenso da ACCP/SCCM (American College of Chest Physicians e Society of Critical
Care Medicine) (15), que foi divulgado em 1992 e estabeleceu defini¢cdes operacionais para o
conjunto de anormalidades relacionadas com a sepse. A uniformizacdo de definicdes e
nomenclaturas permitiu que fendmenos fisiopatoldgicos e intervencgdes terapéuticas passassem
a ser avaliados de forma consistente e uniforme (16). Ao final da década passada, foi possivel
constatar que a estratificagdo de grupos de pacientes mediante tais critérios possui valor
prognostico, observando-se um aumento da mortalidade diretamente relacionado ao
agravamento da condicdo conforme a escala de gravidade implicita aos termos empregados
(17,18). Mais recentemente, nova conferéncia de consenso patrocinada pelas mesmas
sociedades médicas envolvidas no primeiro evento, dessa vez aliadas as sociedades ESICM

(European Society of Intensive Care Medicine), ATS (American Thoracic Society) e SIS
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(Sepsis International Society), revalidou a adequag@o da terminologia sugerida pelo consenso de
1992 (19).

Segundo os critérios ratificados, infec¢do ¢ definida como o processo caracterizado pela
existéncia de resposta inflamatdria a presenca de microorganismos ou invasdo de tecidos
normalmente estéreis por esses microorganismos. Bacteremia refere-se a presenca de
microorganismos viaveis no sangue (isolados em hemocultura). A sindrome da resposta
inflamatoria sistémica (SIRS) diz respeito a disseminacdo sistémica da resposta inflamatoria,
que, se de origem infecciosa, recebe a designacdo de sepse. A existéncia de sepse ¢
caracterizada pela presenga de uma série de variaveis clinico-laboratoriais definidas em
consenso, que, além dos critérios propostos no 1° consenso, foi ampliada em 2003 com a
inclusdo de variaveis relacionadas a disfuncdo de 6rgaos e sistemas, a perfusao tissular (lactato
e enchimento capilar periférico), a monitoracdo hemodindmica invasiva (indice cardiaco e
saturacdo venosa central de oxigénio) e a exames de laboratdrio (proteina C reativa titulada e
procalcitonina plasmatica) (19).

Sepse ¢ diagnosticada nas situagdes onde existe a associa¢ao entre evidéncias clinicas de
infec¢do (comprovada ou suspeita) e SIRS. O contexto de sepse grave corresponde a situacdes
de sepse associadas a disfun¢do de orgdos, hipoperfusdo tecidual ou hipotensdo arterial,
podendo incluir acidose latica, oliguria ou alteragcdes do estado mental. O termo choque
séptico aplica-se as situagdes de sepse com hipotensdo arterial sistémica refratdria a
ressuscitagdo volémica e associada com anormalidades d e perfusao tissular. A situagdo onde a
duragdo do choque séptico ¢ maior do que uma hora e ndo responsiva a administracdo de
liquidos e intervencao farmacologica com drogas vasopressoras ¢ denominada de choque
séptico refratario. J4 o conceito da complicagdo terminal relacionada a sepse denominada
faléncia organica miltipla (FOM), envolve a existéncia de disfung@o organica cumulativa em
paciente agudamente enfermo, o que demanda a institui¢do de intervengdes especificas para
manutengdo da homeostasia (19).

No intuito de estadiar os pacientes sépticos, foi proposto o sistema PIRO — onde P =
Predisposi¢do (condi¢do predisponente), I = Infec¢do (natureza e extesdo do insulto), R =
Resposta do organismo (natureza ¢ magnitude da resposta do paciente) e O = disfuncio
Organica (grau de disfungdo organica) — que se baseia no sistema TNM de classificagdao de
tumores malignos. O sistema PIRO foi proposto para caracterizar e estadiar a resposta do
paciente séptico a infec¢do, sugerindo areas onde avancgos cientificos e tecnologicos podem ser
alcancados, como na pesquisa basica sobre marcadores da competéncia imunologica (como a

expressao de moléculas HLA-DR na superficie de células apresentadoras de antigeno) e
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biomarcadores envolvidos no reconhecimento da sepse e suas implicitas, potenciais, disfungdes
organicas (19).

Sepse situa-se entre a 10® e a 13 causas de morte nos Estados Unidos, onde, nas duas
ultimas décadas, a incidéncia de sepse aumentou anualmente a uma taxa de 9% (20-22). Angus
e colaboradores (22) estudaram 192.980 casos de sepse grave, compreendidos em uma coorte
de mais de 6,5 milhdes de pacientes internados em 847 hospitais em sete estados americanos e
estimaram sua incidéncia, custo e prognostico. A incidéncia de sepse grave foi de trés casos por
mil habitantes (751.000 casos/ano para a populacdo americana — incidéncia que se tornou um
pardmetro comum nos ensaios sobre sepse), superando a da AIDS e a dos principais tipos de
cancer, o que resultaria em 215.000 mortes/ano (28,6% dos casos). Este valor ¢ equivalente ao
total de mortes devidas ao infarto do miocardio (22).

Na Europa, dois grandes estudos recentes relataram um quadro similar. Num grande
estudo prospectivo, Alberti et al (23) avaliaram 14.364 pacientes admitidos a 28 UTIs,
encontrando uma incidéncia de infeccdo de 21,1% (24% com sepse severa e 30% com choque
séptico); entre os pacientes com infecgdes nosocomiais, a taxa de letalidade foi de 53,6%. Em
outro estudo, conduzido na Franga, Annane (24) observou uma elevada incidéncia de choque
séptico em pacientes de terapia intensiva (8,2% dos casos), o que foi associado com uma taxa
de letalidade similarmente muito significativa (60,1%).

Recentemente, quatro grandes estudos epidemiologicos descreveram as principais
caracteristicas da sepse no Brasil (11-14). No estudo BASES, Silva et al (11) avaliaram 1.383
pacientes internados em terapia intensiva agrupados de duas regides brasileiras (sul e sudeste),
encontrando uma densidade de incidéncia de cerca de 57 por 1.000 pacientes-dias e taxas de
letalidade, entre os 884 pacientes que permaneceram internados além das primeiras 24 horas
desde a admissdo, variando entre 33,9 e 52,2 por cento, de acordo com o grau de severidade da
sepse (de sepse sem disfungao de 6rgdos ao choque séptico); a taxa de sobrevida em 28 dias de
todo o grupo séptico foi de 66%.

Em outro importante estudo, o Sepse Brasil, Sales Jr et al (12) relataram o
acompanhamento de uma grande amostra de pacientes criticos (n = 3.128) até o 30° dia de
follow-up (ou até alta ou 6bito) em 75 UTIs, de cada uma das cinco regides geograficas deste
pais. Todos os pacientes admitidos com sepse ou que a desenvolveram durante o periodo do
estudo foram incluidos. Cerca de 17 por cento dos pacientes tiveram um diagndstico de sepse,
com uma taxa de letalidade global em 28 dias de 46,6% (I1C95% = 42,3 — 51,0), que,
estratificada por gravidade do quadro séptico, revelou-se como equivalente a 34,4% na sepse

severa e 65,3% no choque séptico (12).
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O estudo COSTS foi conduzido pelo Instituto Latino-Americano de Sepse (ILAS), tendo
sido desenhado para avaliar prospectivamente os custos do tratamento de pacientes sépticos nas
UTIs brasileiras (publicas e particulares). Nele, Sogayar et al (13) avaliaram custos e modelos
de tratamento de pacientes sépticos admitidos em 21 UTIs nacionais. Critérios de sepse severa
foram atingidos em 85 (16,2%) dos 524 pacientes avaliados; em outros 395 pacientes (75,4%),
choque séptico estava presente. A taxa de letalidade global foi de 44,3%, enquanto as taxas de
letalidade estratificada por tipo de UTI, publica ou privada, foram de 49,2% e 37,7%,
respectivamente (13).

O estudo multicéntrico PROGRESS (14) contou com a participagdo de 7 UTIs brasileiras,
onde foram seguidos 982 pacientes — em outros 35 paises, cerca de 12.000 pacientes
compuseram o restante da coorte —. O periodo de inclusdo de casos foi de 3 anos. A mediana da
idade dos pacientes sépticos atendidos nas UTIs brasileiras foi de 63 anos, similar a dos demais
paises (62 anos). A taxa de letalidade em nossos 7 centros foi de 56%, maior que aquela
observada nos demais paises — 30% em paises desenvolvidos e 45% nos demais paises em
desenvolvimento que participaram do estudo (14).

Contudo, ¢ digno de nota que os dados acumulados na literatura nacional sdo restritos a
estudos feitos no ambiente das unidades de tratamento intensivo. Embora se espere que as taxas
de incidéncia observadas sejam parecidas com aquelas relatadas em outros paises,
provavelmente oscilando entre 2 e 11 por cento das admissdes hospitalares, e com taxas de
letalidade similares as do restante do mundo (uma ampla variacdo, entre 20 e 80 por cento), a
situagdo exata fora do ambiente da terapia intensiva ¢ ainda em grande parte obscura.

Em aproximadamente 40% dos pacientes com sepse desenvolve-se choque, o que tende a
agravar o prognoéstico (25). Em um estudo conduzido por Bone e colaboradores (2) em 1996,
observou-se mortalidade de 13% na sindrome séptica sem choque, ao passo que quando o
choque estava presente no inicio da sepse, a mortalidade passava para 28%. Quando o choque
se desenvolvia apds a sindrome séptica, a letalidade atingia uma taxa de 43%.

Apesar do surgimento de novidades em termos de antibioticoterapia e tecnologia de
suporte intensivo a vida, ventilagdo artificial e métodos de depuracdo extra-renal, pouco tem
sido efetivamente conseguido no sentido de mudar essa realidade. Algumas terapias tidas como
promissoras revelaram-se verdadeiras decep¢des quando aplicadas in vivo; um dos exemplos
mais evidentes foram os ensaios clinicos com terapias dirigidas contra os mediadores
inflamatorios da sepse (26) — apesar de, atualmente, com os conhecimentos adquiridos, como o
conceito da imunoparalisia (CARS), termos melhores condigdoes de entender os motivos do

fracasso. — Dessa forma, a despeito dos conhecimentos fisiopatologicos adquiridos e da
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inclusdo de mais de 12.000 pacientes em dezenas de estudos, ao custo de bilhdes de dolares, até
recentemente o senso geral era que nenhuma das intervencdes realizadas havia sido capaz de
promover melhoras na sobrevida da sepse a patamares julgados aceitdveis, nem na reducio das
taxas de desenvolvimento de seqiielas mais graves como o choque séptico (26-30). Entretanto,
ao longo desta década, cinco importantes ensaios clinicos randomizados, controlados, duplo-
cegos — apesar de possuirem graus de evidéncia entre B e D — descreveram intervengdes que,
individualmente, produziram significativos impactos nas taxas de letalidade da sepse, trazendo-
nos novas esperancas (31-35).

Assim, vive-se hoje uma era de grandes expectativas de que, em face das relevantes
descobertas recentes, consigamos alcangar melhoras significativas nas inaceitaveis, elevadas
taxas de letalidade da sepse. Em consonancia com tal euforia, em outubro de 2002, a
“Declaragdo de Barcelona” langou a campanha mundial Surviving Sepsis Campaign, iniciativa
global que visa a implementagdo mundial de esfor¢os no sentido de reduzir-se a taxa de
letalidade da sepse em 25% até o final da presente década (36). Sustentada na educagdo médica
permanente, conscientizacdo da comunidade médica acerca da necessidade do reconhecimento
imediato e pronto tratamento da sepse, e na aplicacdo de intervengdes terapéuticas (os pacotes
de 6 horas e de 24 horas) consideradas, atualmente, como potencialmente capazes de reduzir o
risco de desfecho letal (as 5 intervengdes terapéuticas que tém sido consideradas benéficas em
termos de sobrevida, numa analise baseada em evidéncias — (a) a ressuscitacdo volémica
segundo o protocolo Early Goal Directed Therapy (31), (b) esterdides em baixas doses no
choque séptico (34), (c) Proteina C ativada recombinante humana na sepse severa (32), (d)
insulinizagao intensiva (33) e (e) ventilagdo protetora na injuria pulmonar aguda/SARA (35), a
Surviving Sepsis Campaign (36) constitui-se por si sO6 numa prova da enorme confianga que
ganhamos e mais um atestado do génio humano e sua busca de mudangas, quando a realidade

se lhe apresenta desfavoravel.

1.3 — Estagios Evolutivos da Sepse

Mesmo com a descoberta de muitos dos mediadores envolvidos na sepse, ainda ndo ¢é
possivel explicar o porqué da variagdo na evolugdo clinica de pacientes submetidos a um
mesmo insulto (infeccioso ou ndo), nem o motivo pelo qual lesdes consideradas relativamente
leves em um momento inicial da doenga desencadeiam graves complicacdes que conduzem o

paciente ao 6bito. Ainda ¢ preciso entender o(s) porqué(s) de sistemas de defesa tdo eficientes
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desorganizarem-se a ponto de determinar uma espiral progressiva de deterioragdo clinica
refrataria as intervengoes terapéuticas.

Com base na ampliacdo de conhecimentos sobre mediadores envolvidos na sepse, foram
propostos cinco estagios de desenvolvimento na evolugdo dos insultos inflamatérios. O
primeiro estagio corresponde a reacdo local no sitio de lesdo ou infec¢do, que ocorre no
micro-ambiente tecidual. A agressao desencadeia uma resposta inflamatoria classica, mas
localizada (restrita ao local), onde citocinas, como TNF-a, IL-1f e IL-6, sdo liberadas com o
objetivo de combater a agressdo. Segue-se uma resposta antiinflamatoria compensatoria, que
modula e limita os efeitos destrutivos do processo inflamatério. Em fase mais tardia,
mediadores anti-inflamatérios como IL-4, IL-10, IL-11, IL-13, receptores soluveis de TNF-a,
antagonista do receptor de IL-1 e outros, ao interferirem com a funcdo das células
inflamatorias, incluindo a expressdo de moléculas HLA-DR na superficie de mondcitos,
modulam a produ¢do de citocinas pro-inflamatérias (37). Apesar de localmente existirem
niveis significativos de citocinas, a reacao tende a permanecer compartimentalizada (38,39),
conforme se observa em pacientes com pneumonia lobar, onde os niveis de citocinas
presentes no lavado broncoalveolar sdo mais elevados no lado envolvido (40).

Quando o insulto primario é mais intenso, mediadores pro-inflamatorios e,
posteriormente, anti-inflamatorios “transbordam” para a circulagao sistémica, dando origem a
uma resposta sistémica. A presenga de mediadores pro-inflamatorios circulantes deve ser vista
como parte da resposta normal a infeccdo, sinalizando que o micro-ambiente ndo pdde controlar
o insulto inicial e de que mais ajuda é necessaria. Os mediadores pro-inflamatorios auxiliam no
recrutamento local de neutrofilos, linfocitos, plaquetas e fatores de coagulacao (41). O sistema
imune inato encontra-se super ativado, e suas células apresentadoras de antigeno
(macrofagos/mondcitos e células dendriticas), através da apresentagdo de antigenos bacterianos
ligados as moléculas MHC classe II, amplificam a resposta imune e a modulam no sentido da
ativacdo de respostas adaptativas (42,43). Eventualmente, também estimulam uma resposta
antiinflamatoria sistémica compensatoria.

Em alguns pacientes, a regulagdo da resposta inflamatdria ¢ perdida, dando origem a
uma inflamacdo sist€émica macica, associada aos sinais cldssicos de sepse. Ocorre disfungao
endotelial progressiva, com aumento da permeabilidade micro-vascular e transudagdo para os
orgaos (40,44). Trombos plaquetirios bloqueiam a micro-circulagdo (45), causando ma
distribuicao do fluxo sanguineo e possivelmente isquemia (e injuria citopatica), que pode causar
lesdo de reperfusdo (46). O sistema de coagula¢do ¢ ativado e a via da proteina C torna-se

disfuncional (47). Por desequilibrio entre mecanismos vasodilatadores e vasoconstritores,
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ocorre vasodilatagdo intensa, que exacerba a transudacao e a ma distribuicdo do fluxo sanguineo
(48,49). Isso resulta em choque, comprometimento do fluxo sanguineo para orgaos vitais e
disfuncdo organica.

Nessa sequéncia de eventos, alguns pacientes com inflamac¢do intensa morrem
rapidamente com choque refratario e faléncia organica, configurando o que se convencionou
chamar de “modelo de um golpe” (“one hit”). Muitos estudos tém mostrado que em pacientes
com sepse ¢ FOM, niveis persistentemente elevados de mediadores pro-inflamatdrios estdo
associados com mortalidade aumentada (50-53). Em tais pacientes, a insuficiéncia organica
ocorre por inflamagao persistente, advindo morte caso a inflamacao ndo possa ser sub-regulada.

Caso o paciente sobreviva a agressao inicial, mecanismos anti-inflamatorios entram em
acdo para controlar a inflamacdo. Em alguns pacientes, entretanto, a reacdo compensatdria pode
ser tdo exacerbada quanto a resposta pro-inflamatoria e determinar imunossupressio
excessiva, um estado de imunodeficiéncia adquirida. E possivel, mas ndo existe comprovagcio,
que pacientes com resposta inflamatoria inicial mais exuberante, estejam sujeitos a maior risco
de imunodeficiéncia. A imunossupressao da sepse foi chamada de imunoparalisia por Randow
e cols (4), janela de imunodeficiéncia por Mills e cols (54) e de sindrome da resposta anti-
inflamatéria compensatoria (CARS) por Bone (2). Esta visdo tornou-se o novo paradigma da
sepse, caracterizando a mudanca do modelo de hiperinflamacgao descontrolada para inflamagao
seguida de imunoparalisia.

As causas para este estado de imunossupressao ainda ndo foram elucidadas, mas ela se
manifesta de multiplas formas. Pacientes com sepse, geralmente apresentam monocitose, mas as
células circulantes mostram-se disfuncionais (55). Observa-se diminui¢do persistente na
expressao de antigenos HLA-DR e HLA-DQ (56), assim como capacidade diminuida para
liberar espécies reativas de oxigénio e citocinas pro-inflamatorias (37,55,57). As moléculas
HLA-DR tém papel central na reposta especifica a infec¢do, sendo essenciais para a
apresentacdo do antigeno e a ativacao de linfocitos T helper. Essas moléculas sao expressas na
superficie de células apresentadoras de antigeno, como macréfagos, células dendriticas e células
B. A expressao reduzida de HLA-DR em mondcitos relaciona-se com complicagdes infecciosas
e desenvolvimento de sepse (58). A perda da expressao do antigeno MHC classe II indica que o
monocito provavelmente apresenta deficiéncia na sua capacidade de estimular a resposta imune.
De fato, uma baixa expressio de HLA-DR em mondcitos correlaciona-se com liberacao
reduzida de citocinas pré-inflamatorias, como TNFa e IL-1, assim como redugdo na geragdo de

radicais de oxigénio ap6s estimulagdo “in vitro” com LPS (59,60).



21

As evidéncias de expressdo diminuida de HLA-DR e comprometimento da capacidade
funcional de monocitos de sangue periférico foram interpretadas por Bone e Volk como uma
resposta antiinflamatoria compensatoria secundaria (CARS), produzida em reacdo a uma
sindrome de resposta inflamatoria sistémica prévia (59,61). Pacientes com expressao de HLA-
DR em mondcitos inferior a 30% das células por mais de 3 ou 4 dias apresentavam mortalidade
superior a 85% (59,62,63). Entretanto, a existéncia de um estado de imunodeficiéncia ndo se
restringe a supressao da expressdo do antigeno monocitario MHC classe II; niveis circulantes de
IL-10 e TGF-B inibem a proliferagdo antigeno-especifica dos linfocitos T (64-67) e podem
contribuir para a ocorréncia de anergia e apoptose nesta populacao (68-70).

A morte celular por apoptose (morte celular programada) pode ser responsavel pela
anergia vista nos estados de sepse. Células em apoptose induzem anergia ou liberagdo de
citocinas antiinflamatorias, ao contrario das células necroticas, que causam estimulagdo imune e
aumentam as defesas antimicrobianas. Isto foi demonstrado em estudos de autopsia com
fragmentos de bago; nos pacientes com sepse, encontraram-se foliculos linféides menores € em
quantidades reduzidas quando comparados com os pacientes com trauma isolado, sem sepse
(71-73).

Em verdade, em estudos de necrdpsia na sepse, foi observada perda apoptética profunda
de cé¢lulas do sistema imune adaptativo (70,74,75). Embora ndo tenha ocorrido perda de células
T CD8+, linfocitos NK ou macrofagos, observou-se uma diminuicdo significativa dos niveis de
células B, linfocitos T CD4+ e células dendriticas foliculares. A perda de linfocitos e células
dendriticas ocorreu durante infecgdes graves, quando se esperaria haver expansdo clonal de
linfocitos. Essas informagdes sdo importantes porque tem sido a base para a proposicao de
novas modalidades de abordagem clinica, de forma semelhante aos modelos animais que
demonstraram que a prevencdo da deplecao de linfocitos melhora a probabilidade de sobrevida
na sepse (76,77).

A experiéncia clinica revela que alguns pacientes saem desse perfil de imunossupressao,
embora ndo esteja ainda esclarecido como a imunossupressdo se resolve. Sabe-se que IL-10
eventualmente suprime sua propria secrecao, o que contribui para auto-limitar a resposta contra-
inflamatoria (78). Ainda, pelo menos em tese, uma imunossupressao persistente, por outro lado,
também pode ser capaz de provocar uma reagao pro-inflamatoria compensatoria.

O estagio de dissonincia imunoldgica representa a fase final, geralmente irreversivel, da
FOM. Nessa situacdo, forcas pro e anti-inflamatdrias reforgam-se umas as outras, criando uma
situacdo inadequada, deletéria e progressiva, que foge ao controle homeostatico e conduz ao

acimulo de faléncias organicas. O grande desarranjo da resposta imunoldgica resultaria de
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picos simultdneos de mediadores promotores ¢ inibidores da inflamagao. Esta situacdo ocorre,
por exemplo, na doenga meningococica letal, onde os niveis de IL-10 no soro e liquor elevam-
se e correlacionam-se positivamente com as concentracdes elevadas de TNFa, IL-6 e IL-8 (79).
Isto equivaleria a presenga simultinea de SIRS e CARS no mesmo paciente, situacio
denominada sindrome da resposta inflamatéria mista antagdnica (MARS) (3,61).

Recentemente, foi efetivamente demonstrado que o periodo de imunossupressao, avaliado
pela expressao monocitica de HLA-DR, pode coincidir com a resposta inflamatodria inicial de
pacientes com sepse grave (80), evidenciando novamente a dificuldade de se acomodar as
varias observagdes clinicas, envolvendo os fendmenos inflamatérios da sepse, dentro de um
unico modelo.

Em alguns pacientes parece haver oscilacdo entre periodos de imunossupressao e
inflamag@o, como por exemplo, naqueles que desenvolvem uma infec¢do secundaria apos um
curto periodo de imunossupressdo. Nesses casos, desenvolve-se uma segunda resposta pro-
inflamatoéria, que ird provocar outra reagao antiinflamatéria, e assim por diante, num circulo de
retroalimentagdo que, em geral, conduzira o paciente ao 6Obito. Isto ¢ evidenciado por estudos
que demonstram que os niveis de citocinas flutuam largamente por muitas semanas ap6s lesdes

inicialmente devidas a queimaduras (81-83).

1.4 — Imunossenescéncia — Um Fenomeno Pouco Conhecido

A 1munossenescéncia tem sido classicamente vista como um declinio funcional,
progressivo e irreversivel, associado ao envelhecimento, da orquestra imunolédgica envolvida na
defesa contra a invasdo de patogenos e/ou células tumorais. Entretanto, estudos recentes tém
levado a uma revisao deste conceito. Considerada mais do que uma simples diminui¢ao da
atividade ou exaustdo do sistema imune, a imunossenescéncia ¢ uma disfungdo organica
possivelmente tratavel, e até potencialmente reversivel (84,85).

Em termos da imunidade inata, as alteragdes mais comumente encontradas incluem a
diminui¢ao no numero das células dendriticas, bem como na sua fun¢do como apresentadora de
antigenos (86,87). Macrofagos ativados de doadores idosos apresentam baixa toxicidade contra
células tumorais, com diminui¢ao na producgdo de IL-1 e 6xido nitrico (88), que sdo essenciais
para a inibi¢do do crescimento e destruicdo de células neoplésicas — esses dados podem estar
diretamente envolvidos na maior suscetibilidade dos pacientes idosos as infec¢des e as
neoplasias malignas. — Entretanto, quanto a expressdo de moléculas HLA-DR e de ICAM

(molécula de adesdo intercelular) em células dendriticas, um artigo publicado por Yuan et al,
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em 1994, ndo encontrou alteragdes em relacdo a individuos jovens (89). De forma alternativa, a
regulacdo da expressao de moléculas HLA-DR em mondcitos, ao longo do processo de
envelhecimento humano, ainda ndo ¢ perfeitamente entendida, havendo evidéncias sugestivas
de redugdes nas quantidades absolutas de antigeno por célula e das porcentagens de células que
as expressam (90,91), ao mesmo tempo em que ha ponderacdes quanto a inexisténcia de
alteragdes (92).

O sistema complemento também parece ser afetado pelo envelhecimento normal do
sistema imune. Diferentemente de pacientes jovens, os idosos ndo apresentam elevagdes
significativas dos niveis séricos das proteinas do complemento ao serem expostos a
bacteremias. Como a razao exata (diminuicdo de producdo versus aumento do consumo) e a
significancia especifica dessa alteracdo ainda ndo estdo bem compreendidas (93), esse ponto
constitui-se num alvo possivel de futuras pesquisas.

Em termos da imunidade especifica, ou adaptativa, ha alteracdes descritas nas linhagens
e fungdes dos linfocitos B e T. Estdo descritas alteragdes na atividade (diminuigao) citotoxica
mediada por linfécitos T, na producdo (diminuicdo) de anticorpos de elevada afinidade
antigénica — permitindo que células proprias (ou self) possam ser reconhecidas como antigenos
estranhos, desencadeando a apoptose — e nas respostas (diminui¢do) linfociticas do tipo Thl
(atividade pro-inflamatoria,via sintese de TNF, IL-2 e interferon,), alterando a atividade dos
macrofagos e a produgao de IgG pelos linfocitos B (94-96). Existe mesmo uma alteragdo mais
difusa de certas populacdes de linfocitos T — elevadas concentragdes de IL-6 e IL-10 no sangue
de pacientes idosos (97,98) indicam um predominio da atividade do tipo Th2 (antiinflamatoria),
que ¢ envolvida na ativacdo de mastdcitos, eosinodfilos e linfocitos B, além da inibicdo da
atividade dos macréfagos. Em verdade, o compartimento dos linfocitos T parece ser o mais
afetado pela imunossenescéncia, seja na distribui¢do proporcional de subtipos celulares e em
suas fungdes especificas, seja na correlata expressao de marcadores de superficie (99,100).

Dado o papel central dos linfocitos T auxiliares na regéncia da resposta imune e a
dependéncia das células apresentadoras de antigeno do sistema imune inato para sua ativacao, ¢
plausivel que parte significativa da disfun¢do observada na populacdo de linfocitos T durante a
imunossenescéncia esteja relacionada a transtornos na expressdo de moléculas de superficie
responsaveis pela apresentacdo de antigeno nas cé€lulas do sistema imune inato, como 0s
mondcitos/macrofagos (84,99,101).

A imunidade humoral encontra-se também afetada, como anteriormente exposto, havendo
redu¢do do numero de linfocitos B circulantes (102) e queda na producdo de anticorpos

especificos (103) — com diminuigdo na defesa contra patdgenos infecciosos € menores taxas de
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sucesso as vacinagdes —, gerando uma maior concentracdo de anticorpos capazes de reagir
cruzadamente com antigenos proprios do paciente — e conseqiiente auto-imunidade (104).

Quanto a imunidade nas superficies mucosas, cumpre informar que o processo de
imunossenescéncia se caracteriza pela menor capacidade migratdria das células produtoras de
IgA mucosa — e conseqiiente diminui¢do na producdo local dessa imunoglobulina —, o que
certamente contribui para a redugdo da eficiéncia dos mecanismos de barreira natural as
infec¢des nas superficies mucosas (105,106).

Em conjunto, as alteragdes encontradas no sistema imune de individuos idosos deram
origem, no final da década passada, a hipotese de inflamm-aging (neologismo anglicano
derivado da superposi¢ao entre inflamacao e envelhecimento), segundo a qual um aumento
progressivo no estado pro-inflamatorio disparado principalmente por células do sistema
monocito-macrofagocitdrio caracteriza o processo de envelhecimento (107). Recentemente, em
razao de uma melhor compreensdo do tema, apoiada na observacao de que pacientes em idades
extremas (centendrios, por exemplo) apresentam evidéncias de atividade antiinflamatéria, uma
versdo revisada da teoria (“anti-inflamm-aging remodelling inflamm-aging”’) sustenta que uma
contraposicdo entre inflamm-aging € mecanismos antiinflamatdrios representa a pedra angular
para um envelhecimento com éxito (108). Logo, ¢ esperado que individuos idosos relativamente
saudaveis apresentem evidéncias de atividade antiinflamatéria, como reducdes na expressao

monocitaria de HLA-DR e outros marcadores imunologicos de superficie.

L5 — Detec¢io da Atividade Inflamatoéria

A resposta sistémica aos estimulos inflamatorios, ao processar-se de forma particular em
cada individuo, impossibilita a previsdo de um curso clinico uniforme para todos os pacientes
acometidos. O que se tenta, ainda hoje, entender ¢ o motivo pelo qual um mesmo estimulo
desencadeia respostas tdo antagonicas (inflamagdo ou antiinflamacdo) e a razdo para a
incapacidade das defesas organicas em superar a agressdo. Quais seriam 0s mecanismos que
favoreceriam uma melhor evolugdo clinica, sem a progressao para o 6bito? Seria a gravidade do
estimulo ou sua persisténcia? Estaria o padrao de resposta determinado geneticamente? Isto se
torna extremamente importante, diante da alta mortalidade ainda encontrada nos estados de
sepse. Como ¢ possivel atuar na sepse de maneira a modificar a evolugdo desse processo?

Parametros clinicos e bioldgicos para diagndstico e acompanhamento das infecgdes sao
numerosos. Temperatura corporal e leucometria (109), quantificagdo de polimorfonucleares e

mononucleares, nivel sérico de proteina C reativa (PCR) (80,109-111), procalcitonina (PCT)
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(80,111,112) e determinagdo sérica de citocinas (111), dentre outros, estdo associados em graus
variaveis com infec¢ao e inflamagdo, mas nenhum deles permite uma defini¢do precisa do
estado de competéncia imunoldgica do paciente. Parece que a relacdo IL-10/TNFa (que pode
distinguir SIRS de CARS) ¢ um melhor preditor da evolugdo final de pacientes com sepse do
que a mensuragio de citocinas individuais/individualmente (113). E cada vez mais evidente que
precisamos definitivamente langar mao de biomarcadores que melhor e mais precisamente
identifiquem e demonstrem, a beira do leito, o estado de competéncia imunoldgica de cada
paciente (100,114).

Este procedimento depende do desenvolvimento e validacdo de medidas para a
monitoragdo dos processos inflamatorios e das respostas individuais, como forma de melhor
compreender o padrao de evolucdo inflamatoria na sepse, possibilitando atuagdo mais especifica
em cada paciente para diagnosticar-lhe o padrdo dominante de resposta inflamatoria e, se

necessario, conduzi-lo a uma situa¢ao de equilibrio e retorno a homeostase.

1.6 — Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo ¢ uma tecnologia que permite uma variedade de aferigdes em
células, organelas celulares e outros elementos em suspensao, fluindo com velocidades elevadas
através de uma camara de fluxo (115). A suspensdo ¢ introduzida sob pressdo e conduzida no
sistema com uma velocidade de 10 m/s, o que, nos aparelhos mais modernos, permite a analise
de 20.000 a 30.000 células por segundo.

Cada célula ao atravessar individualmente um feixe de laser, causa dispersdo, absor¢ao
ou emissdo de luz fluorescente. Lentes Oticas posicionadas em angulos diversos coletam fragdes
da luz e as transmitem até fotomultiplicadores, que medem sua intensidade e transformam os
sinais dticos em pulsos elétricos, o que forma a base de todas as medidas na citometria de fluxo.
O angulo de dispersao da luz ¢ utilizado para discriminar as populagdes celulares: a dispersao
frontal (FSC — forward scatter) analisa o tamanho das células e a lateral (SSC — side scatter)
avalia a rugosidade e a complexidade das células (ver Figura 1). Anticorpos monoclonais e
outros marcadores celulares, conjugados a substancias fluorescentes, permitem estudar as

células de interesse e caracterizar subpopulagdes celulares (116).
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Figura 1. Grafico FSC x SSC obtido a Citometria de Fuxo. Através da analise da dispersao
frontal (FSC — forward scatter) da luz, ¢ possivel classificar o tamanho dos elementos celulares
em transito pelo citdmetro. Pela andlise da dispersdo lateral (SSC — side scatter) da luz, ¢
possivel identificar os agrupamentos das células com caracteristicas similares em termos de
rugosidade e complexidade celular. Dessa forma, dois aglomerados de elementos celulares com
caracteristicas similares em termos de volume e rugosidade — regides 1 (R1) e 2 (R2) — sao
identificados, correspondendo aos neutrofilos e mondcitos em transito pelo citometro.

A citometria de fluxo vem sendo utilizada na imunofenotipagem de doengas de base
imunoldgica, na analise funcional de células (medidas de fagocitose e metabolismo oxidativo),
na analise do contetido de DNA, citogenética e identificacdo de células tumorais, dentre outros

fins.
L.7 — Fenétipo e Func¢io das Subpopulagoes de Leucocitos

Componentes elementares do sistema imune inato, neutrofilos € mondcitos-macrofagos
ndo apresentam niveis estdveis de atividade funcional. Em resposta a varios estimulos,
atividades funcionais como secrecdo de citocinas, expressao de moléculas de superficie,
liberagdo de espécies reativas de oxigénio ou fagocitose, podem se apresentar deprimidas ou
estimuladas. Diz-se que essas células encontram-se “ativadas” quando atingem um patamar
funcional superior, seja na expressao de antigenos de superficie associados a ativacdo funcional,
seja no que diz respeito a capacidade de destruicdo de alvos microbianos (117).

O desenvolvimento de novas metodologias para a avaliagdo das subpopulagdes celulares

quanto as suas fungdes e fendtipos tem contribuido de forma expressiva para o entendimento e
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acompanhamento dos processos infecciosos, fornecendo uma visdo mais global dos mesmos.
Dentre os avangos metodologicos adaptados a técnica de citometria de fluxo, destacam-se sua
utilizagdo na determinacdo do fenotipo de mondcitos de sangue periférico e na andlise da
fagocitose e produgdo de radicais livres de oxigénio por macrofagos e neutrofilos de sangue
periférico (118-122). Com estas técnicas € possivel determinar quantitativamente o nimero de
moléculas presentes na superficie celular. Por exemplo, a determinagdo quantitativa de
antigenos HLA-DR em monocitos, uma metodologia ainda ndo aplicada de forma rotineira ao
estudo da sepse, tem o potencial de traduzir sua capacidade de atuar como células
apresentadoras de antigeno.

Na avaliagdo da resposta inflamatoria, também ¢ possivel utilizar a citometria de fluxo
para avaliar a expressdo do antigeno CD64 (receptor FC gama do tipo I -FCyRI — marcador de
ativacdo de fagodcitos) (123,124). Este ¢ um dos receptores Fc para imunoglobulina,
expressando-se em monocitos, macrofagos e, em niveis mais baixos, em polimorfonucleares e
células dendriticas — neutrofilos e monocitos expressam trés receptores distintos, FcyRI, FcyRII
e FcyRIIIL, para a por¢do Fc da molécula de IgG. — A expressdo quantitativa de CD64 em
monocitos ¢ neutrofilos tem sido estudada como um indicador de infecgdao e SIRS, havendo
evidéncias de que pode discriminar entre sepse € SIRS nao-séptica (125-128).

Em prévio trabalho na FCM/UERIJ, Carvalho utilizou metodologia similar a nossa e
observou que as manifestagdes de imunoparalisia sdo mais precoces na sepse do que
anteriormente pensado. Dentre outros achados, ele demonstrou que os neutréfilos de pacientes
na fase inflamatoria da sepse mostravam comprometimento em sua capacidade de produzir
espécies reativas de oxigénio apos estimulo e que tais pacientes apresentavam diminui¢ao
importante no niimero de moléculas HLA-DR expressas na superficie de mondcitos (5). A
partir de tais achados, restou a diivida se a ocorréncia da imunoparalisia precoce em tal amostra
deveu-se ao fato de terem sido incluidos pacientes idosos e/ou muito graves, que, conforme
postulado por Hotchkiss (1), manifestariam mais precocemente a atividade imunoparalizante,
ou se o modelo classico da atividade imunoldgica na sepse estd errado e, desde o inicio,
coexistem os dois fenomenos. Alternativamente, poderiam tais alteragcdes ser tdo somente

devidas a imunossenescéncia?

II. OBJETIVOS

Em funcdo da maior prevaléncia de pacientes idosos nas UTIs e da relativa escassez de

exatidao no conhecimento em torno do fenomeno da imunossenescéncia, € considerando estar
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bem caracterizado, na literatura especifica, que a diminui¢do da expressao de moléculas HLA-
DR na superficie de monocitos circulantes na corrente sangiiinea de pacientes sépticos se
constitui num bom marcador de CARS, tornou-se imperioso estudar o padrdao normal de
expressao molecular de tais antigenos em idosos nao-sépticos. Dessa forma, foram os seguintes
os objetivos do presente estudo:
* Detectar o padrao de expressao de moléculas HLA DR e CD64 em mondcitos do
sangue periférico (protocolo apresentado no Anexo E);
» Estabelecer correlacdes entre o fenomeno do envelhecimento e a intensidade da
expressao molecular de tais antigenos;
e Detectar parametros que permitam distinguir entre imunossenescéncia €
imunoparalisia;
e Identificar o perfil habitual dos pacientes sépticos atendidos localmente, no
HUPE, que comporiam o grupo controle final, a cujos resultados imunologicos
seriam contrastados os achados verificados em idosos nao-sépticos e controles

saudaveis de meia-idade.
Tais objetivos foram perseguidos em duas etapas distintas, que resultaram em dois

significativos artigos, cujos textos originais foram submetidos a revistas internacionais de

elevado impacto e sdo apresentados a seguir.

m. ARTIGO 1
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Introduction. Sepsis is as a major contemporary health problem. Selected interventions,
particularly when implemented early along the sepsis process can reduce sepsis-associated
morbidity and mortality. There are concerns about the feasibility these measures in low and
middle-income countries particularly in public hospitals, which face resource and
organizational constraints that limit intensive care bed availability for the critically ill. The
purpose of this study was to prospectively analyze the occurrence of sepsis, including
descriptive epidemiology, clinical course, associated comorbidities, microbiological findings,
and outcome in a tertiary urban teaching hospital from a middle-income developing country.

We also sought to ascertain whether sepsis could be identified in a timely fashion.
Design: Observational cohort study.
Setting: University hospital in Rio de Janeiro, Brazil.

Patients: Adult patients admitted to the hospital between August 18 and September 16, 2008,
excluding admissions of psychiatric cases and for short procedures. A surveillance group was

trained to record all cases with sepsis based on the 2001 consensus criteria.
Interventions: None.

Results. Out of the 797 patients that composed the hospital cohort sepsis was diagnosed in 47
patients, yielding an occurrence rate of 5.9 per 100 patients, and an incidence density of 6.4 per
1000 patient-days. Associated major comorbidity was found in 81% of the cases and 34% of the
patients were managed in the wards. Sepsis was detected late (72% evolving for more than 12
hours) and in advanced stages as indicated by severity and organ failure scores. The proportion
of sepsis, severe sepsis and septic shock was 10.9, 34.8, and 54.3%, respectively. Gram-
negative bacteria predominated (57%) and pneumonia was the most common primary infection.

The survival rate was 52% and median hospital length of stay 15.6 days.

Conclusions. We found a high incidence of sepsis and a high burden of comorbid disorders.
Technology for the care of critically ill patients was available but subjected to cost and
organizational constraints. Several barriers to optimal sepsis management were indentified
including difficulty in rapidly identifying patients, lack of assessment of tissue perfusion,
advanced sepsis at the moment of the diagnosis, scarcity of ICU beds and a high prevalence of
nosocomial pathogens. We believe that our results provide relevant information to general

hospitals from low and middle-income countries.
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Introduction

Information derived from multiple datasets clearly established sepsis as a major contemporary
health problem . Still, despite many recent advances, therapeutic success remains relatively
limited , particularly in the setting of severe sepsis and ensuing major organ failure . As a matter
of fact, once severe sepsis sets in, along comes its associated burden of cost, suffering,
disability, and mortality . There is mounting evidence however that selected interventions, such
as quantitative resuscitation strategies and initiation of appropriate antibiotics , can reduce
sepsis-associated morbidity and mortality, mainly when implemented at an early stage of the

sepsis process.

The surviving sepsis campaign (SSC) is a collaborative effort of experts that seeks to improve
the mortality of sepsis through the development and wide dissemination of guidelines aimed at
increased awareness, timely diagnosis, and optimal evidence-based management . Not
surprisingly, virtually all of the studies that substantiated the SCC recommendations were
conducted in the developed world and were derived from patients assisted in emergency and/or
intensive care units. As already pointed out, the generalizability of these findings may not be

applicable to patients from less developed countries .

A further complicating issue is that in many developing countries healthcare is delivered by
mixed public and private systems , with a potential for discrepancies in the level, quality, and
cost of the service provided . In this particular sense, at least in Brazil, most academic hospitals
are affiliated to the public sector and face limitations in intensive care staffing and availability
of resources . In addition, available ICUs in middle-income countries (MICs) are often
undersized and have a low patient turnover . The consequent shortage of ICU beds results in
acute patients being cared for in general hospital wards, even when hemodynamically unstable

or in respiratory failure .

The purpose of this study was to prospectively analyze the occurrence of sepsis, including
descriptive epidemiology, clinical course, associated comorbidities, microbiological findings,
and outcome in a tertiary urban academic hospital from a middle-income developing country
(MIC). We also sought to ascertain whether detection and treatment of sepsis would take place
predominantly in the ICU or in the hospital wards and whether it could be identified in a timely

fashion as regarding the SSC recommendations for early intervention.
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Materials & Methods

The Setting

Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE), a 560-bed urban complex in the city of Rio de
Janeiro, is the teaching hospital of the Faculty of Medical Sciences from Rio de Janeiro State
University that admits on average 13,000 patients per year. HUPE does not have an open
emergency department but has 38 adult intensive or intermediate care beds with dedicated staff.
Virtually all patients are admitted from two multispecialty outpatient clinics (240,000 outpatient
visits/year) or from outside referral. Case mix leans toward high complexity, as day cases are
not admitted (i.e. are managed in the outpatient clinic) and the majority of basic and medium
complexity situations are managed in peripheral hospitals. For patients in the wards, the
hospital maintains a centralized on-call call acute care team, composed of clinicians, surgeons,
pediatricians, residents, interns and undergraduate medical students, for each day of the week,
providing 24-hour coverage. Hospital staff is expected to refer all patients with serious or

potentially serious illness to the on-call team of the day.

Study Design and Patients

The institutional review board approved the study and written informed consent was obtained
from the patient or proxy. The study design was prospective, observational, and non-
interventional. All patients admitted with a diagnosis of sepsis or that developed it along the
study period were included. Patients were excluded if they younger than 18 years or were
admitted to the psychiatry wing or other units performing low complexity procedures with a

minimal risk for developing sepsis (e.g. ophthalmology).

The 30-day enrollment period began on August 18 and continued until September 16, 2008. In
the southern hemisphere this particular timeframe is past the height of the seasonal variation
related to influenza-associated respiratory infections. At the time of inclusion of each case in
the study, a report form with demographic and clinical data was completed. Clinical outcome
data collection continued until death or discharge from the hospital. Hospital records were

reviewed at 6 months to collect any pending laboratory or clinical data.

A surveillance group, composed of residents, interns and medical students volunteers from each
acute care on-call team, was trained to record all referred cases with suspected sepsis. The

diagnosis of sepsis followed the last international Sepsis Consensus Conference definitions .
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Sepsis was considered as detected early when it was diagnosed within 12 hours from its

estimated initiation.

Measurements and Outcome Variables

We recorded demographic and clinical data, comorbidities, hemodynamic, respiratory and
laboratory parameters, microbiological data, and selected medical interventions (need for
vasopressors and mechanical ventilation, and use of steroids and insulin). We recorded criteria
for the diagnosis of sepsis, severe sepsis and septic shock, calculated APACHE II and IV
scores and assessed organ dysfunction by computing SOFA and SAPS 11 scores . Unavailable
clinical and laboratory data was considered to be within the normal range. For missing variables
that do not change sharply (such as serum bilirubin and creatinine), we considered the value

measured on the closest day.

The attending team conducted the microbiology workup and established the primary site of
infection. Infections were classified as respiratory, urinary, abdominal, line/device-associated,
other (meningeal, skin, endocarditis, etc.) and uncertain. Establishment of an infection as

nosocomial was based on CDC criteria .

Statistical Analysis

Results are expressed as mean = SD for normally distributed variables. Numerical variables
with non-parametric distribution and ordinal variables are presented as median and interquartile
range. Categorical variables are presented as percentages. We used the Student t test for
independent samples with normal distribution and the non-parametric Mann-Whitney test for
continuous variables for which the assumption of normality was rejected and for ordinal
variables. For comparison of qualitative data, we applied the Chi-square ()2) or the Fisher Exact
test as appropriate. The Kaplan—Meier method was used to calculate survival and the logrank
test was employed to compare survival of patients in different groups. All tests were two-tailed.
The 95% confidence interval (95% CI) was calculated for the incidence rates. A p value < 0.05

was considered significant.

Twenty-eight demographic, clinical and laboratorial predictor variables were evaluated
regarding their influence on the dichotomous outcome of survival or death. These were: age,
gender, ethnicity, early detection of sepsis, ward or ICU case, severity (sepsis/severe
sepsis/septic shock), primary site of infection (respiratory, urinary tract, gastrointestinal tract,

line/device, and other), lung Injury (ALI/ARDS), urinary output, fever, immunodeficiency,
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mechanical ventilation, need for vasopressors, bacteremia, microbial isolation from suspected
source, serum creatinine, arterial pH, WBC count, absolute count of band forms on peripheral
blood smear, hemoglobin, and platelet count). To reduce the number of variables under
consideration, logistic regression was carried out in two steps: univariate selection with the
strict p value of < 0.05 followed by forward multivariate regression. Statistical analysis was

performed with the SPSS software.

Results

During the 30-day study period, out of 1365 patients, 797 patients fulfilled the inclusion criteria
and composed the hospital cohort. Sepsis was diagnosed in 47 patients, representing an
occurrence rate of 5.9 per 100 patients, and an incidence density of 6.4 per 1000 patient-days.
Twenty-one patients (45%) had sepsis on admission and the remaining 26 cases were diagnosed
at various times along the hospital stay. Mean hospital length of stay before the diagnosis of
sepsis was 9 days. Early sepsis (evolving for less than 12 hours) could only be detected in a

minority of cases (28%).

Table 1 summarizes the characteristics of the patients at enrollment. Median age of was 60
years. There was no gender predominance but self attributed white race preponderated. Most
patients (57.4%) were admitted for medical conditions. At least a single major comorbidity was
observed in 81% of the patients. The proportion of sepsis, severe sepsis and septic shock was
respectively 10.7%, 34.0% and 55.3%. Mean hospital length of stay was 9.2 days for the
hospital cohort and 15.6 days for patients with sepsis.

Although the majority of cases were in intensive or intermediate care units, one third of the
patients developed sepsis while in the wards. Of these 16 patients, only five could later be
admitted to a specialized care unit. Overall survival was 52%. There was no significant
difference in mortality between patients with sepsis who remained in the hospital floors versus

those transferred to acute care units and between patients with early versus late diagnosis.

The variables septic shock, respiratory infection, urinary output, need for vasopressors, arterial
pH, platelet count, and SAPS II score were selected in the univariate step. After multivariate
analysis, the variables independently associated with mortality were the presence of septic

shock, respiratory infection, and pH.
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As shown in table 2, the commonest primary site of infection was the respiratory tract (46.8%),
followed by the urinary tract (14.9%) and from abdominal/gastrointestinal sources (10.7%).
Less than half of the patients presented with fever and only 32 % were bacteremic. The
microbiological results are depicted in figure 1. Gram-negatives were identified in 57 % of the
isolates. These were mainly Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter sp., and three species of
Enterobacter. Among the Gram-positives, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis
and enterococci were the dominant microorganisms. Drug-resistant strains from the “ESKAPE”
group , chiefly Acinetobacter sp. and MRSA, were identified in 19% of all isolates and in 32%

of the isolates.

Discussion

One of the many misleading consequences of dichotomizing the world into developed and
developing countries is that the labels “developing” or low-income and middle-income
countries” (LMICs) implies a degree of homogeneity that obscures the wide continuum of
characteristics that includes poverty, availability of resources, industrialization, education, and
social development among these nations. At one extreme there are countries where the majority
of the population lives in absolute poverty. In contrast, other countries have passed through the
demographic transition but have such wide gaps in wealth distribution that can be conceived as
two countries that occupy the same territory; one that is sparsely populated, progressive and
rich and another that remains poor, crowded and stagnant . Predictably this heterogeneity
translates to health care and biomedical research . Sepsis studies in developing countries tend to
blur these discrepancies by inadvertently lumping together data from widely diverse countries

or from these distinctly different socio-economical realities within the same country .

Our study assessed the impact of sepsis in an urban resource-constrained Brazilian academic
public hospital that, almost exclusively, caters to low-income individuals. Secondly and
distinctly from other studies from this country, by including patients in the intensive and
intermediate care units and also those admitted to the wards, it attempted to draw a more
comprehensive profile. This was an essential prerequisite, as the deficit of acute care beds in the
public health system of middle-income countries (MICs) may force critically ill patients to
remain in the hospital wards, either all along their septic course or for a long waiting time

before an eventual transfer to the ICU .
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The occurrence rate of sepsis of 5.8 per 100 hospital admissions was twice as many as the
figures reported in the US and France . However, the case definition, population database, and
design between these studies and ours were markedly different. Furthermore, our results were
obtained in a single center over 30 days while those other studies collected a much more sizable
sample for at least a calendar year . Nevertheless, part of this discrepancy might be attributed to
the fact that the study was conducted at a tertiary public teaching hospital that tends to receive

patients with more severe illness, as discussed below.

As expected, the observed incidence density of 6.4 per 1,000 patient-days was much lower than
in the study BASES (57.9 per 1,000 patient-days), also conducted in Brazil but based
exclusively on ICU admissions . Nevertheless, despite minor differences probably explained by
statistical variation due to small sample size, the demographics of our cases are similar to
previously published data, particularly as regards to Brazilian public teaching hospitals .
Overall, the majority of septic patients were admitted for medical conditions (57.4%), which

again is in agreement with previous studies .

In line with increasing burden of chronic diseases in MICs that have undergone the
demographic transition , degenerative comorbid conditions associated with aging were observed
in 81% of the cases, with a predominance of diabetes, pharmacologically induced
immunosuppression, end stage renal failure, and malignancy. The percentage of patients with
significant comorbidity was higher than in other epidemiological studies about sepsis, both
from this country and from the US and France . It is also noteworthy that we dealt with a very
sick group. Although virtually one third of the cases were from the wards, severity of illness
and organ failure scores applied on the day of diagnosis were similar or higher than in patients
managed exclusively in ICUs, either in developed or developing countries . This suggests that
our patients had a higher burden of underlying comorbidity and were in a worse clinical state

than most of the general hospital or ICU patients included in previous studies.

We found a low incidence of sepsis as opposed to severe sepsis and septic shock. This feature
was also replicated in two Brazilian studies . However, we cannot rule out that mild cases
originating in the wards, particularly those without organ dysfunction were missed. Although a
surveillance team was set up, we relied on the attending physicians to submit a suspected case.
Hence, patients whose illness was not severe enough to warrant referral to the hospital
centralized on-call acute care team may have escaped detection. Conversely, it is possible that

in general ward patients, sepsis may follow an initial insidious course that results in it being
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detected at a later and more severe stage . This may be another piece of information that

explains the high severity of illness of the cases identified in this study.

One of the central tenets of the SSC is the implementation of specific time-dependent
intervention bundles . As such, any delay in the recognition of a suspected case may have an
impact on patient morbidity and mortality. That was the reason for setting up a team to
streamline the process of identification. Yet, perhaps due to the non-interventional design of the
study, the ability to achieve this goal was rather limited. Even accepting a more liberal
timeframe to characterize early detection, only 28% of cases were recognized within the first 12
hours of evolution. This may well reflect a low local awareness about the necessity for prompt
diagnosis and intervention. However, it may be comparatively easier to reach a conclusive
diagnosis of sepsis in the emergency department as compared to the hospital wards and even to
the ICU. Once the patient is already hospitalized, the insidious natural history of sepsis alluded
to above and a number of possible confounders, such as metabolic and electrolyte disturbances

or adverse drug reactions, can obscure the clinical picture and delay the diagnosis.

The relative proportions of the different sources of primary infection in our cohort were in
accordance to previously published reports. In particular, the respiratory tract was involved in
47% of the infections that progressed to overt sepsis. This is in agreement with studies from
both middle-income and developed countries . The role of respiratory infections as a forerunner
of sepsis could have been even more significant, were it not for two facts. Perhaps because the
study included ward admissions, there was a low incidence of ventilator-associated pneumonia
(VAP) (data not shown), which predominates in ICU patients . Additionally, although the study
was conducted slightly past the Brazilian flu season , the impact of seasonal flu in Brazil has
been lessened in recent years through the availability of free yearly immunization to all citizens

above the age of 60 years .

The yield of blood cultures was very low (32%) and in as much as 38% of the patients a
microbiological diagnosis was not reached. We believe that there is room for improvement in
this regard, but it is noteworthy that this closely matches the findings of numerous other
reports . Microbiological documentation of infection is not a requirement for the diagnosis
sepsis, but appropriate antibiotic therapy positively influences survival . This underscores the
necessity of knowing the profile of causative pathogens in one’s own institution. In our as well
in other recent series from MICs, Gram-negative bacteria predominated , whereas the

percentage split between Gram-negative and Gram-positive pathogens at present tends to be
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more or less even in developed countries .

The emergence of multidrug resistant pathogens is a significant concern, particularly in LMICs
where the access to newer and expensive antimicrobial drugs is limited . Not surprisingly,
germs from the recently defined “ESKAPE group” (Enterococcus sp, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter sp, Pseudomonas aeruginosa, and Enterobacter sp.) of
potentially drug-resistant nosocomial infections , represented 62% of all isolates. Multidrug-
resistance (MDR) strains were restricted to this ESKAPE group where they comprised 31% of
the isolates. The main concern in this regard were MRSA in 40% of S. aureus strains and,
particularly, MDR Acinetobacter sp. (80% of the strains), which was solely sensitive to

polymyxin B.

The 48% mortality rate in this study fell in the midrange of estimates from other MICs ,
including previous Brazilian reports . Similar survival has also been reported in recent
prospective studies from developed countries . In actual fact, there are significant
methodological differences among all these studies that preclude a direct comparison. Many
studies were retrospective, catered to a different case mix, were restricted to ICU patients, and
the contribution of important variables such as age and comorbidity also differed. Nevertheless,
some features of our cohort might have adversely impacted the results. The study was
conducted in a university-affiliated teaching hospital where mortality has been reported to be
higher . There was also a high percentage of vasopressor use and mechanical ventilation,
reflected in high severity and organ failure scores, and 81% of the patients had a major

comorbid condition.

For ward patients the timely opportunity to be transferred to an ICU bed may have a positive
impact on outcome. For instance, the development of septic shock in the hospital wards is
associated with delays in the implementation of resuscitative efforts and with faster clinical
deterioration . Counterintuitively, a few studies have shown a better prognosis for septic
patients managed outside the ICU . However, apparently this was the result of a clinical
decision to leave less severely affected in the wards rather than an obligatory course due to the
lack of available ICU beds. We anticipated that managing sepsis in the ward would represent an
adverse risk factor for mortality. This hypothesis was rejected. It may well be that in our
institution, the distinctive organization of a centralized acute care on-call team with the task of
following all severely ill patients at the bedside, contributed to mitigate some of the shortfalls of

managing septic patients in the wards.
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As variously reported in other studies, septic shock , lung infection and acidosis were
independently associated with mortality. This last finding deserves further discussion. Increased
blood lactate is associated with a worse prognosis in septic patients and is also a biomarker of
tissue hypoperfusion and end-organ injury . Tools for assessing tissue perfusion including blood
lactate levels were not available at our hospital but acidosis in patients with sepsis is also a
prognostic tool and a biomarker of inadequate peripheral perfusion . The association of acidosis
with mortality is a further indication that we detected patients at an advanced stage of the
disease. On the other hand, this is a sign that we may be able to improve the outcome of our
patients through the implementation of a more aggressive diagnostic and therapeutic approach

along the lines proposed by the SSC.

Besides the small size of the sample, our study has other limitations. First, it was a single center
study conducted over a short period of time at the later winter season in the southern
hemisphere. This of course brings the question about the generalizability of our findings.
Reassuringly the baseline demographic and clinical profile of our patients is very similar to
those of two large Brazilian epidemiological studies that also included patients from public
hospitals . Indeed, we expect that our findings pertain to sepsis care in other MICs that share
much the same constraints that we had to deal with . Secondly, seasonal changes are much less
pronounced in the Brazilian tropical belt as compared to developed countries in the northern
hemisphere. Nevertheless there is a “flu season” that peaks in the winter , and was waning at the
period of our study. Widespread free influenza vaccination of elderly citizens has decreased
morbidity and mortality caused by respiratory diseases in our country but we cannot entirely
rule out a seasonal influence on our findings. Thirdly, we strived to set up and train a
surveillance team, but we depended on the attending medical teams throughout the hospital to
entertain the diagnosis of sepsis in the first instance. A subtle detection bias is unavoidable as
different medical specialties may have a higher awareness of sepsis and implement swifter
diagnosis and action. Fourthly, the small size of the sample constrained the ability to test
multiple variables as regards to mortality. We chose to employ univariate analysis to curtail the
number of predictors entered in the multivariate calculation. We repeated the analysis with the
forced inclusion of selected variables of interest, such as early versus late diagnosis and ward
versus ICU case, but the results did not materially change (not shown). Lastly, there was no
access to sophisticated interventions such as continuous renal replacement therapy,
extracorporeal membrane oxygenation and activated protein C, to name a few. It is possible that

the availability of some of these technologies could have lessened the morbidity and mortality
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of our patients. However, simpler approaches including sepsis resuscitation and management
bundles were also not into practice. In fact, our study stands as evidence that we may be able to
lessen the burden of sepsis in the future, as there are clearly identified barriers to tackle that do

not depend on substantial monetary investment.

In conclusion, we found a high incidence of sepsis in a teaching hospital of a middle-income
country that is past the demographic transition. Accordingly we demonstrated its association
with chronic comorbid disorders. Relatively advanced technology for the care of critically ill
patients was available but subjected to cost and organizational constraints. We identified several
barriers to the implementation of optimal sepsis management. These included: difficulty in
rapidly identifying patients to optimize fluid status and early antibiotic initiation, unavailability
of arterial blood lactate levels or other means for assessing tissue perfusion, advanced stage of
sepsis at the time of the diagnosis, scarcity of ICU beds that mandates the treatment of seriously
ill patients in the hospital wards and a high prevalence of microorganisms from the nosocomial
ESKAPE group. Some of these problems are not expected to be solved in the short term, while
others are possibly responsive to simple organizational changes. For instance, the already
available particular set up of a daily 24-hour acute care on-call team with the participation of
residents, interns, and medical students, allows the adoption of several interventions contained
in the SSC bundles. This provides opportunities for both training and betterment of patient care.
We believe that the results from this study reinforce the importance of sepsis as a major disease
burden and provides relevant information to similar general teaching hospitals in low and

middle-income countries.
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Legends to figures

Figure 1. Types of microorganisms and sensitivity patterns of 79 isolates in patients with
sepsis.

Tables and figures

Table 1. Baseline characteristics of patients with newly developed sepsis (n = 47).

| Age (median [IQR]) | 60 [40.5-74.5] |




Male/female (%) 49.9/51.1
Ethnicity (% whites) 72.3
Type of admission (medical, surgical, obstetric) 57.4/38.3/4.3
Comorbidities (%)
Diabetes mellitus 27,7
Immunodeficiency 23,4
End stage renal failure 23,4
Malignancy 21,3
Congestive heart failure 14,9
Chronic limb ischemia 10,6
Chronic respiratory disease 4,3
Chronic hepatic failure 4,3
General Hospital Beds/Intensive or Intermediate Care Beds 34.0/66.0

(%)

Sepsis/Severe sepsis/Septic shock (%)

10.7/34.0/55.3

Vasopressor use (%)

53.2

Mechanical ventilation

70.2

APACHE 11 (median [IQR])

20 [14.25 — 23]

APACHE 1V (median [IQR])

55.5[39.5 — 78.25]

SOFA (median [IQR]) 7.5[5-10]
SAPS II (median [IQR]) 41 [32.25 — 48.75]
Survival (%) 52
Hospital length of stay (mean) 15.6
Table 2. Features of the infectious process in the patients with sepsis.
Primary site of infection (%)
* Respiratory 46.8%
e Urinary tract 14.9%
* Gastrointestinal tract 10.7%
. . 2.1%
* Line/device 8.5%
e Other foci 17.0%
* Uncertain
Fever at presentation (%) 42.6%
Any culture positive (%) 61.7%
Blood culture positive (%) 31.9%
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Abstract

Objective: To evaluate the quantitative expressions of HLA-DR and CD64 in peripheral blood
monocytes from healthy and septic elderly subjects as compared to those of healthy younger

individuals.

Patients and methods: Eleven septic patients (median age: 70.0 years), 27 healthy aged
subjects (median age: 71.0 years) and 20 healthy younger individuals (median age: 55.5 years)
were included in the study. Monocyte HLA-DR and CD64 expression levels were studied by

two-color fluorescence quantitative flow cytometry using a panel of specific antibodies.

Results: Expression of CD64 and of HLA-DR on monocytes was lower in healthy elderly that
in middle-aged individuals. Expression of both markers in healthy subjects was negatively
correlated with age and positively correlated between them. Monocytic CD64 expression
increased while HLA-DR decreased in septic elderly patients, but those with lower CD64 also
displayed lower HLA-DR surface expression. The cutoff level for discriminating normal
surface CD64 and HLA-DR expression from sepsis-induced changes was 9960 and 7052

molecules/monocyte, respectively.

Conclusion: There was an age-associated decline of surface expression of CD64 and HLA-DR
on monocytes. It is unclear whether these age-associated changes are a negative feature or a
marker of successful aging. Monocytic surface CD64 was upregulated while mHLA-DR was
further downregulated in the early stage of sepsis. These parameters may be useful for
monitoring the innate immune function of sepsis victims, but caution is recommended as
quantitative expression levels can partially overlap with those of normal individuals,

particularly of healthy elders.

Introduction
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In both developed countries and developing countries past the demographic transition there is a
progressive rise in the contingents of elderly persons . Many elders suffer from the cumulative
incidence of chronic medical conditions that eventually compromise their health status and
result in disability, frailty, increased hospital utilization, significant medical care expenses, and
death . Old age is associated with a significant risk of developing sepsis and of dying in the
intensive care unit (ICU) . Much of this risk can be ascribed to pre-existing comorbidity and to
the severity of intercurrent illnesses . This growing aging population has already impacted
intensive care unit (ICU) services and this is expected to rise in the coming years, yet again in

developed and middle-income countries .

Even primary successful aging is associated with a progressive decline in the physiological
reserve of most organ systems which results in increased vulnerability to contract events and a
reduced capacity to withstand it . From the immunological standpoint age-related changes,
collectively known as immunosenescence, affect multiple areas of immune function and result
in increased susceptibility to infections, cancer and autoimmunity, and reduced vaccine efficacy
. Immunosenescence disturbs virtually all the components of the immune system, the T-cell and
B-cell compartments as well as innate immunity, but it is not homogeneous nor occurs at the

same pace among individuals .

The innate immune system is characterized by non-specific self~non-self recognition and
represents the first line of defense against microorganisms. Cells from the monocyte-
macrophage lineage contribute to innate immunity mainly via phagocytosis, antigen-
presentation, cytokine release, and wound healing . In particular, the expression of MHC class
II proteins on these cells plays a key role in the bridge between innate and acquired immunity,
being involved in antigen presentation to T lymphocytes and in the generation of the T cell
repertoire in the thymus. Activation of T lymphocytes and the intensity of the immune response

are quantitatively controlled by the level of expression of MHC class II molecules .

There are certain similarities between the behavior of the innate immune system of elderly
healthy individuals and of septic patients. In both situations features of systemic inflammation
and of impairment of the immune response coexist, albeit at different intensity. The fusion
neologism “inflammaging” describes the concomitant chronic low-grade decline of innate
immunity competence and progressive increase in proinflammatory status that characterize
aging . The systemic inflammatory response syndrome (SIRS)/compensatory anti-inflammatory

response syndrome (CARS) paradigm describes the paradoxical association of a marked
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systemic proinflammatory reaction with the dampening of several effector mechanisms of the

immune system, resulting in a state of functional immunosuppression .

Increased expression of the activation marker Fc gamma receptor I (FcyRI or CD64) on
phagocytes and deactivation of monocytes as indicated by reduced expression of HLA-DR are
a feature of sepsis , being considered useful for diagnosis , immunomonitoring , and mortality
prediction . The escalating number of elderly patients who develop sepsis and the availability of
standardized quantitative techniques for estimating surface markers on monocytes offer an
opportunity to better characterize the behavior of the innate immune system in health and after
the development of sepsis in elderly individuals. Therefore, we studied quantitative monocytic
surface expression of CD64 (mCD64) and of HLA-DR (mHLA-DR) in healthy elderly and
middle-aged subjects. We contrasted these findings to those of elderly patients in the early days

after the diagnosis of sepsis.

Materials and methods

Subjects

The ethics committee of Hospital Universitario Pedro Ernesto approved the research project.
After informed consent, healthy aged subjects (= 65 years of age) from UnATI/UERJ (Open
University for the Third Age/Universidade do Estado do Rio de Janeiro) recruited according to
the SENIEUR protocol and healthy middle-aged volunteers (< 65 years of age) were included
in the study. Samples from elderly septic patients, diagnosed according to the 2001 Consensus
Conference criteria , were aliquoted from blood draw in the morning for laboratory routine
work-up at the ICU of Casa de Saude Sao José, Rio de Janeiro. To maximize specificity, the
collection of these samples was timed to coincide with peak C-reactive protein levels in the
acute early phase of sepsis, as others have reported . No additional samples were taken from

these patients.

Monoclonal antibodies

Quantitative HLA-DR expression on the cell surface of peripheral blood monocytes was
measured by two-color fluorescence flow cytometry using the Quantibrite monoclonal
phycoerythrin (PE)-conjugated anti-HLA-DR /Anti-monocyte peridin chlorophyll (PerCP-
Cy5.5)-conjugated anti-CD14-antibodies kit. Expression of CD64 on monocytes was evaluated
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with the Quantibrite monoclonal PE-conjugated anti-CD64/CD45 PerCP kit. All materials were

from Becton Dickinson (BD) Biosciences, San Jose, CA.

Sample preparation and staining procedure

Peripheral venous blood (2 ml) was drawn into sterile heparinized tubes. Healthy individuals
had their blood drawn in the morning between 9:00 and 11:30 h and all samples were
immediately processed after collection. Whole blood (50ul) was incubated with the monoclonal
antibodies combinations of the Quantibrite kits (30 min, 4°C, under light protection). Samples
were then diluted and spun at 1500 rpm (10 min, 4°C). After RBC lysis with FACS lysing
solution, the sample was washed twice in FACS-buffer and fixated with 1% paraformaldehyde
in PBS.

Flow cytometry analysis and quantification

Analysis was performed in a 2-laser FACScalibur flow cytometer (BD Biosciences). Monocytes
were gated on forward versus size scatter and analyzed with the CELLQuest Pro software (BD
Biosciences). Quantification of the number of HLA-DR and CD64 molecules expressed per cell
was performed according to manufacturer instruction using as reference four microscopic bead
populations (Quantibrite; BD Biosciences) coated with well-defined quantities of PE molecules
(range of 10° to 10° molecules per bead). The beads were analyzed by flow cytometry with the
same protocol as the cells. A calibration curve was constructed by plotting geometric mean
fluorescence intensities of the bead populations against the number of fluorescent molecules per
bead. Specific antibodies with known PE:antibody ratios were then used for the determination
of the absolute number of HLA-DR and of CD64 molecules expressed per monocyte (m/c) —

plotted on graphics with logarithmic scales.

Statistical analysis

Data are described as median and interquartile (IQR) range. The groups were analyzed using
Kruskal-Wallis and Dunn’s tests. Pearson’s correlation and linear regression were calculated to
examine relationships between variables. Receiver operating characteristics (ROC) analyses
were performed to discriminate the monocytic expression of the surface molecules in healthy
and septic elderly individuals and the optimal cut-off point was determined using the Youden
index (sensitivity + specificity-1). Values of p < 0.05 were considered significant. All analyses
were performed using GraphPad Prism version 5.0c for MacOS (GraphPad Software, San
Diego, California, USA).
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Results

Median age of the 11 septic patients was 70 years, three had severe sepsis and eight were in
septic shock. Inclusion was between one and four days (median of two) after the first sign of
sepsis. Median APACHE II score was 22 (IQR 18-28) and median serum C-reactive protein
level was 311 mg/l (IQR 221-345) at the day of the blood sample collection. Six patients
ultimately died. Median age of the 27 healthy elderly subjects was 71 years and of the 20
healthy middle-aged controls was 55.5 years. There was no significant age difference between
septic patients and healthy elderly subjects. Table 1 summarizes the demographic data pertinent

to these groups.

Expression of CD64

The number of CD64 molecules on the surface of monocytes decreased significantly (r =-0.61,
P<0.001) as healthy individuals grew older; the linear regression curve is on figure 1a. Healthy
elderly subjects had a significantly lower median number of CD64 m/c than younger
individuals (4,778 [IQR 3,321 — 7,007]) versus (6,615 [IQR 3,808 — 12,702]). For the whole
group of healthy controls (middle- and old-aged) median CD64 expression was 5,160 m/c (IQR
3,715 —7,709). Median CD64 expression in septic patients was higher than in both groups of
healthy individuals (14,332 [IQR 10,108 — 38,426]). Figure 1b presents the box-plot and the

statistical significance of the differences in CD64 expression among the 3 groups.

Expression HLA-DR

In healthy subjects HLA-DR and age were also negatively correlated (r = -0.62, P<0.001); the
linear regression line is on figure 2a. The three study groups differed in terms of mHLA-DR
expression. Healthy middle-aged individuals had significantly higher median expression of
monocyte HLA-DR than elderly subjects; 25,182 m/c (IQR 16,526 — 34,850) versus 11,614 m/c
(IQR 9,154 — 19,556) molecules per cell, which in turn was higher than in septic patients whose
median expression of mHLA-DR was 4,526 m/c (IQR 3,292 — 10,131). For the whole group of
healthy controls median HLA-DR surface expression was 16,424 m/c (IQR 10,192 — 26,551).
Figure 2b presents the box-plot and the statistical significance of DR expression among the 3

groups.
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Cutoff values for discriminating healthy from septic individuals (ROC analysis)

The cutoff value with optimum sensitivity and specificity for separating CD64 expression of
septic patients from healthy individuals was 9,680 m/c (AUC 0.785, p = 0.003). In the case of
mHLA-DR the cutoff was 7,052 m/c (AUC 0.838, p <0.001). The ROC plots are presented on
Figure 3. These results did not materially change when we repeated the analysis exclusively

with healthy old-aged controls and elderly septic patients.

Correlation of CD 64 with HLA-DR expression in healthy individuals and in septic patients

There was a significant correlation between CD64 and HLA-DR monocyte surface expression
(r=0.74, P<0.001) in healthy persons. Figure 4a presents the linear regression plot of this
association. A weaker association was also observed in septic patients (r = 0.62, P<0.05). Figure

4b shows the linear regression line.

Discussion

There is still much to learn about the biology of the immune system of old age. For once aging
is not a homogenous process. The gap between chronological and biological age is subjected to
great variability among individuals. Aging aggregates two mutually modifying but independent
processes: physiologic decline and a higher prevalence of disease . Differences in genetic
background, life-long behavioral and nutritional factors, cumulative burden of diseases, and
socioeconomic status all contribute to confound the study of senescence, in particular of the
immune system . This heterogeneity is transported to the ICU once the patient is admitted to it.
Since the aging process of the immune system can play a role in the development of sepsis, we
sought to separate changes promoted by sepsis from those of the aged human body. In addition,
as it has been previously established that alterations in markers of immune status tend occur

between 55 and 70 years , we selected this age range for inclusion in the study.

We found that quantitative monocytic surface expression of CD64 declined as age progressed.
This is apparently a new finding as regards mCD64 although the design of the study does not
allow the inference of a causal relationship. Neutrophil CD64 surface expression can aid the
diagnosis of sepsis in both children and adults . The expression on monocytes has a similar
kinetics of that on neutrophils, being also effective for the detection of infection and sepsis .
Our findings support these observations. The surface expression of CD64 on monocytes was

significantly elevated in early sepsis as compared to both groups of healthy individuals. In
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addition to being an early biomarker of sepsis, overexpression of CD64 on neutrophils and
monocytes has been associated with leukocyte dysfunction and higher granulocyte CD64
expression with adverse clinical outcome in sepsis . However, this is controversial since other
reports correlated higher CD64 expression with increased phagocytic activity and lower

mortality rates in septic patients .

A high level of expression of HLA-DR on the cell surface of monocytes and macrophages is a
marker of innate immunocompetence whereas very low expression on monocytes are the
hallmark of the “immunoparalysis” of sepsis . In earlier studies with the Quantibrite technique,
mean mHLA-DR levels were reported as 29,880 m/c in a healthy control group with a mean age
of 33 years and the lower normal reference level was quoted at 15,000 m/c . A subsequent
publication reported a median value of 25,777 m/c in healthy individuals with median age of 41
years . A more recent report depicted two different measures of central tendency for mHLA-DR
- median of 16,884 and mean of 21,955 m/c - in a control population with 35 years of median
age . In our conditions, median mHLA-DR expression was 16,424 m/c for the whole group
(median age of 66 years). Exclusively in the middle-aged group median mHLA-DR expression
was 25,182 m/c with a 25% percentile of 16,526 and this was more in agreement with the

original earlier estimates.

We extended the above observations by showing an age-associated decline in mHLA-DR in
healthy subjects. In agreement with our findings, a murine in vitro study indicated that the
transcription of MHC class II molecules was impaired in macrophages from aged animals . This
was attributed to decreased availability of the transcription factors that regulate the class I1
promoter gene. Lower than normal mHLA-DR expression has already been described in healthy
elderly subjects and purported as a feature of immunosenescence . However the evidence is
conflicting. Two other studies were not able to detect age-associated changes in mHLA-DR
expression . In particular, one of these studies also employed a quantitative, though in-house,
method . It is difficult to reconcile the results but the method was different from ours, as the

standardized quantitative procedure we followed became available at a much later date .

An altered circulating monocyte phenotype in early human sepsis, specifically diminished
surface HLA-DR expression, was previously described by many groups . Based on the
Quantibrite methodology, 5,725 and 5,000 HLA-DR m/c were proposed as cutoff values for the
prediction of culture positive sepsis in postoperative cardiac patients and for the establishment

of immunoparalysis , respectively. Another study reported median values of 4,354 m/c for
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septic patients without shock and of 2,076 m/c for those with septic shock . Accordingly, we
observed that the expression of mHLA-DR was downregulated in the early phase of sepsis
(median 4,526 m/c). Given the shift toward increasing age of patients admitted to the ICU, this
result was contrasted to that of healthy persons of a similar age group. Although our control
reference level was lower than in previous reports there was still a significant difference

between mHLA-DR expression between healthy and septic aged individuals.

We can only speculate about the functional impact of the age-dependent reduction in monocytic
HLA expression. Our group of healthy elders was attending the UnATI (Open University for
the Third Age) and was selected according to the stringent criteria of the SENIEUR protocol
that excludes frail as well as acutely and chronically sick individuals . It is therefore clinically
unsound to regard low mHLA-DR in this group as a marker of frailty or predisposition to
sepsis. The finding also argues against the original hypothesis of inflammaging, where a
progressive increase in proinflammatory status mainly driven by cells from the monocyte-
macrophage system characterizes the aging process . On the other hand, it fits nicely within a
revised version of the theory where the beneficial counteraction of anti-inflammaging upon
inflammaging explains the coexistence of inflammation and a degree of immunodeficiency that
characterizes successful “robust” aging . According to this view it is possible that the exclusion
of inflamed unfit individuals and the resultant selection of individuals that aged in relatively

good health, biased our results towards an anti-inflamed phenotype.

Although statistically different by ranked order, there was superposition of mCD64 and
particularly of mHLA-DR levels in healthy and septic elderly individuals. In other words, in
some normal old-aged subjects the surface expression of HLA-DR on monocytes was very low,
within the range of septic patients. To determine the levels of mCD64 and mHLA-DR that
provided better discrimination between the changes of immunosenescence and of
immunoparalysis we generated ROC curves for both mCD64 and mHLA-DR. A rounded cutoff
value of 9,700 m/c for mCD64 and of 7,000 m/c for HLA-DR provided the best combination of
sensitivity and specificity. While there is no published reference for CD64, the cutoff level for
mHLA-DR with the Quantibrite methodology is well below the previous reference level for the

lower limit of normal and close to the proposed defining limit for “immunoparalysis” .

The significant correlation between CD64 and HLA-DR monocyte surface expression in
healthy individuals suggests a concurrency of mechanisms. Moreover, although median mCD64

increased and mHLA-DR decreased in septic patients we still saw a correlation in the same
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direction of age-related changes, i.e., low expression of CD64 was associated with low mHLA-
DR. Regulation of CD64 on monocytes is complex and affected by a variety of stimuli. IFN-y,
IL-10, and G-CSF are the main upregulators while IL-4, IL-13, IL-1 and IFN-f have the
opposite effect . Low expression of CD64 on monocytes and neutrophils of patients with sepsis
has recently been correlated with monocyte deactivation, reduced phagocytic activity and
higher risk of mortality, being also considered a hallmark of CARS . The expression of HLA-
DR on monocytes is also influenced by a great number of extracellular mediators. IFN-y , IL-4 |
IL-13 , GM-CSF , and G-CSF increase mHLA-DR expression. Factors that downregulate
mHLA-DR include IL-10 , TGF-f, cortisol , and LPS . Even though the expression of CD64
and HLA-DR on monocytes appear to be two flip sides of the same coin, as far as we know no
single mediator can explain these parallel changes and a single explanatory mechanism is
implausible. On the other hand, as also noticed by others , we selected these biomarkers exactly
because they are the target of competing pro- and anti-inflammatory forces and may be
regarded as an integrative tool that indicates the net dominant drive at any particular moment

along the natural history of sepsis.

In conclusion, though our study suffer from a relatively small sample size, it followed a
standardized methodology and provided new information with respect to the innate immunity
behavior during healthy aging and the changes brought about by sepsis. Our results pointed to
an age-associated decline of the surface expression of CD64 and HLA-DR on monocytes and
found a significant positive correlation between the two markers in healthy individuals.
Monocytic surface CD64 was upregulated while mHLA-DR was further downregulated in the
early stage of sepsis. The superposition of the quantitative expression of both markers in old-
aged healthy and septic subjects was discriminated by the calculation of cutoff values that may
have clinical relevance to differentiate age-associated changes from the innate immunity
response to sepsis. These findings leave in the open a number of compelling questions for future
studies about the relationship between immunosenescence and immunoparalysis. For instance,
it is still unclear whether low mHLA-DR in healthy elders is a marker of frailty or fitness and
whether higher mCD64 in patients with sepsis is a good or a bad prognostic marker.
Furthermore, it will of interest to know the status of mCD64 and mHLA-DR in elderly patients
at risk of developing sepsis in order to determine if this information is clinically relevant.
Lastly, since healthy elders are the exception and not the rule , we need to examine the profile
of these biomarkers in frail elders with a high burden of chronic diseases, as they make up the

fastest rising segment of the patient population admitted to our ICUs.
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Legends to figures

Figure 1. A. Plot of age versus quantitative CD64 molecule expression on monocytes. The
line represents the linear regression curve. B. Monocyte CD64 expression in healthy middle-
aged, healthy elderly, and in elderly septic patients. The results are expressed in median and

IQR (boxes) and whiskers with minimal and maximum values (r = -0.61, P<0.001; 1*=0.37).

Figure 2. A. Plot of age versus quantitative HLA-DR expression on monocytes. B. Monocyte
HLA-DR expression in healthy middle-aged, healthy elderly, and in elderly septic patients. The
results are expressed in median and IQR (boxes) and whiskers with minimal and maximum

values (r = -0.62, P<0.001; r>=0.38).

Figure 3. ROC curves for best discrimination between normal monocyte surface expression in
healthy individuals and the changes seen in septic elderly patients. A. Expression of CD64. The
best cutoff was 9,680 molecules per monocyte (AUC 0.785, p = 0.003). B. Expression of HLA-
DR. The optimal was cutoff was 7,052 m/c (AUC 0.822, p <0.001).

Figure 4. Plot and linear regression line of HLA-DR versus CD64 molecule expression on
monocytes. A. Healthy individuals (n=47, r=0.74, P<0.001). B. Elderly septic patients (n=11,
=0.62, P<0.05).
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Table 1. Characteristics of the healthy elderly and middle-aged subjects and of the septic

patients.

Healthy Middle-aged Healthy Septic Elderly
(n = 20) Elderly (n=11)
(n=27)
Age in years [Median (IQR)] 55.5 (43-62) 71.0 (68-74) 70.0 (65-79)
Gender (male/female) 9/11 8/19 7/4
Ethnicity (white/afro-descendant) 17/3 21/6 11/0
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V. DISCUSSAO

O presente estudo objetivou preencher lacunas de conhecimento sobre duas areas ainda
imprecisas da sepse. Em primeiro lugar, considerando-se a significativa escassez de leitos de
terapia intensiva em nosso pais, o que impede o acesso pleno (de todos os pacientes sépticos) a
tais recursos, podemos assegurar que as taxas de incidéncia de sepse relatadas em estudos
epidemiologicos nacionais, que efetivamente levaram em consideragdo apenas casos admitidos
em UTIs, refletem o verdadeiro panorama nacional? (Ou, alternativamente, ao falarmos de tais
taxas de incidéncia estamos, na verdade, nos referindo a taxa de incidéncia tratada, refletindo
tdo somente aquela fracdo de casos de sepse que chegam ao nosso conhecimento, posto que
representam apenas os casos que tiveram acesso ao ambiente da terapia intensiva [129].) Em
segundo lugar, considerando a esperada evolugdo do sistema imune inato para um
comportamento antiinflamatoério, cuja ocorréncia temos evidéncias de poder ser bastante
precoce (ainda nas primeiras horas de sepse), a presenca de sub-regulacdo na expressao de
moléculas de superficie responsaveis pela apresentacdo de antigenos sinaliza sempre atividade
imunoparalizante? Ou, em pacientes idosos, pode tdo somente traduzir um comportamento
normal e esperado do sistema imune submetido a senescéncia? Ainda, se esses dois fendomenos
ocorrem, ha como discriminar entre ambos (imunosenescéncia versus imunoparalisia) com base
nos resultados de exames procedidos a beira do leito?

De fato, temos suficientes informagdes que nos permitem crer na existéncia de uma real
subnotificacdo de casos de sepse em nosso pais, € no mundo inteiro a realidade ndo ¢ muito
diferente. Linde-Zwirble & Angus (129) alertam para essa situagao e estabelecem uma analogia
interessante, afirmando que o nome antigo da sepse era “causas naturais”, realcando a incerteza
quanto ao diagndstico correto de muitos desfechos fatais € a conseqiiente subnotificacao da
sepse (entre outros diagnésticos). Assim, apesar dos esfor¢os empreitados pela Surviving Sepsis
Campaign (36), ndo ha como negar que ndo temos acesso a todos os casos de sepse, € que esse
panorama ¢ ainda mais grave nos paises com maiores restrigoes de leitos de UTI.

Os resultados do nosso estudo epidemioldgico reforgam essa visao. A constatacao de que
apenas 10,7% dos pacientes sépticos apresentavam formas mais brandas (sem sepse severa ou
choque séptico), o que representa uma taxa proporcional bem inferior aquelas relatadas em

outros estudos nacionais € internacionais, sugere que muitos casos escaparam a detec¢dao da
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equipe médica assistente e/ou ndo foram notificados. Assim, provavelmente, os pardmetros
observados referem-se preferencialmente ao perfil local da sepse severa e as taxas de
incidéncia, apenas ao subgrupo da sepse tratada (notificada).

Em verdade, grande parte das dificuldades experimentadas no reconhecimento da sepse
deriva de sua heterogeneidade, tanto em termos de sua variabilidade de expressdo entre
diferentes pacientes com a mesma etiologia microbioldgica e topografia de infec¢dao, como da
variabilidade entre doengas especificas em progressdo para sepse. Em consondncia com esse
ultimo ponto, os critérios definidores de caso de sepse elaborados em 1992 (15), ratificados e
ampliados em 2003 (19), identificam, na verdade, um amplo espectro de condic¢des clinicas
infecciosas ao invés de uma doenga simples, com caracteristicas homogéneas. E num pais como
0 nosso, com um sistema publico de satide complexo e em grande parte ineficiente, em que
existe uma significativa intercessao com um sistema suplementar (privado) de satde, com suas
nuances ¢ particularidades, revelam-se ainda mais heterogéneas as taxas de apresentacdao por
localidade e as implicitas e decorrentes oportunidades de atendimento de pacientes sépticos. A
proposito, no estudo Sepse Brasil, Sales Jr et al (12) observaram diferencas no perfil de
gravidade dos pacientes sépticos conforme a regido geografica deste pais, observando, por
exemplo, uma maior gravidade dos pacientes tratados na regido sul em oposi¢ao a daqueles da
regido sudeste. Como sabemos, essa dualidade de oportunidades e qualidades de assisténcia
(publica versus suplementar) torna ainda mais heterogéneos os perfis dos pacientes submetidos
as andlises clinicas e epidemiologicas, comprometendo nossa capacidade de alcangar uma
perfeita nogdo da real incidéncia da sepse no Brasil.

Nesse particular sentido, em nosso pais, a maioria dos hospitais universitarios ¢ ligada ao
setor publico, enfrentando freqiientes e graves limitagdes de recursos humanos e tecnologicos
(13). Por estas razdes, decidimos estudar a epidemiologia da sepse em nosso hospital, um
grande hospital universitario publico da cidade do Rio de Janeiro, em que a realidade nacional
da significativa escassez de leitos de terapia intensiva também ¢€ vigente.

Os resultados observados realmente indicam que os pacientes sépticos admitidos e
tratados em todos os setores do Hospital Universitario Pedro Ernesto da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro (HUPE) sdao mais frequentemente graves — 89,3% foram classificados como
sepse severa ou choque séptico —, sdo reconhecidos mais tardiamente — apenas 28% foram
notificados antes de decorridas 12 horas das primeiras evidéncias de sepse (identificadas pela
auditoria dos registros médicos e de enfermagem assinalados no prontudrio hospitalar) — e tém
maior prevaléncia de comorbidades (81%). E notério que lidamos com um grupo de pacientes

muito graves. Embora virtualmente um terco dos casos foram reconhecidos nas enfermarias, os
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escores de gravidade (APACHE II [130]) e de disfun¢do organica (SOFA [131]) dos nossos
pacientes, aplicados no dia do diagnostico (vide anexo A), foram similares ou superiores
aqueles de pacientes conduzidos exclusivamente em UTIs, seja em paises desenvolvidos ou em
desenvolvimento (11,12,132,133). Ainda, corroborando a crise (ou processo?!) de caréncia de
leitos de terapia intensiva, apenas 5 dos 16 pacientes sépticos inicialmente identificados em
enfermarias conseguiram posteriormente ser admitidos em uma unidade de cuidados
especializados.

Estabelecendo um paralelo com nossa realidade so6cio-econdmica, que, segundo
indicadores especificos da Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU) e de organismos
internacionais correlatos (Organizacdo Mundial da Saade [OMS], Fundo Monetario
Internacional), situa o Brasil como um pais de médio aporte de recursos — e que ja realizou a
transicdo demografica —, esperariamos mesmo uma elevada porcentagem de pacientes com
doengas cronicas degenerativas (134). Assim, a alta prevaléncia de comorbidades que
encontramos (81%) e, em particular, o predominio de doencas degenerativas como diabetes
mellitus, doenca renal cronica, imunossupressdao farmacologicamente induzida e neoplasias
malignas, representam achados que seriam intuitivamente esperados ao inicio de um estudo
realizado num pais em que a significativa gera¢do de riqueza nio se traduz em um direto e
imediato bem-estar da populagao.

Em verdade, apesar de o Brasil ser classificado em 2005 — ano seguinte ao langamento da
Surviving Sepsis Campaign (36) — como a 11* maior economia do mundo (PIB de $1,937 trilhdo
de dolares), o pais ainda era classificado como o 69° em termos de desigualdade socio-
econdmica (pelo coeficiente de Gini) e também como 69° nos termos do Indice de
Desenvolvimento Humano (IDH). A OMS classificava-nos, entdo, como um pais com baixa
cobertura e qualidade de servigos publicos e com marcantes diferengas entre os cidaddos quanto
ao risco de exposi¢do a fatores de adoecimento e a viabilidade de acesso aos servigos de saude.
Nas ultimas semanas, o mais recente relatorio do Programa das Nag¢des Unidas para o
Desenvolvimento (PNUD) — referente as informagdes coletadas em 2007 — alocou o Brasil na
75 posicao do ranking do IDH, com 0,813 pontos. Apesar de a pontuagdo obtida representar
um alto nivel de desenvolvimento (acima de 0,8 pontos), ocupamos posi¢ao intermediaria na
classificagdo — 182 paises foram avaliados — e nossa posi¢ao no indicador especifico da saude ¢
ainda pior (81? colocagao) (135).

De fato, o Brasil ¢ um pais com muitos contrastes e desigualdades, flagrantes entre as
distintas regides geograficas, mas também evidentes no micro-cosmos das grandes cidades. Um

dos graves problemas discutidos no estudo epidemiologico sobre a sepse no HUPE foi o risco
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concreto representado pela generalizagdo de resultados oriundos de grandes estudos
multicéntricos coletando informagdes de populacdes heterogéneas entre si e entre seus proprios
componentes. Nao raro, estudos importantes reunem dados provenientes de paises com aportes
econdmicos, indices de desigualdade e de bem-estar social distintos. A tentativa ldgica de se
identificar um individuo médio (ou mediano) representativo, ao nivel mundial, do ser humano
sofrendo de sepse, € a conseqiiente padronizagdo de estudos e da representatividade (validade
externa) de seus resultados, faz-se as custas do comprometimento da qualidade dos resultados,
posto que provém de individuos com realidades distintas.

Considerando os principios aludidos acima, revelou-se indispensavel a busca de uma
melhor caracterizacdo da populacdo a que submeteriamos exames de avaliagdo da competéncia
do sistema imune e sua relacdo com alteragdes encontradas na sepse € na imunossenescéncia.
Nao desejavamos replicar os dados de paises desenvolvidos, nem os de outras nagdes
classificadas socioeconomicamente como similares ao Brasil, mas constatar a nossa propria
realidade, aquela de um grande hospital geral, publico e universitario, com sua implicita
complexidade de casos e a habitual caréncia de leitos de terapia intensiva. Diferente ainda de
importantes estudos epidemiologicos publicados sobre o assunto, elegemos um desenho
prospectivo, que ¢ sabidamente melhor que as andlises retrospectivas para responder a algumas
perguntas, particularmente sobre o risco de eventos (136).

Visando a viabilizar uma completa e ampla vigilancia epidemiolédgica voltada a detecgdo
de casos de sepse em todas as dependéncias do HUPE, foi estabelecida uma ampla estratégia de
divulgagdo da programagdo do estudo. Um grupo de vigilancia foi selecionado e treinado para a
deteccdo da sepse — conforme os critérios definidores de consenso amplamente respaldados pela
literatura pertinente (15,19). — Seus componentes pertenciam aos quadros do Plantdo Geral do
HUPE (denominado Acute Care On-Call Team no artigo original), tradicional servi¢o
responsavel pelo acompanhamento e tratamento de pacientes graves internados nas enfermarias
de nosso hospital, que sempre ¢ acionado assim que casos graves e criticos sdo reconhecidos
pelas equipes de satde assistentes. Além disso, as unidades fechadas do hospital foram
notificadas com antecedéncia, sendo contatadas diariamente durante o periodo de inclusdo do
estudo.

Numa €poca em que se encontra em curso a importante Surviving Sepsis Campaign, com
suas recomendagdes formais para um diagndstico rapido e intervencdes precoces, centradas em
pacotes estabelecidos para as primeiras seis € as subseqiientes dezoito horas e reconhecidas
como intervengdes que reduzem a letalidade da sepse (36), um dos mais preocupantes

resultados do nosso estudo foi a constatacdo de que cerca de 72% dos pacientes identificados
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foram reconhecidos com mais de 12 horas de evolugdo, o que certamente sinaliza um enorme
risco de ndo conseguirmos nos adequar as diretrizes recomendadas. Em consonancia, mais
frequentemente os pacientes estavam graves, encontrando-se 55,3% dos pacientes em choque
séptico, variavel que, associada a presenca de acidemia — o nivel sanguineo de lactato ¢ um
marcador de hipoperfusdo tecidual (137), de disfungdo organica (138) e de pior prognostico na
sepse (137,139,140), e que provavelmente se correlacionou, nesta amostra, ao retardo no
reconhecimento dos casos — € ao foco pulmonar, resistiu na andlise multivariada como fator
independente previsor do desfecho letal dos pacientes arrolados neste estudo.

Esse retardo no estabelecimento do diagnostico pode refletir uma deficiente
conscientizacdo do corpo clinico do hospital acerca da necessidade de urgéncia na condugao
dos pacientes sépticos ou um alto limiar de suspeita para a condi¢do — apesar de as diretrizes de
2001 (19) terem aumentado a sensibilidade da deteccdo. — Contudo, ha evidéncias consistentes
na literatura médica mundial de que ¢é relativamente mais facil chegar a um diagnostico
conclusivo de sepse no setor de emergéncia do que nas enfermarias (141,142) e até¢ do que na
UTI. Uma vez que um paciente ja esteja internado por outra condi¢@o, a natureza inicialmente
insidiosa da instalacdo da sepse e a presenca de diversos possiveis fatores de confusdo (como
distarbios metabolicos ou eletroliticos, efeitos adversos de drogas, etc) podem obscurecer o
quadro clinico e conduzir a retardos no diagnéstico. Assim, apesar de nossa reduzida taxa de
sepse nao-severa (10,7% dos casos) poder traduzir uma significativa subnotifica¢do de casos —
pacientes menos graves, evoluindo em um curso clinico mais insidioso e sem disfung¢des
organicas, ndo teriam sido reconhecidos e/ou notificados ao Plantdo Geral do HUPE —, ¢ mais
provavel que os fatores anteriormente expostos melhor expliquem esse achado.

Curiosamente, no mais recente dos 4 grandes estudos epidemioldgicos sobre a sepse no
Brasil, Sogayar et al (13) encontraram uma freqiiéncia de sepse ndo-complicada ainda menor
(8,4%) nas 21 UTIs brasileiras pesquisadas. Embora essa baixa representacdo de casos brandos
pudesse representar o efeito da limitagao da oferta de vagas e a conseqiiente selecdo de casos
mais graves para admissdo, como esses dados divergem daqueles dos demais estudos
epidemiologicos nacionais e nenhuma diferenga significativa ¢ estabelecida entre as UTIs
arroladas nesse ¢ nos demais estudos, nenhuma conclusao nesse sentido é possivel, restando as
hipoteses da heterogeneidade das populagdes estudadas e, de forma mais preocupante, de
diferentes limiares de resposta e conscientizacao sobre a urgéncia do diagndstico e intervencdes
na sepse.

Diante de tantos obstaculos a efetiva aplicacdo das recomendagdes preconizadas pela

Surviving Sepsis Campaign, uma davida pertinente seria: afinal, qual o impacto de tais
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omissoes sobre a taxa de sobrevida dos pacientes arrolados? (Ainda mais ao considerarmos que
o estudo foi conduzido num hospital universitario, ambiente em que as taxas de mortalidade da
sepse tém sido relatadas como superiores [143]!)

A taxa de letalidade de 48%, verificada no presente estudo, situou-se aproximadamente
ao meio termo da faixa de variacdo das taxas relatadas em outros paises com classificacdes
socioeconomicas similares ao Brasil (144-148) e foi similar ao que tem sido relatado em
recentes estudos prospectivos realizados em paises desenvolvidos (143,149,150), mas revelou-
se levemente superior as taxas relatadas nos estudos epidemiolédgicos restritos ao Brasil (11-13).
Por outro lado, no multicéntrico estudo PROGRESS (14), a taxa de letalidade restrita as UTIs
brasileiras foi ainda superior (56%).

Em realidade, existem significativas diferencas metodoldgicas entre todos os estudos
epidemiologicos mencionados, o que impede uma comparagao direta e precisa. Muitos foram
estudos retrospectivos, apresentaram proporc¢des diversas de pacientes graves, foram restritos ao
ambiente da terapia intensiva e tiveram diferentes contribuicdes relativas de variaveis
importantes, como faixa etdria e taxa de comorbidades. Entretanto, algumas caracteristicas de
nossa coorte poderiam ter conduzido a uma taxa de letalidade extremamente elevada, como a
alta propor¢do de pacientes que apresentavam comorbidades, exigiram o uso de vasopressores
para suporte hemodinamico e/ou tornaram-se dependentes de assisténcia ventilatoria mecanica,
bem como o fato de o estudo ter sido conduzido em um hospital universitirio e uma
significativa porcentagem dos pacientes (23,4%) ndo ter chegado a ter acesso a uma unidade
fechada, sendo acompanhados nas enfermarias do HUPE.

Com relagdo ao ultimo ponto, embora seja intuitivamente esperado que o manejo de
pacientes sépticos em enfermarias represente um fator de risco para o desfecho letal, ndo
detectamos diferenca estatisticamente significativa na taxa de letalidade dos pacientes sépticos
mantidos nas enfermarias do hospital em relagdo aquela dos pacientes que foram transferidos
para leitos de unidades fechadas. Curiosamente, ha estudos sugerindo um melhor progndstico
para pacientes sépticos conduzidos fora do ambiente da terapia intensiva (151,152). Todavia, tal
interpretacdo ¢ provavelmente fruto de um viés de selegdo, representado pela tendéncia natural
de deixar pacientes menos gravemente enfermos nas enfermarias.

Em nosso estudo, em que os pacientes acompanhados nas enfermarias foram
caracterizados como muito graves, a inexisténcia de diferencas de prognostico pode ser
atribuida a duas forgas antagdnicas, cada uma deslocando a probabilidade de 6bito num sentido
inverso. Em primeiro lugar, a existéncia do Plantdo Geral, servico bem organizado que tem a

tarefa de acompanhar e tratar os pacientes graves internados nas unidades abertas do HUPE,
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pode ter reduzido as limitagdes de qualidade no atendimento aos pacientes internados nas
enfermarias do hospital; sendo um servigo continuo, atuante em todos os horarios de plantao,
tais pacientes jamais deixaram de receber cuidados de boa qualidade, mesmo fora dos horarios
de rotina. Por outro lado, as implicitas limitacdes de um hospital ptiblico de um pais de médio
aporte de recursos, como a indisponibilidade da oferta de proteina C ativada recombinante
humana, intervencao supostamente capaz de reduzir a taxa de mortalidade de pacientes com
sepse severa/choque séptico (32), pode ter limitado, ao inviabilizar a completa aderéncia as
recomendacdes da Surviving Sepsis Campaign, o impacto benéfico na sobrevida decorrente da
admissdo e tratamento numa UTI, por mais qualificados e competentes que seus recursos
humanos sejam.

Em termos microbioldgicos, chamou-nos a aten¢do o baixo rendimento dos métodos
utilizados para isolamento dos agentes infecciosos envolvidos, particularmente das
hemoculturas — apenas 32% dos pacientes tiveram hemoculturas positivas —, fato
consistentemente reproduzido na literatura. Apesar de a documentagdo microbiologica da
infec¢do ndo ser um pré-requisito indispensavel para o diagndstico da sepse, ha consenso entre
os especialistas de que o tratamento antibidtico apropriado (idealmente guiado pelo padrdo de
sensibilidade in vitro dos patogenos envolvidos) positivamente influencia a sobrevida (153).
Acreditamos, assim, que haja necessidade de aprofundarmos o debate sobre as razdes que
conduziram a um comprometimento de nossa capacidade de identificar microbiologicamente os
quadros de sepse detectados no HUPE, embora a taxa observada tenha se aproximado bastante
das taxas encontradas em diversos outros estudos (32,147,153-156).

Seguindo um padrao ainda observado nos paises em desenvolvimento, a maioria dos
quadros sépticos em que se identificou o microrganismo causal foi devida a uma bactéria Gram-
negativa (12,146,147); nos paises desenvolvidos, ao longo dos ultimos anos, tem sido
observado um crescimento relativo da propor¢cdo de quadros devidos a patdogenos Gram-
positivos, que passaram a ser responsaveis pela maior parte dos quadros sépticos relatados em
importantes trabalhos vindos de paises de forte poderio econdmico (23,149,156,157). Ainda, em
sintonia com a crescente representacdo de patégenos multi-resistentes nas infecgdes
hospitalares, encontramos uma alta porcentagem (62% de todos os isolados microbioldgicos) de
patogenos componentes do recém descrito grupo ESKAPE (Enterococcus sp, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter sp, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter sp),
conjunto de espécies bacterianas frequentemente associadas a importantes padrdes de
resisténcia a antibidticos (158). Cerca de 19% dos isolados microbioldgicos em nosso estudo

eram constituidos por patdgenos multi-resistentes, sendo todos observados entre os patogenos
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elencados no grupo ESKAPE; de forma alternativa, considerando-se apenas os isolados
representados por patogenos ESKAPE, 31% tinham padrdes de resisténcia antibiotica multipla.

Além do pequeno tamanho da amostra coletada e analisada, nosso estudo epidemiolédgico
apresentou outras limitagdes. Em primeiro lugar, por ser um estudo realizado apenas em um
centro e ter abrangido somente um curto espaco de tempo, resta a duvida quanto a validade
externa dos resultados observados. Entretanto, de forma tranqiiilizadora, as caracteristicas
demograficas e o perfil clinico dos pacientes arrolados em nosso estudo sdo muito parecidos
com aqueles relatados em 2 grandes estudos epidemioldgicos brasileiros que também incluiram
pacientes admitidos em hospitais publicos (11,12).

Além disso, o predominio do foco pulmonar como sitio primario da sepse poderia estar
relacionado ao fato de o estudo ter sido conduzido ao final do inverno, ainda mais
considerando-se que o periodo de sua realizagdo coincidiu com a fase final da epidemia de
influenza no ano de 2008, no hemisfério sul. De forma analoga, Sales Jr et al (12) ao realizarem
seu estudo no mesmo periodo do ano (agosto e setembro), encontraram similar predominéancia
das infeccOes respiratorias na génese da sepse. Entretanto, de uma forma generalizada, esse
perfil tem sido constante na literatura mundial, independentemente do periodo de inclusdo e
follow-up e da regido geografica do planeta. Além disso, ¢ sabido que a campanha de vacinagao
anual anti-influenza, que ¢ aplicada em larga escala em idosos do nosso pais, tem conduzido a
redugdes nas taxas de morbidade e mortalidade por infecgdes pulmonares nesse estrato da
populagdo. Assim, apesar de ser inegavel que as moléstias respiratdrias apresentam picos de
incidéncia nos meses de inverno, influéncias sazonais ndo parecem ter sido a causa da maior
prevaléncia de infec¢des respiratdrias em nossa amostra.

Outro eventual ponto limitante do presente estudo relaciona-se ao fato de que o
reconhecimento inicial da sepse dependia diretamente do limiar de suspeita da equipe médica
responsavel pelo atendimento de cada um dos pacientes arrolados. Embora tivéssemos
emprestado significativos esforcos no sentido da selecdo e treinamento de uma equipe
habilitada a reconhecer a sepse, seu acionamento dependeu, diversas vezes, da suspeita clinica
das equipes de cuidadores diretos. Assim, apesar da definicdo de caso confirmado ter sido
seguramente baseada na aplicagdo de critérios técnicos bem definidos e aceitos
internacionalmente, uma subnotificagdo de casos — especialmente os mais brandos (sepse nao-
severa) — poderia ser uma conseqiiéncia direta do desenho do estudo. Entretanto, além das
consideragdes anteriormente expostas, esta limitagdo ¢, em verdade, partilhada por todos os

estudos que reunem pacientes arrolados por pesquisadores distintos, especialmente os estudos
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multicéntricos. Dessa forma, trata-se de limitag@o universal, € a comparagdo de estudos ja se faz
com dados que sofreram a mesma influéncia.

Além das limitagdes anteriores, o pequeno tamanho da amostra restringiu nossa
capacidade de testar multiplas varidveis potencialmente associadas a um desfecho letal.
Procuramos, assim, proceder uma analise univariada, visando a reduzir o numero de variaveis
previsoras a serem submetidas a analise multivariada. Repetimos a analise com a inclusao
forcada de algumas varidveis de interesse, que selecionamos em func¢do da potencial ou
provavel associagdo com o desfecho letal, tais como a oposi¢do entre diagndstico precoce e
tardio, e acompanhamento na UTI versus numa enfermaria, mas os resultados nao mudaram
significativamente.

Finalmente, nossos pacientes ndo tiveram acesso a intervengdes sofisticadas, como, por
exemplo, hemodidlise continua, oxigenagdo por membrana extracorporea e proteina C ativada
recombinante humana. E razoavel supor que a disponibilidade de algumas dessas tecnologias
poderia ter conduzido a redugdes na morbidade e mortalidade de nossos pacientes. Contudo,
ndo podemos assegurar que mesmo outras abordagens mais simples, como a estratégia precoce
de ressuscitacdo volémica e outros (além da proteina C ativada) componentes do pacote de 24
horas da Surviving Sepsis Campaign, tenham sido colocadas em pratica sempre que indicadas.
De fato, nosso estudo representa mais uma forte evidéncia de que podemos ser capazes, no
futuro, de reduzir a enorme carga representada pela sepse em nosso hospital, uma vez que
identificamos claras barreiras cuja superacdo nao depende de significativo investimento
financeiro.

Assim, tendo por base a nossa realidade epidemiologica local, demonstrada pelos
resultados do estudo que acabamos de analisar, direcionamo-nos para a segunda etapa do
presente projeto, em que procuramos avaliar criticamente a inter-relacao entre o comportamento
normal do sistema imune inato de idosos relativamente saudaveis (sem evidéncias de
imunodepressao espontanea ou de imunossupressao farmacologicamente induzida), em vigéncia
do fendmeno da imunossenescéncia, € os transtornos imunoldgicos induzidos pela atividade
antiinflamatdria, compensatoria, verificados na sepse. Para tanto, escolhemos estudar a
expressao de antigenos HLA-DR na superficie de mondcitos do sangue periférico (mHLA-DR),
parametro que bem espelha a fungao apresentadora de antigenos do sistema imune inato, e, para
especificar de uma forma ainda melhor o comportamento funcional de tais células, decidimos
estudar a expressao do antigeno CD64 (FcyRI), molécula envolvida na extragdo de patdgenos
opsonizados por anticorpos. Além disso, selecionamos esses biomarcadores porque sao alvos de

inumeras for¢as competidoras antagdnicas (diversas citocinas e fatores, em particular IL-10 e
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interferon-,), pro-inflamatdrias e antiinflamatérias, podendo a andlise de seu comportamento
representar uma util ferramenta integrada capaz de identificar a tendéncia dominante do sistema
imune inato (inflamacao versus antiinflama¢@o) em cada momento particular da histdria natural
da sepse.

Inicialmente, estudamos a expressdo de tais antigenos de superficie em 27 individuos
idosos (65 a 84 anos de idade) saudaveis (sem critérios de exclusao) e 20 voluntarios saudaveis
em meia-idade (36 a 64 anos) — anexos B e C. — A andlise das medianas de expressdo dessas
moléculas nos 2 grupos agregados, revelou um coeficiente de correlagdo (r de Pearson) de
magnitude moderada tanto para o HLA-DR como para o CD64 (-0,62 ¢ -0,61, respectivamente;
p <0,001). Em ambos casos, as correlagdes foram estatisticamente significativas e, embora uma
relagdo de causa-efeito ndo possa ser conclusivamente estabelecida, parece provavel haver um
decaimento idade-dependente nas intensidades de expressao de tais moléculas na superficie de
monocitos humanos.

Embora novos estudos sejam necessarios para que seja confirmado tal paradigma na
imunossenescéncia — até porque, como ja exposto anteriormente, os escassos estudos sobre o
assunto geraram resultados contraditorios, ndo-uniformes —, as contagens médias detectadas
serviram de pardmetro comparativo para detectar eventuais mudangas de comportamento do
sistema imune nos pacientes idosos em franca sepse.

Ao estudarmos o padrdo de expressdo de tais antigenos de superficie em mondcitos do
sangue periférico de uma amostra de 11 pacientes sépticos (vide anexo D), observamos
tendéncias antagoOnicas; enquanto as taxas de expressao de HLA-DR apresentavam redugdes
mais intensas, estatisticamente significativas, as intensidades de expressio de CD64 eram
aumentadas, ainda mais intensas que as encontradas nos individuos de meia-idade (p = 0,03).
Grande parte de nossa capacidade dedutiva dedicada ao estudo sobre as inter-relagdes entre
imunossenescéncia e imunoparalisia — “The fine line between immunosenescence and
immunoparalysis: Changes in the surface expression of CD64 and HLA-DR on monocytes of
healthy and septic elderly individuals” — foi aplicada na busca da compreensdo dos reais
significados desses achados.

Observamos que pacientes sépticos com idades similares as de um grupo de individuos
idosos saudaveis (mediana de 70,0 [IQR 65-79] versus 71,0 [IQR 68-74], respectivamente)
tinham diminui¢cdes ainda mais intensas na expressdo de antigenos HLA-DR em mondcitos
(expressdo mediana em pacientes sépticos = 4.526 moléculas/célula [m/c; IQR 3.292 — 10.131]
versus expressao mediana em idosos saudaveis = 11.614 m/c [IQR 9.154 — 19.556]; p < 0,01);

nos individuos de meia-idade, a expressao de HLA-DR era significativamente maior (25.182
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moléculas/célula [IQR 16.526 — 34.850]; p < 0,001). Ainda, em comparac¢ao ao grupo inteiro de
adultos saudaveis, a expressao de antigenos HLA-DR (16.424 m/c [IQR 10.192 — 26.551]) foi
significativamente maior que em nos pacientes sépticos (p < 0,01). Assim, ¢ razoavel supor que
individuos idosos tém expressdes ainda menores de HLA-DR em mondcitos do sangue
periférico quando evoluem com sepse.

Embora outros estudos sejam necessarios para confirmar a tendéncia acima, parece-nos
provavel que os valores médios de expressao monocitdria de HLA-DR que detectamos em cada
subgrupo (ou valores muito proximos) possam vir a se revelar como bons parametros para
permitir a distingdo entre imunossenescéncia e efeitos secundarios da sepse (imunoparalisia).
Em consonancia, ao realizarmos a curva ROC para o mHLA-DR, obtivemos o ponto de corte
(cutoff) de 7.052 m/c (AUC 0,838; p < 0,001) como o pardmetro com a melhor combinacdo de
sensibilidade e especificidade para discriminar entre as alteragdes devidas a imunossenescéncia
e aquelas atribuiveis a imunoparalisia — esses resultados ndo mudaram significativamente
quando a analise foi repetida considerando apenas individuos idosos sauddveis e pacientes
idosos sépticos.

As expressdes moleculares de CD64 em monocitos foram realizadas para permitir-nos
uma observagdo mais ampla, em termos fenotipicos e funcionais, do sistema imune inato de
todos os individuos estudados. Relatos quanto aos efeitos do envelhecimento ou da sepse sobre
esse biomarcador sdo escassos. Parece logico, dado o significado da molécula (FcyR1), que
maiores expressoes de CD64 em mondcitos levariam a incrementos na sua atividade fagocitica,
fato confirmado por estudos em voluntarios (ndo-sépticos) em que a administragdo de fator
estimulador do crescimento de granuldcitos (G-CSF, do inglés Granulocyte-Colony Stimulating
Factor) foi associada com maior atividade fagocitica (159). H4 muito tempo, foi demonstrado
que, em individuos idosos, a citotoxicidade celular dependente de anticorpos desempenhada por
mondcitos do sangue humano ¢é reduzida (160).

Quanto aos dominios da sepse, ainda ndo esta claro se a supra-regulacao da expressao de
antigenos CD64 em granuldcitos e mondcitos do sangue periférico se encontra associada a uma
fun¢do fagocitica aumentada, uma vez que os estudos j& realizados sobre esse biomarcador
produziram resultados conflitantes (161). Hirsh et a/ (122) observaram que o aumento das taxas
de expressao de CD64 em monoécitos encontrava-se associado a disfunc¢do leucocitaria,
enquanto que outros autores demonstraram que tais incrementos se relacionavam com atividade
fagocitica aumentada em pacientes sépticos (161,162). E provéavel que, de alguma forma ainda
ndo inteiramente compreendida, elevadas expressdes de CD64 em neutrdfilos e mondcitos se

correlacionem a uma atividade fagocitica mais intensa e, provavelmente, menores taxas de
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letalidade em pacientes sépticos (161). Contudo, mesmo parecendo ldgica tal conclusdo, altas
expressoes de CD64 em granuldcitos de pacientes sépticos se associaram a evolugdes clinicas
desfavoraveis em outro estudo (163). Ou seja, até maiores estudos permitirem uma correta
defini¢do do exato significado das variacdes de expressao de CD64 em fagbcitos de pacientes
sépticos, a controvérsia continuara.

Entre os trés grupos que estudamos (idosos saudaveis, voluntarios de meia-idade
saudaveis e pacientes sépticos), a mediana mais elevada da expressao de CD64 em monocitos
foi observada nos pacientes sépticos, o que esta em concordancia com os achados de outros
autores, que revelaram que as expressoes de tal antigeno encontram-se elevadas nos monocitos
e/ou neutrdfilos do sangue periférico de pacientes sépticos. Mesmo quando a expressao de tal
antigeno em pacientes sépticos foi comparada a expressdo de todos os 47 individuos saudaveis
(idosos e de meia-idade), a mediana neste grupo reunido era significativamente menor (5.160
m/c [IQR 3.715 — 7.709]) do que nos pacientes sépticos (14.332 [IQR 10.108 — 38.426]; p =
0,001). O valor de cutoff com 6tima combinacao de sensibilidade e especificidade para separar a
expressdo de CD64 de pacientes sépticos e controles adultos saudaveis foi 9.680 m/c (AUC
0,785; p =0,003).

Como ja exposto, de forma similar ao que vimos quanto a expressio de HLA-DR,
também observamos uma correlagao negativa entre idade e expressao de CD64 (coeficiente r de
Pearson =-0,61; p < 0,001). Dessa forma, especulamos que nds, seres humanos, aumentamos
nossas expressdes de CD64 em mondcitos durante o insulto séptico, talvez numa tentativa de
alterar o comportamento de nosso sistema imune de um feno6tipo adequado a apresentagao de
antigenos para outro mais apropriado a um sistema imune adaptativo ativado, algo que ¢
normalmente esperado que ocorra. Esse estudo ndo foi desenhado, porém, para produzir
informagdes ou hipoteses acerca de sobrevida, e o tamanho reduzido da amostra de pacientes
sépticos arrolados impediu-nos de chegar a qualquer conclusao sobre esse ponto.

Um dos pontos mais relevantes do presente estudo foi termos procedido uma analise
quantitativa da expressdo de HLA-DR e CD64. Avaliagdes quantitativas parecem ser um
melhor meio de avaliar o real impacto prognosticador de biomarcadores expressos na superficie
celular, uma vez que estudos restritos a definicdo das porcentagens de células (ou subtipos
celulares) expressando determinado marcador podem conduzir a interpretacdes equivocadas —
uma maior porcentagem de células expressando baixas quantidades de um antigeno nao
necessariamente significa que suas contagens absolutas (no mesmo volume de sangue) sdo mais
elevadas do que sua expressao em menores porcentagens de células (uma limitagdo implicita do

método semiquantitativo utilizado em grande parte dos trabalhos publicados). Provavelmente
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em fun¢do da significativa variabilidade entre as metodologias aplicadas na investigagdo da
expressao de antigenos de superficie, os resultados publicados venham sendo conflitantes. No
terreno da imunossenescéncia, por exemplo, embora uma expressao reduzida de mHLA-DR ja
tenha sido descrita em individuos idosos saudaveis, sendo inclusive proposta como marcador da
condicdo (imunossenescéncia) (90), dois outros estudos ndao foram capazes de detectar
alteragdes em tal biomarcador (91,92); como hipdtese explicativa, hd que se considerar que um
dos trabalhos aplicou uma metodologia quantitativa ndo-padronizada, desenvolvida na propria
instituicdo e sem reproducdo em outros centros (92). Dessa forma, considerando que as
metodologias aplicadas sdo diferentes — até porque a metodologia quantitativa padronizada
aplicada em nosso estudo apenas tornou-se disponivel mais recentemente (164,165) —,
quaisquer comparagdes podem ser fadadas ao erro.

Assim, uma estimativa da expressdo média por célula permite uma observagdo mais
precisa da realidade. Uma elevada expressdo de HLA-DR na superficie celular das células
apresentadoras de antigeno ¢ considerado um marcador da imunocompeténcia inata (101) — um
estudo inicial utilizando a técnica Quantibrite estabeleceu o valor de 15.000 m/c como o limite
inferior normal da expressdo de mHLA-DR em individuos saudaveis (164) —, enquanto que, na
sepse, uma expressdo reduzida ¢ a caracteristica marcante da imunoparalisia (165). Em
consonancia com essa importante visao, Poehlman et al/ (165), em seu estudo sobre as
alteracdes fenotipicas e disturbios funcionais de subtipos de células dendriticas em pacientes
sépticos, reconheceram a presenca de imunoparalisia através da demonstragdo de contagens
monocitarias de HLA-DR inferiores a 5.000 antigenos por célula, mesmo parametro aceito por
Docke et al (166). Também utilizando o método Quantibrite, outro grupo propos o ponto de
corte de 5.725 m/c como o pardmetro capaz de identificar a presenca de sepse com culturas
positivas em pacientes em pos-operatdrio cardiaco (164). Um artigo mais recente demonstrou
medianas de 4.354 m/c para pacientes sépticos sem choque cardiocirculatério e de 2.076,
naqueles com choque séptico (167). Similarmente, em nosso estudo, encontramos uma
expressao de mHLA-DR reduzida na fase inicial da sepse, cursando com uma mediana
equivalente (4.526 m/c).

Embora permaneca desconhecida a exata razdo porque mondcitos de pacientes sépticos
regulam para menos suas expressdes de HLA-DR, diversas tentativas de explicagdo t€ém sido
sugeridas. Payen ef al (43) sugeriram que tal alteragdo poderia ser mais provavelmente devida a
uma regulacdo pré-transcripciona (expressao diminuida do ativador de transcrip¢ao classe II
[CIITA], uma via ligada a regulagdo da expressao de genes MHC induzida por interferony

[43,101,168,169]) e/ou um profundo comprometimento bioenergético levando a um reduzido
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turnover protéico (170,171), mas outras hipoteses tais como uma auto-regulacio para indugo
de tolerancia (para evitar um estado hiper-inflamatorio [172]), reprogramagao celular no sentido
de um fendtipo migratério (permitindo que os antigenos sejam carreados até as células do
sistema imune adaptativo nos 6rgaos linféides [173,174] — num processo similar ao apontado
acima para a regulacdo da expressio de CD64) e mecanismos poOs-transcripcionais
(relacionados com mediadores antiinflamatérios plasmaticos [172,175]) também tém sido
sugeridos.

No que tange a imunossenescéncia, uma menor expressao de antigenos MHC classe Il em
mondcitos (e macrofagos) parece ser devida a produgdes reduzidas de fatores de transcri¢do.
Herrero et al (101) sustentaram a visao de que os efeitos do envelhecimento sobre a transcri¢cao
dos genes relacionados aos antigenos MHC classe II sdo especificamente devidos a quantidades
reduzidas dos fatores de transcricdo que se ligam aos boxes (receptores) W, X e Y, os trés
elementos cis-atuantes localizados proximo ao sitio de inicio da transcricdo génica que regulam
a transcrigdo de tais genes, € nao uma consequéncia direta de um prejuizo geral na ativacao
dependente de interferony de macrofagos. Além disso, diversos relatos sobre
imunossenescéncia sugerem que o declinio nas fungdes imunes visto na condi¢do (isto &,
relacionado ao envelhecimento) ¢ devido as atividades diminuidas de diversos genes que
controlam essas fungdes, como aqueles que codificam IL-2, receptor de IL-2, interferony e IL-3
(101,176-179).

Outro ponto importante a considerar sempre que se consideram os efeitos do
envelhecimento sobre determinado 6rgdo ou sistema é a heterogeneidade do fendmeno
chamado envelhecimento. Embora genericamente caracterizado por um processo de
deterioragdo progressiva das fungdes e capacidades dos oOrgdos e sistemas humanos — o
envelhecimento ¢ um processo complexo que afeta uma ampla variedade de fungdes
fisioldgicas —, existe uma significativa variagao no grau de limitagdes funcionais observadas em
cada paciente idoso, tornando-o suscetivel em maior ou menor grau ao desenvolvimento de
condi¢des morbidas (como a sepse).

Apesar disso, com freqiiéncia, de forma inconsciente e intuitiva, os médicos sdo capazes
de identificar dentre os idosos, aqueles mais vulneraveis e com maior probabilidade de morrer.
Este estado, atualmente denominado fragilidade do idoso, escapa a énfase da medicina em
alocar sintomas a uma doenga especifica, geralmente de um tUnico sistema organico. A
fragilidade ¢ uma condicdo clinica pleomorfica, caracterizada por uma diminuig¢do da reserva
fisioldgica, que aumenta a vulnerabilidade do organismo e, ao mesmo tempo, limita a

capacidade de retorno a homeostase em situagdes de estresse. Ela € resultante de um acimulo
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de condicdes clinicas e sub-clinicas, cronicas e/ou agudas, que se associam a uma gama de
distirbios comportamentais e cognitivos € que tornam o paciente idoso mais vulneravel a
diversos estresses organicos.

Evidentemente, esse estado de susceptibilidade do paciente fragil ndo apresenta um perfil
dicotdmico, existindo, em verdade, um espectro de variagdo de idosos independentes, ativos e
resistentes (robustos), at¢ aqueles extremamente frageis e, portanto, vulneraveis.

Assim, uma pergunta pendente ao longo do presente estudo foi (e talvez persista!):
“afinal, sobre que paciente idoso estamos falando (e estudando)?” (Estariamos falando sobre
idosos frageis, quase-frageis ou razoavelmente saudaveis?)

Para avaliar a fragilidade dos controles idosos do presente estudo, utilizamos o conceito
que, atualmente, apresenta maior difusdo, o proposto por Fried ef al (180). Segundo tais autores,
a fragilidade representaria um estado de vulnerabilidade fisiologica, relacionada a idade,
produzida por uma reserva homeostatica debilitada e uma capacidade reduzida do organismo de
enfrentar situagdes de estresse. O grupo de Fried validou um conjunto de cinco variaveis
associadas ao chamado fendtipo de fragilidade (180), que mostrou-se capaz de identificar
idosos com risco elevado de desenvolver eventos adversos. Este declinio na reserva funcional
ocorre em multiplos sistemas fisioldgicos, mas as alteragdes neuromusculares sdo centrais na
chamada Sindrome de Fragilidade e resultam em sarcopenia, distirbio na regulacdo neuro-
enddcrina e disfungdo imunologica.

Os individuos idosos saudaveis analisados no presente projeto foram selecionados
segundo o protocolo SENIEUR (apenas com a transgressdo de também incluirmos individuos
entre 65 ¢ 70 anos de idade) e submetidos a uma estimativa quanto aos indicadores de Fried
(180,181). Observamos uma reunido de individuos presumivelmente frageis e relativamente
saudaveis (portadores de patologias cronicas benignas, com maior ou menor grau de limitagao,
mas sem preenchimento de critérios para fragilidade), em que apenas ndo estavam presentes
evidéncias de infeccdo, doengas inflamatérias cronicas, disfungdes orgédnicas importantes,
neoplasias malignas avancadas, imunodepressdo e/ou imunossupressdo. Essa amostra pareceu-
nos mais ilustrativa do real impacto do fendmeno da senescéncia — entendido como
envelhecimento normal ou “quase normal” — sobre o sistema imune. Se assim ndo fosse,
provavelmente estariamos falando do comportamento do sistema imune dos idosos frageis, de
centendrios e demais individuos submetidos a um envelhecimento com éxito (nonagenarios,
octagenarios, etc) ou de qualquer grupo particular de idosos, e ndo da maioria dos pacientes

idosos que porventura desencadeiam processos sé€pticos.
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Em razdo dos resultados obtidos nessa amostra em particular, podemos apenas especular
sobre o impacto funcional da observada redu¢do idade-dependente na expressao de mHLA-DR.
Dados os critérios de exclusdo e a reunido de uma parcela significativa de idosos nao-frageis, ¢
clinicamente improvavel a hipotese de que a reducdo na expressdo de mHLA-DR seja um
marcador de fragilidade ou de predisposicdo ao adoecimento. Nossos achados também falam
contra a hipodtese original de inflamm-aging (107), ajustando-se melhor a teoria revisada,
segundo a qual um envelhecimento exitoso e robusto envolve o desenvolvimento de alguma
atividade de rebote antiinflamatéria (108). Em concordancia com essa visdo, ¢ possivel que a
exclusdo de individuos inflamados (com doengas auto-imunes, por exemplo) e a resultante
selecao de individuos cujos envelhecimentos se deram em relativa saude produziram, em nosso
estudo, vieses no sentido de um fendtipo antiinflamatorio.

A correlacdo significativa entre as expressdoes de HLA-DR e CD64 em mondcitos nos
individuos idosos saudaveis arrolados no presente estudo (r = 0,74; p < 0,001) sugere a presenca
de multiplos mecanismos fisiologicos concurrentes, apesar de inumeros biomarcadores
(interleucinas, interferons, fatores de crescimento, hormonios e outras moléculas) estarem
envolvidos e possuirem frequentemente efeitos antagdnicos. Em consondncia, apesar de os
efeitos da sepse terem sido antagdnicos sobre as expressdes monocitarias de HLA-DR
(diminuidas) e CD64 (aumentadas), ainda foi possivel detectar uma correlagdo positiva
significativa (apesar de mais fraca; r = 0,62; p < 0,05) entre idade e expressdes moleculares de
tais biomarcadores nos pacientes sépticos — isto ¢, os niveis de CD64 eram mais elevados nos
pacientes que possuiam maiores expressoes de mHLA-DR, possivelmente indicando uma maior
reserva ou capacidade do sistema imune para reagir ao estresse infeccioso (figura 4B do artigo
2).

Finalmente, podemos — e devemos! — refletir sobre quais contribuigdes a presente tese
pode representar no estudo da interse¢@o entre sepse e imunossenescéncia, € para quais novos
rumos (ou campos do saber cientifico) ela aponta. Em primeiro lugar, provavelmente a
contribuicdo mais relevante do presente estudo ¢ a defini¢do de um limiar discriminatorio entre
os efeitos da imunossenescéncia e da imunoparalisia da sepse, com base nos achados da
expressao de dois biomarcadores (HLA-DR e CD64) a citometria de fluxo. Para tanto, dada
uma razoavel superposi¢cdo das expressdes quantitativas de ambos marcadores entre individuos
idosos saudaveis e pacientes sépticos, curvas ROC foram geradas para permitir o célculo de
valores de cutoff (para ambos marcadores) que permitissem a distingdo entre alteragdes
associadas ao envelhecimento e respostas do sistema imune inato associadas ao fenotipo da

imunoparalisia da sepse. Um valor arredondado de cutoff de 9.700 m/c para mCD64 e de 7.000
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m/c para mHLA-DR forneceram as melhores combinagdes de sensibilidade e especificidade
para a discriminacao entre as condi¢des. Embora, ndo exista um valor de referéncia estabelecido
para 0 mCD64, o nivel de corte do mHLA-DR (com metodologia Quantibrite) encontra-se bem
abaixo do limite inferior previamente estabelecido como normal e proximo ao limite proposto
para defini¢do da imunoparalisia (< 5.000 m/c [165,166]).

Em segundo lugar, parece-nos cada vez mais evidente que a heterogeneidade do
comportamento imunologico dos pacientes sépticos, particularmente em torno da dualidade
SIRS versus CARS, certamente culminard no indispensavel desenvolvimento de um modelo
multivariado que seja suficientemente sensivel e especifico na capacidade de reconhecer o
comportamento dominante do sistema imune em cada momento em particular, durante a
evolucdo clinica de cada paciente. Provavelmente, uma segunda versdo do sistema PIRO,
aprimorada pela inclusdo de varidveis imunoldgicas — como expressao de HLA-DR e CD64 em
mondcitos ou outros marcadores integrativos de imunocompeténcia — resultara num modelo
pratico preditor de escolhas terapéuticas a beira do leito. Esse fascinante campo de pesquisa
motiva-nos a prosseguir em uma provavel extensao do presente trabalho.

A terceira conseqiiéncia imediata da presente pesquisa relaciona-se a inegavel
necessidade de intervengdes sobre a realidade vigente em nosso hospital universitario,
particularmente no que tange aos obstaculos identificados para a efetiva implementagao das
recomendacdes estabelecidas pela Surviving Sepsis Campaign. Se nem todas as intervengoes
relacionadas podem, em curto prazo, ser colocadas em pratica, pelo menos devemos buscar
conscientizar a comunidade de assisténcia do HUPE no sentido de otimizarmos a velocidade de
aplicagdo de intervencdes de custo relativamente baixo, como o protocolo de ressuscitagdo
volémica e a antibioticoterapia precoce adequada.

Por fim, como idosos saudéaveis sdo a excecdo, ndo a regra, pecisaremos examinar o
perfil dos biomarcadores analisados em idosos frageis, portadores de uma elevada carga de
doengas cronicas, uma vez que ¢ exatamente esse grupo o segmento da populacao cujas taxas de
internag¢do em UTIs crescem mais rapidamente. No momento, ja estd programada uma extensao
do presente estudo direcionada a avaliar o comportamento imunoldgico em idosos frageis. As
particularidades clinicas dos pacientes idosos sépticos tornar-se-o cada vez mais reconhecidas,

seja em seu estado imune, seja no grau de sua incapacidade cronica.

VI. CONCLUSOES

Encontramos uma elevada incidéncia de sepse num grande hospital universitario de um pais de
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médio aporte de recursos econdmicos, que ja passou pela transicdo demografica;

* Demonstramos uma forte associagdo entre sepse € a existéncia de comorbidades cronicas;

* Identificamos varios obstaculos a efetiva implementagdo das recomendagdes da Surviving
Sepsis Campaign para um manejo otimizado da sepse, como:

o Dificuldades na répida identificagdo/reconhecimento dos pacientes sépticos — limitando
nossa capacidade de otimizar a ressuscitagdo volémica e o inicio rapido da
antibioticoterapia;

o Indisponibilidade da dosagem dos niveis arteriais de lactato ou outros biomarcadores do
estado da perfusao tissular;

o Escassez de leitos de terapia intensiva, determinando que o tratamento de pacientes
criticos seja mantido nas enfermarias do hospital;

o Elevada gravidade dos quadros de sepse, havendo, em relacdo a maioria dos estudos
epidemiologicos relevantes, uma maior propor¢do de pacientes com sepse severa €
choque séptico;

o Elevada prevaléncia de patogenos do grupo ESKAPE, que ¢ composto por agentes com
alta probabilidade de portarem padrdes de resisténcia multipla a antibioticos.

* Embora, em um curto prazo, ndo antecipemos uma solucdo para alguns desses problemas,
outros poderdo provavelmente ser resolvidos com alteragdes organizacionais relativamente
simples;

* Observamos correlacdes negativas, estatisticamente significativas e em intensidade moderada,
entre idade e intensidade de expressao molecular de HLA-DR (r = -0,62; p < 0,001) e CD64 (r
=-0,61; p <0,001) em mondcitos de voluntérios saudaveis (idosos e adultos de meia-dade);

* Durante a sepse, as expressdes de mHLA-DR e de mCD64 alteraram-se significativamente:

o A expressdo de mHLA-DR foi ainda mais reduzida — a mediana da expressao de mHLA-
DR nos pacientes sépticos (4.526 m/c [IQR 3.292 — 10.131]) foi menor que nos controles
idosos (11.614 m/c [IQR 9.154 — 19.556]; p < 0,01) e nos controles adultos de meia-idade
(25.182 m/c [IQR 16.526 — 34.850]; p < 0,001);

o A expressao de mCD64 foi supra-regulada — a mediana da expressao de mCD64 nos
pacientes sépticos idosos foi maior do que no grupo agregando todos os pacientes nao-
sépticos (14.332 m/c [IQR 10.108 — 38.426] versus 5.160 m/c [IQR 3.715 — 7.709]; p <
0,01), incluindo apenas os idosos relativamente saudaveis (4.778 [IQR 3.321 — 7.007]; p
<0,001).

* Constatamos que um valor arredondado de cutoff de 7.000 m/c para mHLA-DR forneceu a
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melhor combinacdo de sensibilidade e especificidade para a discriminagdo entre
imunossenescéncia e imunoparalisia da sepse;
Observados que um valor arredondado de cutoff de 9.700 m/c para mCD64 forneceu a melhor
combinagao de sensibilidade e especificidade para a detecgdo da sepse em idosos;
Embora mais estudos sejam certamente necessarios para confirmar tais achados sobre a nossa
capacidade de distinguir, através do comportamento de biomarcadores, entre a senescéncia do
sistema imune e os efeitos da sepse (incluindo seu impacto na conduta e progndstico), julgamos
provavel supor que poderemos atingir um estado tal de conhecimento em que, com base em
parametros estabelecidos e validados de intensidade de expressao de biomarcadores obtidos a
beira do leito, poderemos ter uma eficiente no¢ao do status de funcionamento do sistema imune
de cada paciente em particular, discriminando com seguranca inflamagdo de anti-inflamagao e
imunossenescéncia de imunoparalisia;
Conhecer o padrao normal da expressdao de biomarcadores (como mHLA-DR e mCD64) em
cada faixa etaria (como individuos idosos sob risco de desenvolvimento de sepse) representa
lidar com grupos de pacientes mais homogéneos, podendo tratamentos especificos ser
particularizados em sintonia com suas reais necessidades, em termos de comportamento imune
— passando os reais impactos de tais tratamentos a ser melhor definidos;

o Nesse momento, ndo mais cometeremos erros de ministrar tratamentos antiinflamatorios

a individuos imunossuprimidos, nem chegaremos a conclusdes indevidas por ndo

selecionarmos corretamente o0 momento adequado para cada intervencao.
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O fendtipo de monocitos foi avaliado através de um “Kit” (Becton-Dickinson -
QuantiBRITE Anti-HLA-DR PE / Anti-monocyte PerCP-Cy 5.5) que reconhece o antigeno de
histocompatibilidade maior classe II , sem reagdo cruzada com as moléculas HLA-DQ e HLA-
DP. O reagente “anti-monocyte PerCP-Cy 5.5” reconhece monocitos mediante duas marcagoes:
através do antigeno CDI14, identificando a maioria da populagdio de monocitos, ¢ pelo
reconhecimento de CD64, que se expressa em mondcitos e, em niveis baixos, em neutrofilos e
em uma subpopulacdo de células dendriticas.

O protocolo para avaliagao do fendtipo englobou as seguintes etapas: cada tubo de analise
recebeu 50 uL de sangue total e 20 pl do reagente QuantiBRITE Anti-HLA-DR PE/ Anti-
Monocyte Per CP-Cy 5.5, sendo, em seguida, incubado no escuro por 30 minutos.
Posteriormente, foi feita a lise de hemdacias com solugdo de lise. Apds 20 minutos, foi procedida
centrifugacdo a 1500 rpm em temperatura ambiente por 10 minutos, desprezando-se o
sobrenadante e sendo o depdsito ressuspenso em PBS. Apods nova centrifugagdo, com a mesma
rotagdo, retirou-se o sobrenadante e as c€lulas foram fixadas em paraformaldeido para leitura,
que foi feita em citometro de fluxo (FACScalibur Becton Dickinson) utilizando-se um método
quantitativo para a leitura de anticorpos ligados por célula, segundo recomendag¢des do
fabricante. Para melhor identificacdo dos mondcitos marcados com CD14 (PerCP-Cy), utilizou-
se, no grafico de regides, o canal de fluorescéncia FL3, que ¢ o canal onde se tem melhor

marcagao para o corante utilizado.

II. Expressao quantitativa de CD64

A expressao de CD64 foi avaliada em mondcitos a partir de um “Kit” Becton- Dickinson
(QuantiBRITE CD 64/ CD45 PerCP) que permite a identificacdo da glicoproteina FcyRI
(CD64) — que, como visto acima, é o receptor tipo I para a fracdo Fc da IgG — e de todos os
leucocitos presentes na amostra, através da deteccdo do CD45 (antigeno leucocitario comum).
Avaliou-se a mediana da intensidade de fluorescéncia de CD64 (anticorpo monoclonal marcado
com PE), com ajuste para a avaliacdo de sua expressao quantitativa.

Em cada tubo foi adicionado sangue total (50ul) e 20 uL do reagente “QuantiBRITE CD
64/CD 45 PerCP”. Seguiu-se incubagao no escuro por 30 minutos e lise de hemadcias, com
centrifugacdo, lavagem em PBS e re-suspensdo do deposito de células em paraformaldeido 1%
para leitura em citdmetro de fluxo. A técnica empregada permitiu a defini¢do das regides

especificas dos monoécitos. Novamente, da mesma forma que se utilizou o reagente PerCP na
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defini¢do de regides celulares, utilizou-se o canal FL3 de fluorescéncia para identificagdo das

células marcadas.

III.  Analise quantitativa de HLA-DR e CD64

Esta etapa permitiu uma estimativa quantitativa do nimero de anticorpos ligados a cada
célula. A partir de quantificagdo fluorescente baseada no Kit “QuantiBRITE PE” (Becton
Dickinson), que cont¢ém uma mistura de contas (beads) microscopicas marcadas em sua
superficie com ficoeritrina (PE) em quatro niveis diferentes de densidade, é possivel, com os
mesmos parametros de compensacdo e fluorescéncia do ensaio dos anticorpos monoclonais,

converter o eixo de FL2 no numero de moléculas PE ligadas por célula.

Utilizando-se relagdes fluorcromo-proteina conhecidas de PE para anticorpos (fornecidas
pelo fabricante do Kit), ¢ possivel converter moléculas de PE por célula para anticorpos por
célula, utilizando o programa CELLQuest, apés calibragdo com as contas CaliBRITE. A Figura
1A ilustra os graficos produzidos pelo software CELLQuest, revelando a deteccdo média de
eventos (em escala logaritmica — logjo) a citometria de fluxo — que permite o calculo da
expressao de moléculas HLA-DR e CD64 nas células estudadas — da amostra referente a um

dos individuos idosos relativamente saudaveis estudados.
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FIGURA 1. Gréaficos produzidos pelo software CELLQuest a citometria de fluxo do
controle idoso nimero 4 — em A, detecg¢do de eventos relativos a expressao de moléculas HLA-

DR em mondcitos; em B, deteccdo de eventos relativos as moléculas CD64 em monocitos.
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Esta tltima etapa foi realizada na Unidade de Citometria de Fluxo do Laboratério de
Imunopatologia (LIP) da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (FCM/UERYJ). Para tanto, foi utilizado o citometro de fluxo FACScalibur (Becton
Dickinson), utilizando-se um método quantitativo para a leitura de anticorpos ligados por

célula, segundo recomendagdes do fabricante.
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