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RESUMO

A sepse € uma disfuncdo organica aguda complexa potencialmente fatal
consequente de wuma sindrome de resposta inflamatéria sistémica
desencadeada por um quadro infeccioso. Os mecanismos subjacentes a
fisiopatologia da sepse que envolve processos dinamicos pro e anti-inflamatérios
ainda permanecem mal compreendidos. As células do Natural Killers (NK)
desempenham papel crucial na fisiopatologia da sepse, com intima relacdo aos
processos de inflamacdo exagerada decorrentes de sua resposta rapida e da
producao de citocinas pro-inflamatorias, como o interferon gama (IFN-Y’). Varios
estudos ja mostraram que as células NK tem seus niveis reduzidos no plasma
de sangue periférico de pacientes portadores de sepse. No entanto, nossa atual
compreensao dos mecanismos por tras do seu trafego celular, assim como, no
seu papel no desenvolvimento da doenca esta restrita aos estudos em modelos
animais de sepse. Neste estudo, buscamos comparar os niveis do subconjunto
de células NK humanas (CD56P"9" e CD569™M) no plasma de sangue periférico e
fluido de lavado broncoalveolar (LBA) de pacientes portadores de sepse
pulmonar. Realizou-se um estudo caso-controle constituido por 10 pacientes
saudaveis (controle) e 23 pacientes portadores de sepse pulmonar internados
em Unidades de Terapia Intensiva do Hospital Universitario Cajuru da Pontificia
Universidade Catélica do Parand no periodo de 2013 a 2015. Embora
pudéssemos confirmar observacfes anteriormente descritas de linfopenia do
plasma de sangue periférico, ndo foram detectadas diferencas significativas nos
niveis de células NK no LBA desses pacientes. Em geral, esses achados
reforcam a evidéncia de que a reducdo dos niveis de células NK no plasma de
sangue periférico pode estar associada a mecanismos de morte celular e
apoptose consequentes da sepse.

Palavras-chave: Células Natural Killers; sepse pulmonar; linfopenia;
interleucinas; citocinas pro-inflamatorias; CD4; CD8; lavado broncoalveolar.



ABSTRACT

Sepsis is a complex systemic inflammatory syndrome, the most common
cause of which is attributed to systemic underlying bacterial infection. The
complete mechanisms of the dynamic pro- and anti-inflammatory processes
underlying the pathophysiology of sepsis remain poorly understood. Natural killer
(NK) cells play a crucial role in the pathophysiology of sepsis, leading to
exaggerated inflammation due their rapid response and production of pro-
inflammatory cytokines such as interferon gamma (IFN- Y'). Several studies have
already shown that NK cells undergo lymphopenia in the peripheral blood of
patients with sepsis. However, our understanding of the mechanisms behind its
cellular trafficking and its role in disease development is restricted to studies in
animal models. In this study, we aimed to compare the human NK cell subset
(CD56bright or dim) levels in the peripheral blood and bronchoalveolar lavage
(BAL) fluid of sepsis patients. We conducted a case-control study with a sample
size consisting of 10 control patients and 23 sepsis patients enrolled at the
Hospital Cajuru (Curitiba/PR, Brazil) from 2013 to 2015. Although we were able
to confirm previous observations of peripheral blood lymphopenia, no significant
differences were detected in NK cell levels in the BAL fluid of these patients.
Overall, these findings strengthened the evidence that peripheral blood
lymphopenia s likely to be associated with cell death as a consequence of sepsis.

Keywords: natural Kkiller cells; lung sepsis; lymphopenia; bronchoalveolar
lavage.
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1 INTRODUCAO

1.1 Definicdo de sepse:

A sepse é uma disfuncdo organica aguda potencialmente fatal causada pela
resposta inflamatoria sistémica e exacerbada do hospedeiro a infeccédo [1,2]. E
consequente de uma sindrome de resposta inflamatéria sistémica (SIRS)
desencadeada por um quadro infeccioso [3]. A sepse é severa quando ocorre alguma
disfuncdo organica como insuficiéncia renal, hepatica, pulmonar ou intestinal,
associada a hipoperfusdo e/ou hipotensdo e, se ndo prontamente revertida, pode
agravar-se e evoluir para o choque séptico, quando a hipotensao é refrataria a
reposicao hidroeletrolitica e ao uso de certas drogas vasoativas, levando a faléncia de
multiplos 6rgdos e sistemas (FMOS) com elevadas taxas de mortalidade [4]. Os
orgaos mais afetados na sepse e no choque séptico sdo os pulmdes, o sistema
cardiovascular e os rins [5]. A sepse ndo € uma doenca especifica, mas sim uma
sindrome que abrange uma patogenicidade ainda incerta que pode ser identificada

por diferentes sinais e sintomas clinicos, sem um teste diagnéstico “padrao ouro” [3].

1.2 Epidemiologia:

Na América do Norte, por exemplo, sdo constatados cerca de 750.000 novos
casos de sepse por ano, dos quais a maioria sdo admitidos em unidades de terapia
intensiva (UTI) e precisam de ventilacdo mecanica [5]. Pacientes portadores de sepse
apresentam indice de mortalidade global de 30 a 50% e elevados custos hospitalares
que podem chegar a 20 bilhdes de ddlares ao ano [6]. O choque séptico, devido a
elevada taxa de mortalidade (40% a 60%), € o foco da medicina intensiva atual, sendo
0 seu tratamento e, principalmente, a sua prevencéo, grande desafio [5]. Apesar de
todos os esfor¢os no seu tratamento clinico, representa a principal causa de ébito em
pacientes criticos [7]. A sepse € a décima principal causa de morte em paises de
primeiro mundo, representando mais de 210 mil mortes anuais nos EUA [8]. No inicio
da ultima década, a sepse foi a segunda causa de 6bito em UTIs ndo cardiolégicas e
a décima causa global de morte nos Estados Unidos com mortalidade hospitalar de

47%, porém, a partir de 2002, com a instituicdo da Campanha de Sobrevivéncia da



Sepse (Surviving Sepsis Campaign), houve reducéo de 25% da mortalidade de sepse
severa em 5 anos, ou seja, reducdo da mortalidade de 45,3% para 36,7%, devido as
recomendacdes do diagndstico e tratamentos precoces logo no inicio dos cuidados
intensivos UTI [4]. Porém, mesmo a reducdo da mortalidade observada atualmente
seus valores ainda permanecem inaceitavelmente elevados. A causa mais frequente
de morte em pacientes com sepse grave € a disfuncdo organica, sendo o sistema
respiratério responsavel por 28,4% dos casos de 0Obito, seguido pelo cardiovascular
(25,3%) e renal (23,1%). Houve reducéo da proporcédo dos pacientes com apenas uma
disfuncéo organica de 72,4%, em 1993, para 58,2%, em 2003; enquanto a propor¢ao
de pacientes com disfuncdo organica mdaltipla aumentou em 2,7 vezes durante o
mesmo periodo [9]. Uma estimativa revelou que a incidéncia de sepse global
aumentou 8,7% ao ano, de 82,7 para 240,2 casos por 100.000 hospitalizagbes entre
0s anos de 1979 a 2000 [10]. Com incidéncia de cerca de trezentos casos para cada
cem mil habitantes, representa a principal causa de internamentos em leitos de
unidade de terapia intensiva (UTI) [6]. No Brasil, sua incidéncia é de cerca de 30,5%
das admissodes hospitalares em UTI, com taxas de mortalidade na vigéncia de sepse
grave de até 34%, enquanto para os casos de choque séptico, a mortalidade varia de
52,2 a 65,3%, afetando pacientes com idade mediana de 65,2 anos, dos quais cerca
de 58,7% sao homens [11,12]. Embora as taxas de mortalidade hospitalar de sepse
tenham diminuido nos Ultimos 20 anos, a incidéncia de sepse parece estar
aumentando, variando de 900.000 a 3 milhdes de novos casos nos EUA por ano,

dependendo da metodologia epidemiolégica empregada [13].

1.3 Critérios diagnosticos:

Para seu diagndéstico € necessario que 0 paciente possua alguns critérios
definidos, além da presenca de infeccdo documentada ou fortemente presumivel
(tabela 1) [14]. A presenca de infeccdo pode ser documentada pela presenca de
culturas positivas de secre¢cdes como em infec¢des urinarias, peritonite, secrecdes
brébnquicas e/ou traqueais, hemoculturas, etc. Quando o quadro infeccioso é
presumivel, pois um patégeno pode nao ser isolado em até 50% dos pacientes, ha
necessidade de fortes indicios clinicos de presenca de alguma infeccédo de acordo

com as manifestacdes clinicas do paciente, como também alguma imagem radiologica



confirmatdria como, por exemplo, a de uma broncopneumonia observada em exames
radiograficos ou tomografia computadorizada de térax. A infeccdo pode ser definida
pela microbiologia identificada ou suspeita por leucécitos em liquidos estéreis,
perfuracdo de visceras abdominais, critérios radiograficos na radiografia de térax para
pneumonia mais secre¢des purulentas ou por alta suspeita de infeccdo baseada em
descobertas clinicas. O que também pode ser classificado de acordo com o modo de
aguisicdo, ou seja, adquirido da comunidade ou nosocomial, incluindo casos
originados dentro da UTI; da identificacdo dos agentes infecciosos, como pela forte
suspeita, resultados clinicos ou de imagem, identificacédo cirdrgica ou microbiolégica;
e localizacdo do 6rgéo especifico acometido [4]. E recomendado que sejam obtidas
culturas microbiologicas adequadas antes de iniciar a terapia antimicrobiana em
pacientes com suspeita de sepse ou choque séptico, se isso ndo resultar em atraso
no inicio dos antimicrobianos, o que pode agravar o risco de mortalidade. As culturas
podem ser obtidas do sangue, liquido cefalorraquidiano, urina, feridas, secrecdes
respiratérias e outros fluidos corporais, que podem ser obtidos por broncoscopia ou
cirurgia aberta [15]. Os agentes patogénicos mais comuns que causam choque
séptico sdo bactérias gram-negativas, gram-positivas e micro-organismos bacterianos
mistos, porém ha condicdes especificas que colocam o paciente em risco de
patbgenos atipicos ou resistentes, como a candidiase invasiva em pacientes
neutropénicos, ou infeccdes nosocomiais decorrentes do Staphylococcus aureus

resistente a meticilina (MRSA) e Enterococcus resistentes a vancomicina [15].

Devido a falta de especificidade de algumas variaveis e ao curso do tempo
variavel durante o qual alguns critérios clinicos aparecem, o diagnéstico de sepse é
muitas vezes fundamentado na histéria e evolucdo clinicas do paciente, o qual
apresenta sinais clinicos de SIRS, ou seja, febre ou hipotermia; taquipneia;
taquicardia; e leucocitose ou leucopenia, associada ou ndo a bastonetose. A
progressdo da doenca pode ser rapida, pois o diagnostico de infeccdo ndo €
frequentemente claro no curto prazo e a doenca grave pode levar o paciente
rapidamente a um estado de choque séptico letal [16]. Sua evolucdo para sepse
severa (tabela 2) é considerada na presenca de sinais de insuficiéncia organica, com
déficit de perfusdo, acidose metabdlica, oliguria e distarbios neurologicos [14]. O

choque séptico ocorre quando se institui uma hipotenséo persistente e refrataria a



reposicao hidrica adequada com necessidade de utilizacdo de drogas vasoativas

como dopamina, epinefrina ou norepinefrina.

Tabela 1. Critérios de diagnostico para sepse [14].

Infeccdo, documentada ou suspeita, e alguns dos seguintes:

Variaveis gerais:

Febre (> 38.3°C)

Hipotermia (temperatura corporal <36°C)

Frequéncia cardiaca >90bpm

Taquipnéia

Alteracdo do nivel de consciéncia

Edema significativo ou balanco hidrico positivo (>20 mL/kg durante 24 horas)
Hiperglicemia (glicemia >140mg/dL ou 7,7mmol/L) na auséncia de diabetes
Variaveis inflamatérias

Leucocitose (>12.000 leucocitos/pL) ou Leucopenia (<4000 leucécitos/pl)
Bastonetose (>10% de formas imaturas)

Proteina C reativa > 2x o valor normal

Procalcitonina plasmatica > 2x o valor normal

Variaveis hemodinamicas:

Hipotensao arterial (PAS < 90mmHg, PAM < 70mmHg, ou reducédo de PAS >
40mmHgQ)

Variaveis de disfuncéo orgénica:

Hipoxemia arterial (PaO2/FiO2 <300)

Oliguria aguda (< 0,5mL/kg/h por pelo menos 2 horas, apesar de reposicéo
liquida adequada)

Aumento da creatinina (> 0,5mg/dL ou 44,2umol/L)

Anormalidades de coagulacdo (RNI > 1,5 ou KPTT > 60s)

fleo adinamico (auséncia de sons intestinais)

Trombocitopenia (contagem de plaquetas <100.000/uL)

Hiperbilirrubinemia (bilirrubina total plasmatica > 4mg/dL ou 70umol/L)
Variaveis de perfuséo tecidual:

Hiperlactatemia (>1mmol/L)

Diminuigéo do enchimento capilar ou livedo reticular




PAS: presséao arterial sistélica; PAM: pressao arterial média; RNI: relacdo normalizada internacional;
KPTT: tempo de tromboplastina parcial ativada.

Tabela 2. Sepse severa [14].

Definicdo de sepse severa: hipoperfusao tecidual induzida por sepse ou
disfuncado orgéanica (qualquer uma das seguintes relacionadas a
infeccéo):

Hipotenséao induzida pela sepse

Lactato sérico acima do limite laboratorial superior normal

Débito urinario < 0,5mL/kg/h por mais de 2 horas, apesar de reposicao
hidrica adequada

Lesédo pulmonar aguda com PaO2/ FiO2 < 250 sem pneumonia como fonte
de infecgéo

Les&o pulmonar aguda com PaOz/ FiO2 <200 com pneumonia como fonte de
infeccéo

Creatinina > 2,0m /dL (176,8umol/L)

Bilirrubina > 2 mg/dL (34,2umol/L)

Contagem de plaquetas < 100,000/pL

Coagulopatia (RNI > 1,5)

PaO: (presséo parcial de oxigénio), FiO2 (fracdo de oxigénio inspirado), RNI (razdo normalizada

internacional).

A caracterizacdo e o diagnostico adequado dos pacientes com sepse
persistem como desafio na medicina atual e muitos estudos buscam por
biomarcadores da sepse, que podem estar relacionados com um painel de proteinas
desreguladas relacionadas com a producdao de citocinas inflamatorias [17,19]. A sepse
€ consequente de uma SIRS desencadeada por um quadro infeccioso em que
nenhum biomarcador recebe uma forte recomendacao para inclusdo nos critérios
diagnosticos devido a especificidade e/ou sensibilidade ndo serem muito elevadas. A
faléncia de multiplos 6rgaos e sistemas (FMOS) ocorre quando ha faléncia multipla de
orgdos com coagulacdo intravascular disseminada, com risco de 6bito eminente
[19,20]. Os sinais clinicos de FMOS geralmente ocorrem tarde e os marcadores
laboratoriais rotineiros, tais como PCR, lactato e pro-calcitonina, sédo de pouca ajuda

no diagnostico precoce de complicacbes graves, pois 0 aumento das suas



concentracdes é observado com maior frequéncia no inicio dos sintomas clinicos [18].
Porém, varios estudos demonstraram que concentra¢des plasméticas de mediadores
imunolégicos das respostas pro e anti-inflamatorias sé@o significativamente elevados
em pacientes com FMOS e geralmente precedem a ocorréncia de sintomas clinicos
em algumas horas, fendbmeno denominado "janela de diagnéstico imunoldgico” (Fig.
1) [21].

///, Resposta imunoldgica inata

/,/// Sintomas

clincos

/" FMOS5

Citocinas

Quimiccinas PCT, PCR
Eicosanoides Lactato
D-dimero

TLR
ROS f NO

nfeccdo® = - >l
EV«\IEP\ Janela de diagnastico 48-72h

Figura 1. Resposta inflamatoria em cascata. Decorrente de trauma e/ou infeccéao,

Tempo

incluindo indicadores imunoldgicos e a "janela de diagnéstico" (adaptado de
Binkowska AM, 2015) [21].

A mortalidade entre os pacientes com sepse foi correlacionada com
insuficiéncia organica ao longo do periodo da UTI. A disfungéo organica desenvolveu-
se frequentemente em pacientes com sepse e é 0 resultado de processos
inflamatorios deletérios que ocorrem em resposta aos germes invasivos. Como
exemplos de disfun¢cbes de érgaos comuns durante a sepse, pode-se citar funcdes
renais, respiratérias, cardiovasculares, cerebrais, hematologicas e hepaticas [16,21].
A FMOS pode ocorrer de forma precoce decorrente de distlrbios imunoldgicos
patolégicos observados na SIRS, como também, de forma mais tardia, decorrente do
desenvolvimento da sindrome de resposta anti-inflamatoria compensatéria CARS
(Fig. 2) [21,22].
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Figura 2. Dinamica das mudancas na resposta SIRS (Sindrome da Resposta
Inflamatoria Sistémica) e CARS (Sindrome da Resposta Anti-inflamatoéria Sistémica)
ao trauma e infeccdo, incluindo as reacgdes fisiologicas e patolégicas (adaptado de
Binkowska AM, 2015) [21]. FMOS (Falénica de Muiltiplos Org&os e Sistemas).

A medicao de biomarcadores circulantes via um perfil relativamente simples
de uma matriz de citocinas e / ou células circulantes adequadas pode ser um método
pratico para descrever o estado imunoldgico e inflamatério de um paciente séptico, o
gue pode ser ainda mais fidedigno na identificacdo de pacientes de alto risco de morte
se combinado com os sistemas atuais de escores, tais como APACHE Il (Acute
Physiology and Chronic Health Evaluation), SOFA (Sequential Organ Failure
Assessment) e MEDS (Mortality in Emergency Department Sepsis) [13,23]. Na sepse
o escore global médio do APACHE Il foi de 18 + 9; para sobreviventes 15 + 8 e para
nao sobreviventes, 24 + 9 [23]. Os escores APACHE Il foram associados de forma
significativa com 6bito e um escore mais alto estava associado a maior probabilidade
de Obito, porém estudos demonstram que seu uso de forma isolada € um instrumento
de progndstico de mortalidade controverso. Assim como o0 escore de SOFA,
relacionado com o indice de mortalidade global, apresentou indices médios para
SIRS, sepse, sepse grave e choque séptico foram 3,99, 2,65, 4,90 e 8,12,
respectivamente [23]. Critérios clinicos para identificacdo de pacientes sépticos
usando o escore SOFA foram recentemente publicados, em que um aumento do
SOFA = 2 estd associado a sepse, enquanto no choque seéptico, apesar da

reanimacao com liquidos, o0 paciente necessita de vasopressores para manter a



pressao arterial = 65 mm Hg e lactato sérico = 2 mmol/l [2]. Porém, como a precisao
é diretamente relacionada com a fase da sepse, a auséncia ou baixos niveis de
biomarcadores pode ser preponderante como alerta na maioria dos pacientes [23].
Como também, TNF-q, II-1B e IL-6 ndo sdo considerados biomarcadores "padréo-
ouro" de sepse devido a sua meia-vida curta [25]. Por exemplo, demonstrou-se que a
sepse fungica em recém-nascidos estd associada ao aumento substancial das
concentracbes plasmaticas de IL-6 e TNF- a, quando comparado com a sepse

bacteriana [26].

1.4 Fisiopatologia:
1.41 Resposta normal a infeccao:

A resposta normal do hospedeiro a infec¢éo envolve um processo complexo,
porém localizado, que controla a invasé@o bacteriana ao mesmo tempo em que realiza
um reparo tecidual. Inicia-se com a ativacéo de células do sistema imunoldgico inato
gue reconhecem e se ligam a componentes microbianos invasores. Os leucécitos sédo
considerados as principais células da resposta imunoldgica inata, compostos pelos
mondcitos, macréfagos, neutrofilos, eosindfilos e basofilos [27]. A ativacdo da
imunidade inata € realizada pelos receptores de padrées de reconhecimento (pattern
recognition receptors - PRRs) presentes na superficie das células imunolégicas,
capazes de reconhecer e se ligar a padrdes moleculares associados a patdgenos
(microbial-associated molecular patterns - PAMPs) assim como a padrbes
moleculares associados ao dano (pathogen-associated molecular patterns - DAMPS)
liberados nos tecidos infectados, o que inicia uma série de etapas que resultam na
fagocitose e morte de bactérias invasoras, assim como fagocitose de detritos de tecido
danificado. Os PRR mais estudados sdo os TLRs (toll-like receptors), particularmente
o TLR-4, identificado como o receptor de lipopolissacarideo (LPS), um composto de
parede de bactérias gram-negativas, importante na resposta do hospedeiro as
endotoxinas bacterianas [27]. Em consequéncia, ha liberagcdo de citocinas proé-
inflamatorias pelos macrofagos envolvidos na resposta inflamatéria do hospedeiro,
como o fator alfa de necrose tumoral (TNF-a) e a interleucina 1 (IL-1); algumas
guimiocinas como a molécula 1 de adeséo intercelular (ICAM-1) e a molécula 1 de

adeséao celular vascular (VCAM-1); assim como, ocorre a liberacdo de 6xido nitrico



(NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) [28,29]. Esta resposta também leva ao
recrutamento de células inflamatdérias adicionais, como leucdcitos, porém de forma
equilibrada, envolvendo mediadores pré-inflamatérios e anti-inflamatérios que

suprimem o agente infeccioso e restauram a homeostase com a cura do tecido [23].
1.4.2 Resposta exacerbada a infeccdo observada na sepse:

Quando ha liberacdo de mediadores pro-inflamatérios em resposta a infeccao
que extrapolam os limites locais de forma incontrolavel, levando a uma resposta
generalizada e sistémica, ocorre o desenvolvimento da sepse [3]. Além de resposta
inflamatdria exacerbada na tentativa de eliminar agentes patogénicos invasores, ha
também desequilibrio entre as respostas pro e anti-inflamatérias do hospedeiro com
intensa liberacéo de citocinas, conhecida como "tempestade de citocinas", resultado
da SIRS que pode surgir logo no inicio dos processos de estabelecimento da sepse
[2,30,31]. A toxicidade e toxinas das células de microrganismos, além dos efeitos das
citocinas liberadas, induzirdo uma grande quantidade de morte celular que liberara
DAMPs cuja cascata de ativacdo amplificada serd iniciada e rapidamente
independente de qualquer estimulo proveniente do micro-organismo invasor, pois a
liberacdo de citocinas inflamatdrias induzira nova producao e liberagédo de citocinas
que, por sua vez, causara danos nos 0rgdos e Orgdos [28]. Esta resposta do
hospedeiro desregulada conduz a uma falha na homeostase circulatéria que induz a
disfuncéo e faléncia organica, que determina os sintomas do paciente e o0 curso clinico
da doenca [31]. Na fase inicial, a inflamacdo é muitas vezes uma sindrome
predominantemente local que pode apresentar uma resposta sistémica transitéria
mais ou menos pronunciada, porém com a instituicdo da SIRS, quando a inflamacéo
€ exacerbada e se torna sistémica, h4 um quadro potencialmente prejudicial tendendo
a instabilidade circulatoria por vasodilatacdo devido a producédo de éxido nitrico e a
insuficiéncia micro circulatéria continua que predispbe a uma faléncia de multiplos
orgéos e sistemas (FMOS) [29,31].

O termo "tempestade de citocinas" refere-se a uma reacdo imunologica
potencialmente fatal consistindo em um ciclo de feedback positivo entre citocinas e
células imunoldgicas. Quando o sistema imunoldgico esta atuando contra patégenos,
as citocinas sinalizam células imunolégicas, como linfécitos e macrofagos, para

direcionarem-se ao sitio inflamatorio, como também ativam estas mesmas células
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estimulando uma producédo adicional de mais citocinas efetoras o que pode tornar-se
incontrolavel e quantidades imensas de células imunoldgicas podem ser ativadas em
um infimo espaco de tempo, danificando os 6rgédos préoximos, como também, apés
atingirem a corrente sanguinea, podem induzir danos aos 6rgaos remotos onde ativam
mais células inflamatérias que alimentam uma intensa inflamacdo sistémica,
descontrolada e frequentemente irreversivel [7]. Portanto, este conceito descrito como
“tempestade de citocinas” foi proposto para ilustrar os efeitos deletérios de uma
resposta inflamatéria descontrolada que desencadeia a producdo exacerbada,
sistémica e potencialmente letal de citocinas, que pode resultar em disfuncéo ou falha
organica, onde IL-18 e TNF-a atuam em sinergismo desde o inicio deste evento
inflamatdrio [32,33]. Essas citocinas aumentam a atividade pré-coagulante das células
endoteliais vasculares, ativam os neutréfilos e aumentam a expressdo de moléculas
de adesao, promovendo o recrutamento de leucdcitos, a alteracdo do epitélio e as

lesBes teciduais durante a sepse [23].

Na vigéncia de SIRS podem ocorrer lesbes celulares generalizadas
precursoras da disfung&o organica que muitas vezes acomete os pacientes portadores
de sepse, 0 que pode estar relacionado com mecanismos de isquemia tecidual por
déficit de oxigénio; lesdo celular direta por mediadores pro-inflamatérios e/ou outros
produtos de inflamacéo; e desequilibrio nos mecanismos de apoptose por morte
celular programada [6]. Apoptose € uma caracteristica proeminente da sepse e pode
desempenhar papel vital na sua fisiopatologia. Embora a morte celular no sistema
imunoldgico adaptativo possa ser benéfica para o hospedeiro, reafirmando a resposta
inflamatoria a sepse, a perda extensiva de células imunoldgicas pode comprometer a
capacidade do hospedeiro de atuar contra os patdgenos invasores, levando a um
comprometimento das respostas imunoldgicas e aumento da mortalidade. Por outro
lado, ha um maior indice de morte de células parenquimatosas, incluindo as células
epiteliais intestinais e pulmonares, com comprometimento da funcédo de barreira, o
que predispOe a translocacéo bacteriana intestinal, reduz as defesas naturais contra
patdogenos pulmonares e aumenta a apresentacdo de antigenos aos linfaticos

associados ao intestino potencializando ainda mais a resposta imunoldgica [7].

Embora seja necessaria uma resposta inflamatéria localizada para a

depuracdo da infeccdo, a falha de mediadores anti-inflamatoérios para controlar o

hY

processo inflamatorio pode levar a disfuncdo endotelial difusa com trombose
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microvascular e aumento da permeabilidade celular, permitindo uma maior
disseminacgéao local e sistémica tanto dos agentes patogénicos quanto das citocinas
pro-inflamatorias [29,30]. Além disso, foi observado que, seguindo num curso de
tempo variavel, os pacientes que sobreviveram a SIRS inicial podem evoluir para um
estado imunossupressor e anti-inflamatério durante o estagio posterior da sepse,
descrito como sindrome de resposta anti-inflamatéria compensatéria (CARS),
consequéncia do estado imunoldgico proé-inflamatorio inicial do corpo durante a sepse,
levando a uma resposta imunoldgica adaptativa defeituosa que torna os pacientes
suscetiveis a infeccbes nosocomiais secundarias responsaveis por sua morte, o que
ocorre de forma mais intensa e rapida em pacientes idosos portadores de
comorbidades significativas e pacientes cirurgicos e politraumatizados inflamatorio
[34,35,36,37]. Portanto, nos casos mais graves de infeccao, isto €, durante a sepse,
h& um excesso de liberacdo de citocinas pro-inflamatoérias e mediadores inflamatorios
por leucécitos ativados, células epiteliais e células endoteliais, decorrentes da
"tempestade de citocinas", com efeitos deletérios, como disfuncdo organica, podendo
levar a Obito [6].

1.4.3 Resposta endotelial:

Sabe-se que as células endoteliais vasculares emergiram como regulador
dindmico da homeostase vascular, na medida em que ndo tém apenas funcédo de
barreira para restringir o movimento de agua, gases, proteinas e células sanguineas
entre 0s compartimentos intravasculares e intersticiais, pois também produzem e
secretam ativamente mediadores que regulam ampla gama de processos fisiol6gicos
e patolégicos, como o tdnus vasomotor, angiogénese, inflamacéo e coagulacao, o que
pode ser afetado como também desregulado na sepse, levando a distUrbios
hemostéaticos, aumento do trafego de leucdcitos, amplificacdo da inflamacao,
alteracdo do tbnus vasomotor e perda de funcdo de barreira [30]. Ocorre alteracdes
na microcirculacéo caracterizadas por perfusao heterogénea de tecidos com prejuizo
na sua oxigenacédo, gerando areas de tecido com hipoxia, mesmo na presenca de
fluxo sanguineo preservado, o que potencializa a faléncia de certos 6rgéos, podendo
a lesédo celular endotelial ser considerada uma causa primaria de dano organico

induzido pela sepse [21].
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Embora as células endoteliais normalmente possuam propriedades
anticoagulantes que previnem a ativacao e agregacao de plaquetas, na vigéncia de
sepse, elas estao envolvidas em vias patogénicas que levam a alteracdes patologicas
da coagulacdo, com predisposicao a formacao de trombos, disturbios dos processos
de coagulacéo e fibrindlise prejudicada [25]. A proteina C anticoagulante natural &
ativada na superficie da célula endotelial quando a trombina se liga a trombomodulina,
uma glicoproteina transmembrana que transforma a trombina em potente ativador da
proteina C. Na sepse, o sistema de proteina C é prejudicado, possivelmente devido a
reducao da sintese e aumento do consumo de proteina C, assim como da diminui¢cao
da sua ativacao, resultante da menor expressao endotelial da trombomodulina e dos
receptores de proteina C endotelial (down regulation). Na sepse, a glicoproteina pro-
coagulante do fator tecidual (TF) pode ser liberada ndo apenas por mondcitos e
macrofagos, mas também por células endoteliais, enquanto que o inibidor da via TF,
predominantemente expresso pelas células endoteliais, € inibido funcionalmente pela
sintese reduzida de glicosaminoglicanos nas superficies endoteliais [30]. Além disso,
as plaguetas servem como potente amplificador da cascata de coagulacdo e a
formacdo de trombo pode ser ainda facilitada por armadilhas extracelulares de
neutréfilos (NETS) liberadas de neutréfilos ativados. A formacdo de trombo
microvascular pode resultar em isquemia de tecido, hipoperfusdo de érgaos e falha
no sistema de mudltiplos érgaos [33]. Vale ressaltar que os NETs podem nao sé
fornecer um andaime para a formacdo de trombos, mas também induzir a morte
celular endotelial, efeito que parece ser mediado por proteases relacionadas com
NETs ou proteinas catidnicas, como defensinas e histonas [7]. Portanto, a lesédo
celular vascular endotelial parece ser evento chave da patogénese da sepse, pois com
sua ativacdo, promovem um estado pré-coagulante, antifibrinolitico e pré-adesivo,
levando a mudancas na hemostasia, trafego de leucécitos, inflamacéo, funcdo de
barreira e microcirculacdo cuja interrupcdo da integridade endotelial e do
funcionamento pode desempenhar um papel critico predispondo o desenvolvimento

de disfuncéo organica associada a sepse.
1.4.4 Ativacao de citocinas:

As citocinas podem ser produzidas por ampla gama de células, mas os
produtores predominantes sdo macréfagos e células T auxiliares. As citocinas podem

atuar sobre as células que as secretam, de forma autécrina; nas células e nos tecidos
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préximos, de forma paracrina; e em células distantes, de forma enddcrina, sendo que
muitas vezes séo produzidas em cascata, ou seja, a citocina produzida estimula suas
células alvo a produzir citocinas adicionais, desempenhando agfes pleiotroficas na
regulacdo da imunidade inata e adaptativa [16]. As citocinas podem ser divididas em
varias categorias: interleucinas, quimiocinas, interferons, fator alfa de necrose tumoral
e fatores de crescimento, porém as interleucinas sdo o grupo mais importante de
citocinas liberadas durante os processos infecciosos, das quais as interleucinas proé-
inflamatorias devem ser responsaveis pela ativacéao celular, dano tecidual e necrose,
enquanto as anti-inflamatérias visam amortecer e finalmente reverter o processo
inflamatdrio [26,27]. As citocinas pro e anti-inflamatorias séo liberadas precocemente
na sepse de forma a manifestar sinais de imunossupressao no estagio agudo de
doenca, evidenciando-se que a sepse nao progride ao longo de um padrao de doenca
pré-estabelecida, mas como processo biolégico dinamico em que pode alternar entre
hiperatividade imunolégica ou imunossupressdo e um desvio inadequado da
homeostase em qualquer direcdo pode resultar em morte [24]. As citocinas pro-
inflamatoérias induzidas pela detec¢cdo microbiana induzem a producdo de varios
outros mediadores, tais como fosfolipase A2, ciclo-oxigenases, lipoxigenases,
eicosandides e fator ativador de plaquetas. Esses fatores atuam via receptores
associados a proteina G e mantém a inflamacao, aumentam o fluxo sanguineo, a
tonicidade vascular e a permeabilidade [31]. Além disso, as espécies reativas de
oxigénio (ROS) séao liberadas durante o processo de inflamacdo, como o anion
superoéxido, produzido pela NADPH oxidase, que oxida e altera proteinas e acidos
graxos insaturados de lipidios; e o 6xido nitrico (NO), produzido pela NO sintetase
induzivel (NOi), que contribui para a lesédo microvascular, hipo-reatividade vascular e

disfuncéo organica por inducédo de apoptose [16].

As citocinas pré-inflamatérias sdo determinantes na patogénese da sepse,
mesmo ndo havendo consenso dos mediadores mensuraveis na corrente sanguinea,
assim como dos reais mecanismos envolvidos tanto na progressao da doenga, quanto
no estabelecimento de um estado anti-inflamatério compensatorio [38]. Sabe-se que
o0 sistema neuroenddcrino também € ativado para produzir glicocorticoides circulantes,
gue podem interferir negativamente com o sistema imunoldgico [16]. Paralelamente a
resposta inflamatéria, uma série de citocinas anti-inflamatorias e receptores soluveis

também sao produzidos, 0os quais estdo envolvidos na supressdo da resposta
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imunologica subsequente a sepse, 0 que pode ter efeito protetor contra o choque e a
inflamacéo sistémica. Porém, se esta resposta anti-inflamatoéria for muito intensa e
prolongada pode haver danos ao individuo, o que pode ser observado com a CARS
[35,36]. Portanto, com a instituicdo da sepse, a primeira fase é predominantemente
relacionada a SIRS e associada a liberacdo excessiva das citocinas pré-inflamatérias
(IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a) na corrente sanguinea, enquanto a segunda fase da
resposta imunoldgica é caracterizada por CARS e é mediada pela secrecdo de
citocinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-10) [27]. Os mecanismos imunoldgicos primarios
incluem acentuada estimulacdo da cascata inflamatéria com regulacdo positiva das
citocinas inflamatérias, tais como TNF-a, IL-1 e IL-6, seguida por instabilidade
hemodindmica secundéaria a vasodilatacdo e a desregulacdo da coagulacdo e da
fibrindlise, contribuintes fundamentais para hipoperfuséo tecidual e lesdo orgéanica
[20].

Entre as numerosas citocinas pro-inflamatérias estudadas durante a sepse,
IL-183, IL-6, IL-12 e IL-17 s&o de importancia crucial. A IL-1B, também conhecida por
catabolina, atua pela ativacdo do receptor de IL-1 que leva ao aumento da atividade
do fator nuclear kB (NF-kB) com promocao da cascata de amplificacdo que induz a
sintese de varios genes inflamatdrios tais como IL-6, IL-8, MCP-1, COX-2, IL-1a, IL-
18 e MKP-1 [28]. O NF-kB desempenha papel central nos processos da inflamacéo
através da sua capacidade de induzir a transcri¢cdo de genes pré-inflamatorios. NF-kB
€ ativado por uma grande variedade de estimulos incluindo patégenos microbianos,
gue séo reconhecidos pelos TLRs e citocinas inflamatérias, que sdo reconhecidos por
seus receptores de membrana especificos, como o receptor de TNF-a [28]. Em células
quiescentes, o NF-kB reside como um complexo citoplasmatico latente ligado a sua
proteina inibitéria (IkB). Os estimulos imunolégicos, como a endotoxina,
desencadeiam uma série de eventos de sinaliza¢do que culminam com a liberacdo de
NF-kB que conduz a regulacdo da sintese de multiplas moléculas inflamatérias por
sua acdo no DNA nuclear, tais como TNF-aq, IL-6, ciclo-oxigenase 2 (COX-2), 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS) e moléculas de adesdo [7]. Durante a sepse, as
concentracbes plasméticas de IL-18 mostraram ser maiores em pacientes que
morreram do que em sobreviventes, sugerindo associacdo de elevadas

concentragdes de IL-13 com maus resultados na sepse [28].



15

A IL-6, cuja principal fonte sdo os macrofagos teciduais, € fortemente induzida
durante a sepse e possui algumas propriedades anti-inflamatorias, pois induz a
liberacdo de proteinas de fase aguda, como proteina C reativa (PCR), que limita a
inflamacé&o. Mas, ao mesmo tempo, a IL-6 também pode induzir insuficiéncia cardiaca
durante a sepse meningocécica [39]. As proteinas de fase aguda séo constituidas por
uma grande quantidade de antagonistas dos receptores e receptores sollveis, tais
como a IL-1Ra; proteina de ligacdo a lipopolissacarideos (LBP); CD14 soluvel; e
receptores soluveis de TNF. Suas concentracdes plasmaticas aumentam durante a
sepse, mas ainda nao esta claro se esta regulacao positiva é suficiente para suprimir
as citocinas pré-inflamatérias [30]. Concentracdes elevadas de IL-6 foram observados
em muitas doencas inflamatérias, como doencas cardiovasculares, doencas
autoimunes ou cancer e, da mesma forma que a IL-1B, concentracdes
consistentemente elevadas de IL-6 mostraram-se associados a gravidade da sepse,
estando as concentracfes mais altas associadas aos piores resultados. A contribuicédo
exata da IL-6 para a sepse ainda esta sob investigacéo e possivelmente esté ligada a
ativagdo da via do complemento com extravasamento capilar [28]. A IL-12 também é
elevada durante a sepse, sendo produzida por células dendriticas, macrofagos e
células linfoblastoides e induz a diferenciacao de células T em células do tipo 1 (Thl),
além de ativar as células NK, originando grande quantidade de INFy [26]. O IFN-y é
produzido principalmente por células T CD4 e CD8, como também em menor
guantidade pelas células NK, sendo usualmente usado para definir células tipo Thl.
O INF-y promove a resposta inflamatoria durante a sepse, porém sua producéo pode
ser atenuada na sepse, provavelmente devido a reducdo da resposta dos linfécitos
durante o estado imunossuprimido [28].

As interleucinas anti-inflamatérias mais estudadas séo IL-1RA, IL-4 e IL-10. A
IL-1RA é secretada por células imunolégicas ou células epiteliais e liga-se a IL-1R,
blogueando assim a acao dos sinais inflamatorios IL-1a ou IL-1B. A IL-4 é produzida
principalmente por células T e promove a proliferacdo de células B e T e uma mudanca
das células T para um perfil Th2, porém seu papel na sepse esta nao foi ainda bem
definido [28]. IL-10 é a citocina anti-inflamatéria central com capacidade de bloquear
a producéo de citocinas inflamatorias por células mieloides, células NK e células T
sendo que a presenca de elevadas concentracdes esta associada a imunossupressao

induzida por septicemia [29]. IL-10 e TGF-$1 sdo duas importantes citocinas anti-
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inflamatorias observadas na sepse experimental e humana, com alto potencial inibidor
de leucdcitos e seu aumento tem sido associado a mau prognéstico e déficits de
imunidade na sepse [40,41,42]. A IL-10 foi inicialmente descrita como fator inibidor de
sintese de citocinas produzido por células T helper (Th) 2 para inibir células Thl [43].
Porém os efeitos anti-inflamatorios da IL-10 incluem a prevencao da producao de
moléculas inflamatérias tais como IFN-y, IL-1B, IL-8, IL-12, TNF-a e ROS por
monécitos e macrofagos [44]. As concentragBes plasmaticas de IL-10 foram
encontradas aumentadas nos pacientes com sepse e determinou-se que seus altos
niveis plasmaticos estéo relacionados a maior gravidade e FMOS [45]. O TGF-B1, que
regula a ativacdo imunoldgica de leucdcitos, é altamente produzido por células T
reguladoras (Treg) ativadas e também é um fator obrigatério para a sua propria
diferenciac@o celular [46]. Células Treg S&0 convencionalmente classificadas como
células da "imunidade adaptativa”, com capacidade de ativacao e proliferacéo rapidas
gue confere Ihes influéncia direta a imunidade inata, sendo geralmente representados
pela expresséo dos seus receptores CD3, CD4, CD25 e o fator de transcricdo Foxp3.
As células Treg fornecem citocinas essenciais que suprimem a resposta de outras
células imunologicas. A importancia dessas citocinas anti-inflamatérias foi
demonstrada experimentalmente, ja que a neutralizagdo de TGF-f1 ou IL-10
promoveu diminuicdo de células Treg, restauracdo da populacdo de células T CD4*
esplénicas e melhores taxas de sobrevida em estudos experimentais com

camundongos sépticos [47].
1.45 Papel das células NK:

As células NK sdo uma classe de linfécitos com capacidade de vigilancia,
citotoxicidade e producao de citocinas. Sao linfocitos granulares grandes capazes de
reconhecer e induzir a morte de células anormais ou infectadas e também fonte
importante de citocinas. A atividade de citotoxicidade contra células anormais foi
descrita pela primeira vez por Miller e colaboradores em 1971, quando notaram que
células esplénicas de ratos podiam "naturalmente" identificar e matar células tumorais
in vitro, sendo que o conceito de um subconjunto de leucécitos denominados células
assassinas naturais (NK) foi descrito alguns anos depois [48]. Poucos anos depois, a
célula NK correspondente humana foi identificada em citometria de fluxo utilizando-se
0os marcadores CD3/CD56* [49]. O repertério do receptor de células NK confere um

status de vigilancia eficiente para distinguir rotineiramente células saudaveis e
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anormais, sendo diretamente ligado ao sistema imunoldgico inato [50]. Além de
compartilhar uma origem celular comum com as células T, as células NK compartilham
também um mecanismo de morte comum com linfécitos T CD8*, com secre¢do de
perforinas e granzimas, e um sistema similar de secrecdo de citocinas com 0s
linfécitos T CD4 *, com secrecdo do IFN-y [51]. Embora o estado imunoldgico de
mondcitos, linfocitos e neutrofilos esteja bem caracterizado em SIRS e pacientes com
sepse, pouco se sabe sobre o de células NK nesses pacientes. Em humanos, foram
descritos pelo menos dois subconjuntos de células NK circulantes, CD3-CD569™ e
CD3-CD56"9", As células NK CD56%™ exibem citotoxicidade aprimorada e as células

NK CD5619"t produzem maiores quantidades de citocinas [52,53].

As células NK quando ativadas atuam tanto pela sua atividade citotoxica
quanto pela producdo de citocinas especificas e sdo capazes de reconhecer células
anormais como virus e células transformadas ou infectadas por bactérias. Uma
sequéncia de receptores ativadores e/ou inibitérios quando ativados por ligantes
disponiveis na superficie da célula alvo, integra os caminhos de transducao de sinais
desses receptores, determinando se a célula NK inicia o processo de morte ou
tolerancia. Na homeostase natural, as células NK circulantes maduras expressam
granulos citotoxicos intracelulares que carregam granzimas e porfirinas para uma
rapida resposta citotoxica desencadeada em poucos minutos sem necessidade de
fatores de transcricdo ou traducéo [53]. Em relagcdo a producao de citocinas, as células
NK foram consideradas os principais e primeiros produtores de IFN-y, o qual pode
estar pré-armazenado e imediatamente disponivel para iniciar sua producédo apés a

ativacao celular [54].

As células NK sdo capazes de induzir morte celular em células alvo que
expressam antigenos non self via molécula de MHC do tipo 1. O papel das células NK
na imunidade inata bacteriana foi aceito mais tarde, pois os TLRs foram recentemente
descobertos como expressos por células NK, o que abriu novo interesse por seu
envolvimento neste tipo de resposta imunologica as infec¢des bacterianas [55]. Em
contraste com os fagécitos, a ativacdo de células NK por PAMPs s6 pode ocorrer
dentro de uma complexa rede de ativacdo compartiihada com outras células
imunoldgicas que oferecem um microambiente de citocinas necessario para a
capacidade de resposta das células NK [56]. Vérias células acessérias foram descritas

como fonte de sinais de ativacdo para células NK, tais como células dendriticas (DCs),
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PMN, macrofagos, mastécitos, células epiteliais, linfocitos B e T, incluindo Treg (figura
3). As células NK s&o ativadas dentro de uma rede de células acessorias que detectam
os PAMPs. A ativacdo de células acessorias leva a producdo de citocinas que
contribuem para a ativacao funcional das células NK, enquanto a deteccédo de PAMPs
pelas proprias células NK aumenta sua reatividade [57]. Todas as citocinas listadas
na figura demonstraram amplificar a atividade das células NK, sozinhas ou em sinergia
[58]. Os sinais negativos podem ser entregues diretamente a células NK, como por
exemplo, IL-10 e TGFB produzidas por células T reguladoras (Treg), prostaglandinas,
e glicocorticoides; ou indiretamente por regulacdo negativa da funcdo de células
acessorias [56,59]. O estado de imunossupressado que caracteriza a sepse também
esta associado ao aumento das populacfes de células supressoras, dentre as quais
destacam-se as células T reguladoras CD4* e CD8* T (Tregs), as quais desempenham
papel importante na supresséao da reatividade imunolégica em muitas doencas. O que
fundamenta o fato de que os mesmos agentes que contribuem para combater a
infeccdo podem atuar sinergicamente, levando a um quadro deletério de inflamacao
sistémica aguda, o que é particularmente observado com a liberacdo de IFN-y, uma

das principais citocinas produzidas por células NK [52,58].
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E possivel que os subconjuntos de células NK n&o sejam equivalentes na sua
atividade antibacteriana, pois demonstrou-se que, em resposta ao BCG, as células
NK CD56" humanas (imaturas) eram aquelas envolvidas principalmente na
producdo de IFN-y, enquanto o subconjunto CD56%™ (maduras) continha maiores
concentracfes plasmaticas de perforina e granzima [60]. A diferenciacédo e a funcao
das células NK sdao influenciadas pelo ambiente de tecido, sendo observado que
ambientes celulares e moleculares especificos no uUtero, figado, bacgo, pulmdes ou
sangue influenciam a natureza precisa das células NK [58]. Além disso, diferencas
foram observadas entre as espécies, pois a maioria das células NK humanas e
murinas sao geralmente derivadas de diferentes compartimentos, em que a maioria
dos parametros de células NK humanas foram adquiridas de células derivadas do
compartimento sanguineo, enquanto as murinas foram principalmente provenientes
do baco, destacando-se que que o ambiente sanguineo em camundongos e seres
humanos é muito diferente, com o plasma murino favorecendo a resiliéncia de

camundongos a infecgdo bacteriana [61].
1.4.6 Fatores clinicos que interferem na resposta do hospedeiro a sepse:

A resposta do hospedeiro a infeccdo envolve processos complexos
relacionados ao sistema imunoldgico por meio de ativacdo celular e liberacao de
citocinas que, quando ocorrem de maneira sistémica e descontrolada, had o
estabelecimento da sepse. O compreendimento dos processos que envolvem o
desenvolvimento da sepse ainda ndo é totalmente elucidado, porém sabe-se que ha
multiplos fatores clinicos inerentes ao hospedeiro que podem interferir nas respostas
imunoldgicas. Pacientes que desenvolvem um quadro séptico sao frequentemente
acometidos por outras comorbidades sendo a associacdo de desnutricdo e certas
caréncias de nutrientes frequentemente observados em pacientes hospitalizados, o
que podem interferir na resposta imunolégica a infeccdo, como também no
prognéstico do seu tratamento. A infeccdo que origina o processo inflamatério
sistémico observado na sepse pode instalar-se em pacientes que apresentam alguma
deficiéncia nos seus mecanismos inatos de defesa imunolégica, o que pode ser
observado em individuos deficientes / insuficientes de vitamina D (VD), fato abordado
com maiores detalhes no anexo 7. Cerca de um bilhdo de pessoas em todo o mundo
possui insuficiéncia e/ou deficiéncia de VD, sendo a insuficiéncia presente em quase

100% dos pacientes criticos portadores de sepse [62]. Como pacientes criticos tem
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menores concentracbes de VD do que pessoas saudaveis, propdem-se que
concentracOes adequadas de VD podem desempenhar um papel protetor importante
nestes pacientes, ainda que concentragoes reduzidas de VD observados na sepse
podem decorrer do maior catabolismo proteico, com reducdo das concentracfes da
proteina de ligacdo da vitamina D (VDBP), relacionado com sepse precoce e de pior
prognéstico [63]. Por outro lado, pacientes criticos possuem menor exposi¢do a luz
solar e auséncia de suplementacédo alimentar adequada, como também ha variacdes
anuais nas concentracdes plasmaticas, sendo maximas no outono e menores apos o
inverno, observando-se menor taxa de letalidade por sepse no verdo [6473]. Foi
observado que a deficiéncia prévia a admissdo hospitalar de VD relaciona-se com
maior mortalidade e maior positivagdo de hemoculturas em pacientes criticos, mesmo
apés ajustes de comorbidades relevantes, sendo um preditor significativo e
independente de sepse, com o risco de mortalidade 1,9 vezes maior nos individuos
deficientes [62,65]. Em pacientes graves a deficiéncia pode causar um efeito aditivo
nos resultados com maior tempo de internagdo; aumento dos custos hospitalares;
piora de progndstico; predisposicdo as infeccdes por Staphylococcus aureus e
Clostridium difficile; e aumento da mortalidade [66]. A relac&o causal ndo € conhecida,
mas sabe-se que ha aumento de interleucinas pro-inflamatorias, com efeitos adversos
sobre o estresse oxidativo e aumento da expressao de moléculas de adesao
endotelial, importantes na patogénese da sepse, pois a VD possui efeitos
antiproliferativos das células T pela alteracdo no RNAm, inibindo a proliferacdo de
células Thl/Th17 com reducao de citocinas pré-inflamatérias (TNFa, INF-y, IL-1p, IL-
2, IL-6, IL-8 e IL-17) com desvio da producéo de citocinas do fenétipo Th2 e aumento
das citocinas anti-inflamatérias (IL-4 e IL-10) [67,68,69]. A VD impede a producao
excessiva de citocinas pro-inflamatorias e aumenta a capacidade antibacteriana dos
macrofagos, potencializando a expressdo dos receptores TLR (toll like receptors) e
suas respostas antibacterianas, com a producdo dos peptideos antimicrobianos
(PAMSs) catelicidina e B-defensinas, importantes na resposta imunolégica inata do trato
respiratério na defesa contra infeccbes [62,63,64]. Porém, pacientes sépticos
apresentam deficiéncia da VD em até 96,15% dos casos, com menor concentragao
plasmatica durante os momentos de pico de infeccdo e consequente reducao destes
efeitos no sistema imunolégico, com comprometimento da producdo dos PAM, o que
pode influenciar diretamente o progndéstico e a morbimortalidade destes pacientes

[65,66]. Notou-se que apOs pré-tratamento com VD, h& redugdo da producédo de
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citocinas inflamatorias (IL-6 e IL-8) induzidas por lipopolissadacarideos (LPS) e
inibicdo da ativacdo da via de NF-kB, sugerindo que, devido as multiplas funcbes da
VD no sistema imunolégico em resposta a infec¢ao, sua suplementacdo pode ser um

componente integral no combate a sepse [67,68,69].

Outro fator que possui relagbes diretas da resposta do hospedeiro as
infeccbes é o estado nutricional dos pacientes portadores de sepse. A dosagem da
concentracdo plasmatica de albumina é frequentemente utilizada como marcador
nutricional em pacientes criticos, apesar de ndo ser muito preciso, pois sua vida média
€ de 18 a 21 dias. Trata-se de proteina constitucional produzida endogenamente e
com grande capacidade de transporte no plasma, onde também exerce efeitos
osmoticos. A dosagem plasmatica de albumina, é frequentemente utilizada como
marcador nutricional dos pacientes hospitalizados, pois representa 50 a 60% das
proteinas plasmaticas e suas concentracdes reduzidas podem estar relacionadas com
a desnutricdo clinica e maior morbimortalidade. Muitas vezes o paciente, ao ser
internado, ja se encontra desnutrido e, como o processo de desnutricdo € continuo, o
quadro de desnutricdo pode se agravar ou, caso nao apresente no momento da
internac&o, pode adquirir a desnutricdo com o decorrer do seu tratamento. No Brasil,
ha prevaléncia média de 48,1% de desnutricdo hospitalar, sendo que nos pacientes
criticos em UTI, o quadro se agrava e pode chegar a 100% [70]. Por isso medidas e
condutas de triagem e terapia nutricionais adequadas sao extremamente importantes,
principalmentes em pacientes criticos portadores de sepse que, devido ao seu quadro
catabdlico intenso, ha necessidade de preservacdo de tecido muscular e,
consequentemente, das funcfes organicas para o paciente ter condicdes clinicas,
nutricionais e imunoldgicas de combate as infeccbes sistémicas. Porém, como a
albumina tem sua sintese hepatica reduzida em quadros inflamatérios de pacientes
portadores de sepse, ou seja, trata-se de proteina de fase aguda negativa, o que
também pode justificar ou potencializar sua correlacdo com as taxas de
morbimortalidade observadas na sua deficiéncia, o uso isolado da concentragéo
plasmatica de albumina como marcador de desnutricdo nestes pacientes pode nao
ser adequado [71,72]. A contagem total de linfécitos (CTL) ou linfometria é utilizada
para avaliar a competéncia imunoldgica e esta relacionada com o perfil nutricional dos
pacientes, possibilitando dar uma estimativa das reservas imunoldgicas

momentaneas e as condicdes do mecanismo de defesa celular orgéanica, sendo
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considerada deplecédo leve, quando o numero de linfécitos esta entre 1200 a
2000/mm?; moderada, 800 a 1199/mm?3; e deplecédo grave, para valores menores que
800/mm?3 [14,15]. Pacientes portadores de sepse possuem intensa resposta
inflamatoria com multiplos mecanismos de reducédo dos linfécitos circulantes, tais

como maior adesao endotelial e apoptose [6,16].

15 Tratamento da sepse:

Como ocorre em pacientes politraumatizados, com infarto agudo do miocardio
ou acidente vascular cerebral, a velocidade e a adequacdo do tratamento
administrado nas horas iniciais do desenvolvimento da sepse influenciam diretamente
seu resultado e prognéstico. Observa-se atualmente aumento na incidéncia de sepse
de cerca de 9% ao ano com necessidade cada vez maior de antibiticos mais potentes
e com maior espectro, afetando diretamente a eficacia do seu tratamento [8,16,20],
por isso ha muitos esforcos na procura de se desenvolver estratégia de tratamento
mais direcionada e eficiente. Embora existam algumas controvérsias no adequado
manejo do paciente portador de sepse, principalmente no que diz respeito a sepse
severa e ao choque séptico, a administracdo rapida de antibiéticos; a identificacédo
precoce da fonte de infeccdo e, quando possivel, 0 seu controle; a reanimacao
imediata com reposicdo hidroeletrolitica adequada; e as equipes de cuidados
multidisciplinares sé&o universalmente aceitas como cuidados apropriados [20].

1.5.1 Terapia antimicrobiana:

Para tratamento adequado da sepse, o combate rapido e eficaz da infeccao
ativa é fundamental, o que pode ser iniciado com terapia antibidtica empirica
endovenosa (EV) assim que obtidas amostras para culturas apropriadas ja que
estudos afirmam que o tempo para iniciar a terapia antimicrobiana apropriada € o mais
forte indicador de mortalidade, tendo seus menores indices quando séo utilizados
antibioticos especificos para o germe causal ja na escolha inicial [6]. O tratamento
empirico é iniciado apés estimar a probabilidade de que um organismo especifico seja
a causa da sepse, conforme estudos estatisticos da comunidade hospitalar em

questao através de dados de coloracdo de Gram e padrdes de resisténcia locais,
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pesando-se 0s riscos e/ou beneficios do uso do antibiotico escolhido. Para isso é
importante detalhes da historia clinica do paciente, como por exemplo, o historico de
uso de antibibticos recente; presenca ou ndo de comorbidades (hipertenséo arterial,
doenca arterial coronariana, insuficiéncia renal, diabetes melitus, imunossupressao,
etc.); o contexto clinico da infeccdo, ou seja, se € adquirida da comunidade ou
nosocomial (infecgdo adquirida na internacdo atual ou internagdo prévia recente);
histérico de alergias a algum antibiético utilizado previamente ou se 0 paciente possui
algum fator de risco para uso do antibiético [3]. Uma vez que um patdgeno € isolado,
realiza-se o “descalonamento” do antibiético, ou seja, a adequacgéo antimicrobiana
conforme a positividade das culturas previamente solicitadas, 0 que estd associado a
menores taxas de mortalidade. O tempo do tratamento com antibidticos é variavel
dentro de diferentes centros, variando-se de 5 a 7 dias para até 10 a 14 dias conforme

0 germe isolado, evolucao clinica do paciente e gravidade do caso [6].
1.5.2 Reposicao hidroeletrolitica:

A administracdo de fluidos a pacientes com sepse grave deve ser feita de
maneira adequada evitando-se lesdes iatrogénicas. Embora tradicionalmente uma
reposicao fluida agressiva seja considerada a melhor abordagem inicial para a
hipotens&o na sepse, ndo ha consenso na literatura que grandes volumes infundidos
(> 30mL/kg) melhoram de forma confiavel a presséo arterial, o débito urinario e a
perfusdo sanguinea, pois esta abordagem pode levar a insuficiéncia respiratoria por
edema agudo de pulmao, principalmente se ha algum comprometimento da funcéo
renal [15]. A radiografia de térax, a pressao venosa central (PVC), a saturacdo venosa
central de oxigénio e a ultrassonografia para avaliar o indice de colapso da veia cava,
sdo uteis como forma de monitoramento, mas com valor limitado na avaliacdo da
capacidade de resposta do fluido. O lactato sérico € frequentemente usado como
marcador de déficit de perfusdo e hipoxia tecidual na sepse, estando também
relacionado a resposta ao estresse metabdlico [14]. Estudos indicam que cerca de
50% dos pacientes hemodinamicamente instaveis séo sensiveis a fluidos, porém para
0s outros quase 50% dos pacientes hemodinamicamente instaveis, o excesso de
liguidos pode ser prejudicial, pois grandes volumes podem diminuir a conformidade
diastoélica dos ventriculos, reduzir a elasticidade arterial efetiva e a resisténcia vascular
sistémica, fazendo com que a PVC aumente mais do que a pressdao média de

enchimento circulante, diminuindo paradoxalmente o retorno venoso, prejudicando a
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funcdo de certos 6rgdos encapsulados como rins e figado, além de maior
extravasamento para o terceiro espacgo, aumentando o edema periférico nos tecidos.
Embora a escolha do fluido em pacientes com sepse grave e choque séptico também
seja controversa, a solucdo salina normal (NaCl 0,9%) é o cristaloide mais utilizado
em todo o mundo, mesmo estando seu uso quando em excesso ou inadequado
associado a acidose metabdlica hiperclorémica, reducdo do fluxo sanguineo renal
com aumento do risco de insuficiéncia renal e aumento de mortalidade [6]. As solucdes
de amido sintético aumentam o risco de insuficiéncia renal e morte em pacientes com
sepse e devem ser evitadas. O uso de albumina a 20% tem mostrado tendéncias de
reducdo do indice de mortalidade em pacientes com choque séptico,
comparativamente ao uso de cristaloides, pois é uma das poucas terapias que pode
restaurar o glicocélix endotelial em sistemas experimentais, embora seus custos para
uso indiscriminado sejam elevados e faltam dados clinicos de alto nivel que apoiem
esta recomendacédo [15]. Tendéncias recentes na literatura de cuidados intensivos
apontam para uma forma terapéutica em que "menos é mais", cujos objetivos sédo
intervencdes para manter ou restaurar a fisiologia normal, com valorizagdo dos

mecanismos compensatorios e evitando-se a sobrecarga volémica [6].
1.5.3 Vasopressores e agentes inotrépicos:

A pressao arterial média (PAM) reduzida € um indicador confiavel para
desenvolvimento de disfuncéo organica, pois quando seus valores caem abaixo do
limiar de tolerancia de um 6rgéo, ocorre reducao do fluxo sanguineo e consequente
isquemia [6]. A maior mortalidade observada em portadores de choque séptico esta
associada a niveis baixos de PAM (< 65mmHg), j& que para um bom funcionamento
do coracdo, cérebro e rim a PAM deve ser mantida em valores acima de 60mmHg,
principalmente em pacientes com hipertensao arterial crénica [16]. Por isso sugere-se
manter a PAM inicial entre 65 a 70mmHg para pacientes com choque séptico e, para
pacientes com histéria de hipertenséo crénica, uma PAM ligeiramente maior, entre 80
a 85mmHg. A norepinefrina € o vasopressor de escolha para pacientes com choque
séptico, pois a dopamina aumenta o risco de arritmias e morte, devendo ser evitada
na maioria dos casos e a fenilefrina ndo € recomendada como primeira linha, pois esta
relacionada com diminuicdo do débito cardiaco e do fluxo sanguineo renal e
esplancnico. A norepinefrina eleva o tbnus arterial vascular, aumentando a pressao

arterial e o fluxo sanguineo, com melhora do retorno venoso e do débito cardiaco [6].



25

Como a capacitancia venosa é muito mais sensivel a estimulacdo simpatica do que a
resisténcia arterial vascular, baixas doses de agonistas de receptores adrenérgicos a-
1 causam mais venoconstricdo do que vasoconstricdo arterial, sendo o aumento do
volume plasmatico apds o uso de norepinefrina muito mais devido a mobilizacdo do
sangue recuperado do que um volume de solucéo cristaléide infundida de vida curta,
gerando um efeito no retorno venoso mais duradouro e ndo associado ao edema
tecidual. Embora estudos indiquem que o uso precoce da norepinefrina em pacientes
com choque séptico seja forte indicador de sobrevida, para pacientes com hipotensao
persistente e funcdo ventricular hiperdinamica com falha grave no tdbnus vasomotor,
um segundo vasopressor pode ser necessario, como a vasopressina em dose fixa de
0,03UI min, uma segunda opcéo razoavel a ser iniciada, pois inverte a "deficiéncia
relativa de vasopressina" observada no choque séptico aumentando a sensibilidade

adrenérgica [15].
1.5.4 Corticosteroides:

A sepse ativa 0 sistema nervoso simpatico levando a liberacdo endégena de
catecolaminas e cortisol pelas glandulas adrenais [6]. O cortisol, principal
glicocorticoide enddgeno, reduz a producéo de citocinas inflamatdrias pela inibicdo do
NF-kB. Alguns dos corticosteroides utilizados no tratamento da sepse sao a
hidrocortisona, metilprednisolona e prednisona, cujos regimes de dosagem variam
consideravelmente nos estudos, apresentando elevadas doses ao longo das primeiras
48 a 72 horas para, em seguida, as reduzirem gradualmente ao longo de uma a duas
semanas [13]. O uso de corticosteroides no tratamento da sepse faz parte da pratica
clinica h& décadas, principalmente na presenca do choque séptico dependente de
vasopressores, quando seu uso precoce (dentro das primeiras 72h ap0s o inicio do
choque) esta relacionado a reducdo da mortalidade, embora os dados da literatura
nao sejam definitivos e perfeitamente claros, em consequéncia de uma populacao
heterogénea de pacientes sépticos [6]. O uso de corticosteroides em doses elevadas
pode reduzir a ativacdo NF-kB associada a sepse pulmonar, mas esta relacionada a
um aumento significativo da apoptose celular induzida pela sepse em tecidos
pulmonares e esplénicos, 0 que sugere que 0 aumento do processo de apoptose
celular durante a sepse pode ser exacerbado quando os glicocorticoides sé&o
administrados em altas doses, sendo potencialmente prejudicial 0 seu uso

indiscriminado na sepse [7].
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1.5.5 Estudos e desafios no tratamento da sepse:

Varios pesquisadores afirmaram que a prevencao da imunossupressao pode
ter papel no tratamento da sepse [20]. O TNF-a mostrou contribuir para a mortalidade
em modelos animais de sepse, onde a sua neutralizagdo por anticorpos ou o0 uso de
ratos knockout TNF-a resultou em melhor resultado [73]. O primeiro estudo que aplica
0 anticorpo para o TNF-a em modelo experimental de sepse experimental mostrou
certa prevencéao do choque séptico letal durante bacteremia de E. coli [74]. No entanto,
para ensaios clinicos, a neutralizacdo do TNF-a em pacientes com sepse nao resultou
beneficios significativos na sobrevida [75]. O que pode ser decorrente da discrepancia
nos horarios da administracdo do anticorpo, pois em modelos animais, foi
administrado antes da inducdo da sepse, enquanto nos pacientes, apos o inicio da
doenca, quando a cascata inflamatéria ja estava instituida. A IL-1(, assim como a IL-
18 e o TNF-a, possui intensa participacdo na “tempestade de citocinas”. A
neutralizacdo de IL-18 em modelos experimentais de sepse pela injecdo de
antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra) demonstrou alguma melhora da sobrevida
dos animais [76]. No entanto, ensaios clinicos em pacientes humanos nao revelaram
beneficios significativos contra um grupo placebo. Da mesma forma, a neutralizacédo
da IL-18, em modelos animais de sepse Gram positiva ou Gram negativa, mostrou
promissora reducédo da letalidade [77]. No entanto, a neutralizacédo desta citocina em
pacientes com sepse nao foi investigada, sendo a intervencao nos efeitos da IL-18 na
sepse um desafio promissor devido ao seu papel na indugcéo da producéo de IFN-y
por células NK. O IFN-y é particularmente importante para o ambiente inflamatério
devido as suas propriedades para ativar e restaurar as funcées imunologicas dos
macrofagos, tendo efeitos no aumento da letalidade em estudos experimentais com
ratos infectados com endotoxina [78]. O IFN-y tem seu efeito potencializado pelo TNF-
a e IL-1B amplificando sua resposta proé-inflamatéria durante a sepse, podendo ser
utilizado no tratamento da sepse com efeitos positivos na sobrevida [20]. Os eventos
gue desencadeiam a producéo exacerbada de citocinas séo a deteccéao de produtos
microbianos através dos PRR, dos quais o TLR4 é considerado um grande sensor
envolvido na doenca inflamatéria deletéria induzida pela sepse consequente de
infeccdo por germes Gram negativos. Num ensaio clinico em 274 pacientes de 93
centros diferentes de UT], utilizou-se inibidor da sinalizagdo mediada por TLR4 (TAK-

242) com objetivo de suprimir a tempestade de citocinas e melhorar a sobrevivéncia
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em paciente com sepse grave, porém, ndo houve nenhuma diferenca significativa de
melhoria de sobrevida nem diminui¢do da producgéo de citocinas [79]. Provavelmente
porque o simples bloqueio da resposta dependente de TLR4 né&o é suficiente pois a
inflamacé&o sistémica pode ser induzida pela deteccéo de outros produtos bacterianos
via PRR [80]. Porém, nem anticorpos diretos contra toxinas bacterianas ou antigenos
de superficie (ou ambos) nem preparacdes anti-citocinas podem mostrar um efeito
positivo em pacientes com tempestade de citocinas durante a sepse ou choque
séptico [31]. CARS pode ocorrer paralelamente a instituicdo da sepse como resposta
compensatoria, associada ao desenvolvimento de imunossupressao e aumento da
producéo de citocinas anti-inflamatorias como a IL-4 e IL-10, o que pode interferir na
falta de expressdo aumentada de TLRs, favorecendo a ocorréncia de infecgéo grave
[20]. Pesquisas historicamente sugerem a necessidade de modular a funcdo das
células imunoldgicas para melhorar a resisténcia em pacientes gravemente doentes
[78]. Para tanto, varios estudos vem demonstrando alguns tratamentos como 0 uso
de anticorpos para neutralizar a acdo dos mediadores da resposta inflamatéria como
anti-TNF-a, anti-endotoxina e antagonista de IL-1; inibidores de NO e eicosanoides;
horménios do timo (timopentina) com ou sem combinacdo com indometacina,;
estimulacao linfocitaria da producéo de IL-2; regulacdo da atividade dos macréfagos,
0 que inclui bloqueio da sua migracéo; remocao de endotoxinas por hemofiltracédo;
blogueio da atividade do sistema do complemento; e neutralizacdo de espécies ativas
de oxigénio [79,80]. Porém, conforme demonstrado por varios estudos clinicos, esses
meétodos ndo causaram uma diminui¢ao significativa da mortalidade nestes pacientes
[20].
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2 JUSTIFICATIVA:

Varios estudos se concentraram na tentativa de compreendimento dos efeitos
do sistema imunoldgico inato na fisiopatologia da sepse. Estudos evidenciaram que
as células NK sao fundamentais na imunidade precoce contra infec¢cdes bacterianas,
as quais sao reconhecidas via PAMPs pelos seus receptores TLR, o que sO pode
ocorrer dentro de um microambiente complexo repleto de citocinas inflamatdrias e
outras células imunoldgicas ativadas. Além de mediar a citotoxicidade pela producéo
de varias citocinas, as células NK também possuem func¢des reguladoras na
inflamacéo devido a sua capacidade de interacdo com outras células imunoldgicas, o
gue é crucial na determinacdo da resposta imunologica das células NK contra a
infeccdo, tanto pela supressdo quanto pela ampliacdo da inflamacdo. A pesquisa
clinica identificou que o numero de células NK circulantes na corrente sanguinea se
correlaciona inversamente com a sobrevivéncia do paciente, com nimeros de células
NK circulantes significativamente menores em sobreviventes de sepse, 0 que sugere
gue as células NK participam da sepse e seus niveis circulantes podem ser indicador
da mortalidade. Apesar dos inumeros estudos clinicos propostos e testados no
tratamento da sepse, nenhum tratamento tem demonstrado eficacia significativa na
prevencdo da sepse e na reducdo da sua elevada mortalidade. O mecanismo
molecular pelo qual as células NK participam da patogénese da sepse nao esta
totalmente elucidado, ndo havendo consenso se a linfopenia do sangue periférico
observada na sepse poderia estar associada ao aumento dos niveis de células NK
nos sitios de infeccdo. Como o pulmdo € um dos 6rgdos mais frequentemente
acometidos por infec¢do na vigéncia da sepse, optou-se neste estudo pesquisar se
h& alguma relagdo deste suposto “fluxo” de células NK no combate da infeccéo
pulmonar, correlacionando-se com as concentracdes plasmaticas de citocinas
inflamatorias (IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y e TNF-a) e células T CD4* e T CD8* tanto no
lavado broncoalveolar (LBA) quanto no sangue periférico. O LBA, coletado nesta
pesquisa por broncoscopia flexivel, representa o sistema imunologico e inflamatorio
do trato respiratorio, o que é util e fidedigno na determinacao das populacdes celulares

e citocinas, como pode ser melhor compreendido no Anexo 1.
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3 OBJETIVOS:

3.1 Objetivo geral:

Avaliar se as células NK sédo encontradas no LBA de pacientes portadores de

sepse pulmonar.
3.2 Objetivos especificos:

Avaliar se as células NK, uma vez presentes no LBA de pacientes portadores
de sepse pulmonar, apresentam o mesmo padrdo de subconjuntos celulares CD569™,

CD56"19" CD4* e CD8* encontrados no plasma destes pacientes.

Avaliar se as concentracdes de mediadores pré-inflamatoérios (IL-2, IL-4, IL-6,
IFN-y e TNF-a) observadas no LBA de pacientes portadores de sepse pulmonar é
comparavel as do plasma destes pacientes.

Comparar os achados celulares (CD564™, CD56Pd", CD4* e CD8*) e de
mediadores pro-inflamatorios (IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y e TNF-a) observados no LBA e
no plasma de pacientes portadores de sepse pulmonar com os obtidos de individuos

controles saudaveis.

Avaliar a presenca de altera¢cfes clinicas que possam influenciar a resposta
imunoldgica, tais como o perfil nutricional dos pacientes e as concentracdes

plasmaticas de vitamina D.
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4 METODOS

4.1 Descricdo das amostras:

Trata-se de estudo prospectivo, no qual foram analisados, apoés liberacéo pelo
Nucleo de Bioética / Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catélica
do Parand (anexo 2) e da Universidade Federal do Parana (anexo 3), pacientes
denominados Casos Clinicos portadores de sepse pulmonar internados na Unidade
de Terapia Intensiva do Hospital Universitario Cajuru e pacientes denominados Casos
Controle, portadores de tragueostomia, em acompanhamento de rotina no Setor de
Endoscopia Respiratéria do Hospital Universitario Cajuru. Os pacientes, apos
obtencdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (anexo 4 e 5), foram
submetidos a exames de Broncoscopia na UTI (casos clinicos) e no Setor de
Endoscopia Respiratéria (casos controles) quando eram coletadas amostras de LBA
e de sangue. O LBA foi coletado a partir de brénquios segmentares do lobo médio
para os individuos saudaveis dos casos controles e dos brénquios segmentares dos
lobos envolvidos nas infec¢des pulmonares para os casos clinicos. As amostras de
sangue foram coletadas de veia periférica puncionada no momento do exame e
acondicionadas em dois frascos diferentes nos quais eram acondicionados 3ml de
sangue em tubo com heparina (tampa verde); e 3ml em tubo com EDTA (tampa
rocha), num total de 6ml de amostras.

4.1.1 Critérios de inclusao:

Pacientes com até 48 horas de internagdo na Unidade de Terapia Intensiva
do Hospital Universitario Cajuru portadores de sepse de origem pulmonar confirmada
conforme protocolo de diagndstico e tratamento utilizado para manejo da sepse no
Servigo de Terapia Intensiva do hospital (anexo 6); e controles saudaveis do ponto de
vista inflamatorio e infeccioso, ou seja, sem doenca pulmonar ativa no momento do
exame, e portadores de traqueostomia realizada em internacdo prévia decorrente de
necessidade de entubacao orotragueal prolongada, em acompanhamento no Setor de

Endoscopia Respiratdria do Hospital Universitario Cajuru.
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4.1.2 Critérios de exclusao:

Pacientes portadores de alguma patologia que afetasse seu sistema
imunolégico como cancer, portadores do virus HIV, pacientes submetidos
previamente a algum transplante de o6rgdo ou tecido, usuarios cronicos de

corticoterapia ou outras medicagdes imunossupressoras.

4.2 Materiais:
4.2.1 Materiais hospitalares descartaveis:

Os materiais hospitalares utilizados nos procedimentos endoscépicos foram
0s mesmos utilizados rotineiramente pelo Servico de Endoscopia Respiratoria do
Hospital Universitario Cajuru, dos quais se destacavam 0s materiais descartaveis
provenientes da farméacia do hospital: um pacote de compressas de gaze 10x10cm;
duas seringas de 20ml; uma agulha 40X12Fr; uma unidade de SF 0,9% 500ml; um
frasco de 20ml de Cloridrato de Lidocaina a 1% (10mg/ml); uma unidade de Cloridrato
de lidocaina 2% (20mg/ml) em gel; um frasco de 20ml de Propofol (10mg/ml) e um par
de luva cirdrgica estéril 8.0 (figura 4). Também foram utilizados materiais permanentes
esterilizados provenientes da central de materiais do hospital: dois campos cirurgicos,

um avental cirdrgico; um pacote de compressa cirirgica 25x23cm; e uma cuba rim.

Figura 4. Materiais para realizacdo de broncoscopia. A) Cloridrato de lidocaina 2%
(20mg/ml) em gel para lubrificacdo do aparelho e anestesia tdpica; B) Seringas de
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20ml para instilar anestésico tépico nas vias aéreas e solucao salina para o LBA; C)
cuba estéril para colocacdo da solucao salina; D) compressas de gaze 10x10cm; E)

tubo coletor de secrecéo bronquica.
4.2.2 Reagentes

Foram utilizados anticorpos marcados contra 0s seguintes antigenos: anti-
CD3 (clone UCHT1), anti-CD56 (clone HCD56), anti-CD19 (clone HIB19), anti-CD20
(clone 2H7), anti-CD4 (clone RPA-T4), Anti-CD8 (clone SK1). Todos os anticorpos,
reagente de bloco Fc (anti-CD16 / 32) e 7-AAD, utilizado como corante de viabilidade,
foram adquiridos a Biolegend (San Diego, CA, EUA). As citocinas foram medidas por
citometria de fluxo utilizando o kit BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Humana
Th1/Th2 Cytokine Kit Il (BD Bioscience, San Jose, CA, EUA).

4.2.3 Equipamentos de broncoscopia:

Fibrobroncoscépio Olympus BF Type TEZ2 (figura 9) e fonte de luz halégena
150W Olympus CLK-4 (figura 5).

Figura 5. Fibrobroncoscopio Olympus BF Type TE2.



Figura 6. Fonte de luz halogena 150W Olympus CLK-4.
4.2.4 Equipamento de citometria:

Na citometria de fluxo foi utilizado o citbmetro BD FACS Calibur™ (BD

Biosciences, San Jos€, CA, EUA), ilustrado na figura 7.

Figura 7. Aparelho de Citometria de Fluxo BD FACS Calibur™.
(http://www.bdbiosciences.com/sg/instruments/facscalibur/index.jsp)
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4.3 Descricdo dos procedimentos:
4.3.1 Lavado broncoalveolar:

O lavado broncoalveorar (LBA) foi coletado no exame de broncoscopia, no
Setor de Endoscopia Respiratéria do Hospital Universitario Cajuru. Para o exame o
aparelho foi introduzido pelo broncoscopista posicionado em pé e por detras da
cabeca do paciente, que se encontrava em posicdo supina em decubito dorsal
horizontal (figura 8). Foi utilizado durante o exame sedacdo com Propofol (10mg/ml)
a 1,5 a 2,5 mg/kg e anestesia topica com Cloridrato de Lidocaina a 1% (10mg/ml) sem
vaso constritor, com suplementacdo de oxigénio utilizando-se cateter nasal a 3I/min

durante a realizacdo do exame e até sua recuperacao anestésica.

Para a técnica de coleta de LBA, primeiramente fez-se inspecao
broncoscopica das vias aéreas seguido de aspiracdo de conteddo grosseiro
impactado nos brénquios como excesso de muco, secre¢ao purulenta ou coagulos,
para a identificacdo da anatomia das vias aéreas. Entdo o broncoscopio era impactado
em cunha num brénquio subsegmentar de terceira ordem, seguido de injecéo de cinco
aliquotas de 20ml de solucéo salina estéril de NaCl 0,9% (até um total de 100ml) para
posterior aspiracdo do conteudo injetado, com pressdo de aspiracdo entre 20 a
80mmHg, conseguida com o pressionamento parcial da valvula de succdo do
aparelho. O liquido era recuperado em recipientes siliconados tipo sifao de coleta
estéril conectado na succ¢do do aparelho (figura 9). O material recolhido (LBA e sangue
periférico) era entdo prontamente enviado ao Laboratério de Cultivo Celular da
Pontificia Universidade Catdlica do Parana em recipiente isolante térmico de

transporte.
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Figura 8. Posicionamento do endoscopista. A) Optica de observacao; B) valvula de

succao; C) saida de vacuo para aspiracao.

Figura 9. Frasco de coleta de secrecao bronquica. Aspecto da secrecao coletada de

lavado broncoalveolar (LBA) no frasco de coleta.
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4.3.2 Isolamento das células do lavado broncoalveolar e do sangue periférico:

As amostras do lavado broncoalveolar (LBA) recebidas foram transferidas para
dois tubos de 50 mL e centrifugadas a 400g por 10 minutos. Trés mililitros do
sobrenadante foram distribuidos em microtubos e criopreservados a -80°C para
analises futuras. O restante da amostra foi homogeneizado e filtrado em cell strainer
(Greiner, Bio-One, Americana, Brasil) com malha de 100um para a retirada de
microcodgulos. As células foram contadas em camara de Neubauer e o numero
acertado para 1:10° por mL para na sequéncia ser realizada a marcacéo fluorescente
e a verificacdo da viabilidade.

As amostras de sangue periférico recebidas foram centrifugadas a 400g por 10
minutos. Trés mililitros do sobrenadante (plasma) foram distribuidos em microtubos e
criopreservados a -80°C para analises futuras. Foram colocados 200uL de sangue
total em cada um dos tubos de citometria para na sequéncia ser realizada a marcacao
fluorescente e a verificacdo da viabilidade.

4.3.3 Caracterizacao celular por citometria de fluxo:

A caracterizagdo, quantificacdo e analise da viabilidade das células foi
realizada pela técnica da citometria de fluxo com anticorpos especificos. As células
do LBA e do sangue foram analisadas logo apds seus isolamentos, no mesmo dia da
coleta. A técnica utilizada foi realizada de acordo com Owens et al, conforme
observado na figura 10 [81].
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Figura 10. Marcacdo de antigenos intracelulares e de superficie por citometria de
fluxo. Em amostras de LBA foi realizada a contagem celular (A). O LBA (B) e o sangue
(C) de individuos controle e com sepse foram incubados com anticorpos conjugados
com fluorocromos no escuro (D). As hemacias foram eliminadas com o tampédo ACK
(E). Os dados de citometria de fluxo foram adquiridos através do Citdmetro FACS

Calibur e analisados no software Flow Jo (F).

Primeiramente foi realizado o bloqueio da por¢cdo Fc nas amostras de LBA,
incubando as células com 1pL de Human TruStain FcX-anti-CD16/32 (BioLegend, San
Diego, USA) por dez minutos a temperatura ambiente. As células do LBA e do sangue
foram marcadas para seus antigenos de membrana. Foram adicionados os anticorpos
com diluicbes de acordo com o sugerido pelo fabricante. Os clones e fluorocromos



38

utilizados encontram-se descritos conforme a quadro 1-A. As células foram incubadas
com os anticorpos por 30 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, as hemacias
foram lisadas com tampao de lise (ACK). Foram adicionados 500uL de PBS nos tubos
que foram centrifugados a 400g por cinco minutos.

As células foram entdo marcadas para antigenos intracelulares. A cada tubo
foram adicionados 100puL do reagente A do kit Fix and Perm ® (Invitrogen, Frederick,
USA) e as amostras foram incubadas a temperatura ambiente, no escuro, por 15
minutos. Foram adicionados dois mililitros de PBS nos tubos que foram centrifugados
durante 5 minutos a 400g. O sobrenadante foi desprezado e foi adicionado o anticorpo
monoclonal (quadro 1-B) mais 100uL do reagente B do kit Fix and Perm®. A amostra
foi incubada a temperatura ambiente, no escuro por 20 minutos. Foram adicionados
500uL de PBS nos tubos que foram centrifugados durante 5 minutos a 400g. O
sobrenadante foi desprezado e as células foram reconstituidas e fixadas em 500uL de
PBS, com 2% de formaldeido (Merck®).

A viabilidade das diferentes amostras e populacdes celulares foi realizada com
o corante vital 7AAD (BD-Pharmingen®). A andlise das células foi realizada em
citometro de fluxo FACSCalibur (Becton e Dickinson®), o qual permite analisar até seis
parametros por amostra. Foram coletados 500.000 eventos de cada amostra. O ajuste
do equipamento foi realizado para as condicbes de andlise de tamanho e
fluorescéncia das células. O ajuste para os parametros de fluorescéncia foi realizado
por meio da incubacédo das células com o controle isotipico (quadro 1-C). A reducao
da interferéncia entre os fluoroforos nos diferentes canais de fluorescéncia foi
realizada por compensacao.

As andlises de células NK e células T CD4* e T CD8* foram realizadas por
citometria de fluxo no Laboratério de Cultivo Celular da Pontificia Universidade
Catolica do Parana logo ap6s o preparo das amostras recebidas. Os antigenos de
superficie celular foram marcados por diluicdo de anticorpos em tampéao de coloracao
a concentracao sugerida pelos fabricantes. As amostras foram processadas conforme
protocolo descrito acima e protocolo do estudo (anexo 7) e os dados adquiridos pela
citometria de fluxo foram analisados utilizando o software Flow Jo® (Tree Star,
Ashland, OR, EUA).
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Quadro 1. Conjunto de Anticorpos Utilizados

Marcador Fluorocromo Clone Catalogo | Fabricante
Anti-human CD3 FITC UCHT1 300406 BioLegend
Anti-human CD3 APC UCHT1 300412 BioLegend
Anti-human CD4 FITC RPA-T4 300506 BioLegend

A Anti-human CD8 PE SKA 344706 BioLegend
Anti-human CD19 FITC HIB19 302206 BioLegend
Anti-human CD20 PE 2H7 302306 BioLegend
Anti-human CD56 PE HCD56 318306 BiolLegend

B Anti-human Perforin APC dG9 308111 BioLegend

c Mouselg@za, xisope APC MOPC-173 | 400220 | BioLegend

AAD ‘giﬁj’gg’ftai"i"g - - 420403 | BioLegend

IgG2a (Imunoglobulina 2a); Ctrl: Controle (do inglés: Control); CD: Grupos de Diferenciagéo (do inglés,
Cluster of Differentiation); 7-AAD: 7-Amino-Actinomicina D; APC: Conjugado de Aloficocianina (do
inglés: Allophycocyanin); FITC: Conjugado de Isotiocianato de Fluoresceina (do inglés: Fluorescein
isothiocyanate); PE: Conjugado de Ficoeritrina (do inglés: Phycoerythrin).

4.3.4  Determinagéo de citocinas citometria de fluxo:

As dosagens das citocinas foi realizada no Hospital da Mulher - Prof. Dr. José
Aristodemo Pinattill - CAISM, UNICAMP no soro e sobrenadante congelado de plasma e LBA,
respectivamente, das amostras de pacientes com sepse e de controle saudaveis. Foi utilizada
a técnica Cytometric Bead Array (CBA) apés estimulacdo das amostras com fitohemaglutinina
(PHA 2,5ug/ml; Gibco BRL, NY, USA) por 24 horas seguido de coloragdo com anticorpos a
concentracao sugerida pelos fabricantes com o kit de anticorpos especificos BD™ Cytometric
Bead Array (CBA) Human Th1/Th2 Cytokine Kit Il (BD, San Jose, CA, USA), em que 0 Soro e
0 sobrenadante foram incubados e expostos aos anticorpos especificos as respectivas
citocinas e com o anticorpo de deteccdo marcado com ficoeritrina (PE), sendo entdo
acrescentado 1ml de solucdo de lavagem seguido de centrifugacdo por dez minutos a

1100rpm cujo sobrenadante fora desprezado e a as amostras hovamente suspensas para as
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aquisicdes no citdmetro de fluxo BD FACS Calibur™ (BD Bioscience, San Diego, CA, USA).
Os resultados foram gerados e tabulados seguido de analises pelo software FCAP Array® (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA).

4.3.5 Analise estatistica:

A analise estatistica foi realizada utilizando o Graph Pad Prism Software (GraphPad,
La Jolla, CA, EUA). Considerou-se que os dados eram estatisticamente significativos quando
o valor de p era igual ou inferior a 0,05. Os testes estatisticos utilizados foram o teste de Mann
Whitney, ou ANOVA unidirecional com o teste post hoc de Tukey para a comparacédo de

grupos.
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5 RESULTADOS

5.1 Epidemiologia da amostra:

Foram estudados vinte e trés pacientes portadores de sepse grave e com
evidéncia de infeccdo primaria nos pulmdes, com média de idade de 59,17 anos
(variando de 32 a 86 anos), dos quais 16 pacientes (69,57%) eram homens e 7
(30,43%) eram mulheres. As caracteristicas clinicas dos pacientes sao descritas e
resumidas na tabela 3, na qual se observa 14 pacientes (60,86%) possuiam alguma
comorbidade associada, hum indice de mortalidade de 30,43%. Todos os pacientes
com sepse foram submetidos a ventilacdo mecanica e a maioria apresentava
evidéncia de infeccdo primaria nos pulmdes, pois 19 (82,61%) tiveram infeccdo
confirmada pela cultura do aspirado traqueal. Dezenove pacientes (82,61%)
apresentaram alguma alteracdo radiolégica suspeita de acometimento pulmonar.
Quinze pacientes (62,21%) apresentaram infeccdes bacterianas Gram-negativas; dois
(8,69%) apresentaram infeccOes bacterianas Gram-positivas; trés (13,04%), tiveram
infeccbes fungicas; e trés (13,04%) apresentaram infeccbes microbianas
indeterminadas, ou seja, ndo apresentaram positividade nas culturas de secrecdes
coletadas. Como observado na tabela 4, em relacdo aos germes identificados pelos
resultados de cultura do LBA, verificou-se que Acinetobacter baumannii foi identificado
em 5 pacientes (21,74%); Klebsiella pneumoniae, em 3 (13,04%); Pseudomonas
aeruginosa, em 3 (13,04%); Staphylococcus aureus em 2 (8,7%); outros (Candida
tropicalis, Serratia liquefaciens, Burkhoideeria cepacia e Enterobacter aerogenes), em
4 (17,39%); e a cultura foi negativa em 4 (17,39%). Dos dez controles saudaveis, 8
(80%) eram homens e 2 (20%) eram mulheres, com média de idade de 49,4 anos
(variando de 17 a 81 anos), sendo que todos os pacientes eram portadores de
traqueostomia realizada em internacdo prévia decorrente de necessidade de
intubacao orotraqueal prolongada devido a um evento agudo como trauma cranio
encefalico ou poli traumatismo. Porém nenhum dos controles apresentava doenca
pulmonar ativa no momento da coleta das amostras e eram considerados clinicamente
estaveis e, embora os controles ditos saudaveis tenham sido submetidos a
amostragem de sangue periférico e LBA, a maioria dos paradmetros clinicos exibidos

para os pacientes ndo eram aplicaveis a esses controles.
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Tabela 3. Parametros clinicos dos pacientes portadores de sepse pulmonar e casos

controle.
Parametros Controle (n =10) Pacientes (n =23)
Idade 49.4 (22.6) 59.17 (17.02)
Masculino 8 (80%) 16 (69.57%)
Feminino 2 (20%) 7 (30.43%)
IMC (Kg/m?) 28.13 (2.48) 26.14 (4.61)
Comorbidades, n (%) N/A 14 (60.86%)
Acidente cerebrovascular
hemorragico N/A 4 (17.39%)
DPOC N/A 1 (4.35%)
Cancer N/A 1 (4.35%)
Pulmao N/A 4 (17.39%)
Faléncia renal N/A 1 (4.35%)
Trauma raquimedular N/A 4 (17.39%)
Politrauma 6 (60%) 4 (17.39%)
Ventilacdo mecanica N/A 23 (100%)

Sitio de infeccéo

Trato urinario N/A 10 (43.48%)
Aspirado traqueal N/A 19 (82.61%)
Ventilagdo mecanica N/A 23 (100%)
Leucdcitos (%/mm3) N/A 15059.56 (10424.43)
SOFA N/A 5.43 (2.27)
APACHE Il N/A 21 (9.95)
Tempo de internacdo hospitalar

(dias) N/A 39.82 (21.21)
Tempo de permanéncia na UTI

(dias) N/A 18.78 (9.96)
Mortalidade (%) N/A 7 (30.43%)

Bactérias Gram positivas (%) N/A 2 (8.69%)
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Bactérias Gram negativas (%) N/A 15 (65.21%)
Fungos (%) N/A 3 (13.04%)
Germe indeterminado (%) N/A 3 (13.04%)

IMC: indice de massa corpdrea; DPOC: doenca pulmonar obstrutiva cronica; N/A: ndo se aplica;
SOFA: sequential organ failure assessment; SAPS: simplified acute physiology score.

Tabela 4. Resultado de culturas solicitadas a partir do lavado broncoalveolar (LBA).

Cultura de LBA Pacientes (N=23)
Acinetobacter baumannii 5 (21,74%)
Klebsiella pneumoniae (KPC) 3 (13,04%)
Pseudomonas aeruginosa 3 (13,04%)
Staphylococcus aureus 2 (8,7%)
Outros” 5 (21,74%)
Negativo 4 (17,39%)

" Outros: Candida tropicalis, Serratia liquefaciens, Burkhoideeria cepacia e Enterobacter aerogenes.

Em relacdo ao perfil laboratorial e metabdlico dos pacientes portadores de
sepse (tabela 5), observou-se notavel presenca de caréncia de vitamina D, pois
apenas um paciente (4,35%) apresentou concentracdo de suficiéncia da vitamina
(30,0 a 100,0ng/ml), enquanto 20 (86,96%), apresentaram deficiéncia (inferior a
20,9ng/ml); e 2 (8,7%), apresentaram insuficiéncia (21,0 a 29,9ng/ml), como visto no
grafico 1. Quanto a concentracdo plasmatica de albumina, destacado no grafico 2,
todos os pacientes apresentaram algum grau de hipoalbuminemia, ou seja, albumina
plasmatica inferior a 3,5g/dL (normal entre 3,5 a 5g/dL), sendo a severa (<2,5g/dL)
observada em 12 pacientes (52,17%); moderada (2,5 a 3,0g/dL), em 9 (39,13%); e
leve (3,0 a 3,5¢g/dL), em 1 (4,35%). Conforme destacado no gréafico 3, proteina C
reativa (PCR) esteve elevada em todos os pacientes, variando de 3,3 a 26,7mg/L
(normal 1mg/L), indicando o grau inflamatorio sistémico consequente do quadro de

sepse.



Tabela 5. Perfil clinico e laboratorial dos pacientes portadores de sepse.

N Leucocitos Bastonetes Linfocitos Creatinina Ureia Lactato
(%/mm?3) (%/mm3)  (%/mm3) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

1 11600 580 1740 1,6 187 11
2 13190 1582,8 2110,4 0,69 83 1,1
3 10630 2019,7 744,1 0,24 69 1,1
4 10300 1957 2163 1,63 243 1,2
5 18200 2912 1274 0,21 42 1,3
6 5820 465,6 640,2 0,58 43 0,5
7 14780 886,8 2808,2 0,34 35 0,9
8 11230 786,1 1123 0,21 35 0,8
9 17040 3748,8 1192,8 0,79 47 0,7
10 13520 1487,2 946,4 1,92 53 0,5
11 5930 29057 4151 0,39 56 1,8
12 17380 2780,8 1042,8 0,25 46 11
13 13300 3325 1330 0,89 57 0,6
14 14080 704 2112 0,77 21 0,8
15 15880 2540,8 1746,8 0,34 51 1
16 9260 2129,8 648,2 0,05 49 1,2
17 6290 377,4 691,9 3,61 148 0,8
18 23310 3263,4 1864,8 0,38 75 11
19 13050 2349 1827 0,49 18 0,7
20 11890 832,3 1189 1,02 98 1
21 15110 1208,8 1359,9 0,14 74 1,9
22 7690 922,8 615,2 0,33 81 1,1
23 13520 1487,2 1622,4 0,2 46 0,6
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Tabela 5. Perfil clinico e laboratorial dos pacientes portadores de sepse.

(continuacéo).
N 25(OH)D Albumina Ventilagéo PCR
(ng/mL) (mUJ/L) Traqueostomia Mecanica (mg/dL)
1 20,6 2,8 Sim Sim 20,5
2 11,6 1,9 Sim Sim 17,7
3 19,5 1,7 Sim Sim 21,9
4 14,1 1,7 Nao Sim 19,7
5 9,4 2,6 Sim Sim 27
6 16,2 2,6 Sim Sim 20,4
7 19,1 3 Sim Sim 14,7
8 29,1 2,2 Nao Sim 3,3
9 - 2,7 Sim Sim 24,6
10 7,9 2,6 Sim Sim 17,7
11 10,5 2,3 Sim Sim 27
12 17,1 2,2 Sim Sim 15
13 32,1 3 Sim Sim 26,7
14 8,6 3,1 Sim Sim 27
15 20,4 2,5 Sim Sim 21
16 5,6 2 Sim Sim 27
17 12 2,5 Sim Sim 9,1
18 13,6 1,8 Sim Sim 18,4
19 - 2,1 Nao Sim 23,2
20 19,2 2,3 Sim Sim 27
21 7,2 2,1 Sim Sim 51
22 5,6 1,8 Sim Sim 9
23 24,1 2,9 Sim Sim 6,1

25(0OH)D (vitamina D3), PCR (proteina C reativa)
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Tabela 5. Perfil clinico e laboratorial dos pacientes portadores de sepse.

(continuacéo).
N Tempo de
Idade APACHE internacao
Sexo (anos) SOFA I (dias) Obito

1 M 70 10 8 57 Nao
2 M 73 3 35 26 Nao
3 F 80 9 39 14 Sim
4 M 45 9 23 16 Sim
5 M 67 4 26 50 Nao
6 M 64 7 24 21 Sim
7 F 58 3 13 25 Nao
8 F 36 5 13 74 Nao
9 M 53 4 16 19 Nao
10 M 52 5 20 28 Sim
11 F 76 5 16 83 N&o
12 M 69 5 30 58 Nao
13 M 25 4 23 61 Nao
14 M 37 4 17 65 N&ao
15 F 68 8 29 53 Nao
16 M 60 6 30 40 Sim
17 M 61 6 33 15 Sim
18 M 66 4 32 Nao
19 M 36 1 28 Nao
20 M 65 5 61 Nao
21 F 82 9 32 15 Sim
22 M 86 5 26 52 Nao
23 F 32 4 5 23 Nao

APACHE Il (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation), SOFA (Sequential Organ Failure
Assessment), DI (dias de internacao), UTI (Unidade de Terapia Intensiva), TSH (horménio estimulante
da tireoide), PCR (proteina C reativa).
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Gréafico 1. Relacdo da concentracdo plasméatica de Vitamina D [25(OH)D] nos

pacientes portadores de sepse pulmonar.
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Gréfico 2. Relacdo da concentragdo plasmatica de albumina nos pacientes

portadores de sepse.
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Gréafico 3. Relagcdo da concentragdo plasmatica de Proteina C Reativa (PCR) nos

pacientes portadores de sepse.

5.2 Concentragcdes das citocinas pro-inflamatorias em amostras de LBA e

plasma em pacientes portadores de sepse:

As concentragdes plasmaticas e do LBA de citocinas pro-inflamatérias foram
determinados por citometria de fluxo pelo método cytometric bead array CBA. Como
visto na figura 11, observou-se que as concentracdes de IL-6 foram significativamente
aumentadas tanto nas amostras de plasma dos pacientes portadores de sepse,
quanto nas amostras de LBA, enquanto as concentracdes de IL-2 e IL-4 foram
minimas ou até mesmo insignificantes (figura 12). Em contraste, ndo foi observado
nas amostras de LBA e plasma aumento significativo em outras citocinas pro-

inflamatérias, como IFN-y e TNF-a (figura 13).
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Figura 11. Concentracdes de interleucina 6 (IL-6) do plasma e LBA a partir de
amostras de plasma e LBA de pacientes com sepse. Andlise estatistica realizada
utiizando o teste de Mann-Whitney, onde ** p <0,01 ou *** p <0,001 foram

considerados para significancia estatistica.
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Figura 12. Concentracdes de interleucina 2 e 4 (IL-2 e IL-4) do plasma e LBA a partir

de amostras de plasma e LBA de pacientes com sepse.
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Figura 13. Concentracdes de interferon gama (IFN-y) e fator alfa de necrose tumoral

(TNF-a) em pacientes com sepse.

5.3 Subconjuntos das células NK (CD3-, CD56P9"t e CD5649™) em amostras

de LBA e plasma em pacientes portadores de sepse:

Na avaliacdo da composic¢ao linfocitaria das amostras de plasma e LBA foram
determinados e comparados os subconjuntos de células NK CD3-, CD56" e
CD569™ entre as amostras coletadas dos pacientes e dos casos controle. Os
resultados de citometria de fluxo representativos de cada subgrupo sdo mostrados na
figura 14. As compara¢cOes medianas e de tracados de cada grupo sdo mostradas na
figura 15 para as células NK CD569" e na figura 16 para as células NK CD56%™,
Observou-se que os subconjuntos de células NK foram claramente reduzidos em
namero nas amostras de plasma de pacientes com sepse, em comparagcdo com 0s
controles saudaveis, ndo havendo diferencas significativas nos niveis celulares

observados nas amostras LBA.
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Figura 14. Representacdo dos subconjuntos de células NK CD3"€9, CD56Pd"t e

CD569™ por citometria de fluxo, obtida de amostras de sangue e de LBA de pacientes

portadores de sepse e de controles saudaveis.
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Figura 15. Subconjunto de células Natural killer (NK). Obtidos de amostras de plasma
e lavado broncoalveolar (LBA) de pacientes com sepse. Observa-se na amostra de
plasma o nimero de células NK CD56""9" por ml de sangue, enquanto no LBA o

namero de células recuperadas.
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Figura 16. Subconjunto de células Natural Killer (NK) CD 569%™ obtido a partir de
amostras de plasma e LBA de pacientes com sepse. Observa-se na amostra de
plasma o numero de células NK CD56%9™ por ml de sangue, enquanto no LBA o
namero de células recuperadas. A anadlise estatistica foi realizada por ANOVA
unidirecional seguido do teste post hoc de Tukey, onde * p <0,05 foi considerado para

significancia estatistica.

5.4 Concentracao das células T CD4*e T CD8* em amostras de LBA e plasma

em pacientes portadores de sepse:

Na avaliacdo da composicao linfocitaria das amostras de plasma e LBA foram
determinados e comparados os subconjuntos de células NK CD4* e CD8* entre as
amostras coletadas dos pacientes e dos casos controle. Os resultados de citometria
de fluxo representativos de cada subgrupo sdo mostrados na figura 17. Em
consonancia a reducdo da concentracdo de células NK observada no plasma de
pacientes portadores de sepse, também se observou reducédo de células T CD4* e T
CD8* (figura 18 e 19). No entanto, as concentracdes observadas no LBA também

permaneceram inalterados para esses subconjuntos de células.
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Figura 17. Representacdo dos subconjuntos de células NK CD4* e CD8* por
citometria de fluxo. Obtida de amostras de sangue e de LBA de pacientes portadores

de sepse e de controles saudaveis.
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Figura 18. Subconjunto de células T CD4*, obtido a partir de amostras de plasma e
LBA de pacientes com sepse. Observa-se na amostra de plasma o nimero de células
CD4* por ml de sangue, enquanto no LBA o numero de células recuperadas. Houve
reducdo no numero de células T CD4* no plasma enquanto os observados no LBA
permaneceram inalterado. A analise estatistica foi realizada por ANOVA unidirecional
seguido do teste post hoc de Tukey, onde *** p <0,001 foi considerado para

significancia estatistica.
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Figura 19. Subconjunto de células T CD8*, obtido a partir de amostras de plasma e
LBA de pacientes com sepse. Observa-se na amostra de plasma o nimero de células
CD8* por ml de sangue, enquanto no LBA o nimero de células recuperadas. Houve
reducdo no numero de células T CD8* no plasma enquanto os nhumeros observados
no LBA permaneceram inalterados. A analise estatistica foi realizada por ANOVA
unidirecional seguido do teste post hoc de Tukey, onde *** p <0,001 foi considerado

para significancia estatistica.
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6 DISCUSSAO:

Foram estudados vinte e trés pacientes portadores de sepse grave decorrente
de infeccdo pulmonar, com média de idade de 59 anos, dos quais a maioria eram
homens (69,57%), o que condiz com a literatura, que demonstra que a idade mediana
dos pacientes afetados na sepse é de 65,2 anos, dos quais cerca de 58,7% sao
homens [11,12]. Observou-se que 14 pacientes (60,86%) possuiam alguma
comorbidades associada, num indice de mortalidade de 30,43%. Embora diferentes
comorbidades sdo frequentemente atribuidas aos pacientes portadores de sepse,
seus maus resultados e a evolucao para 6bito estdo geralmente relacionados com as
complicacbes da sepse, o que torna dificil gerar de forma confiavel dados
epidemioldgicos de arquivos hospitalares disponiveis [31]. Pacientes idosos
portadores de multiplas comorbidades e pacientes cirdrgicos politraumatizados séo
suscetiveis a infec¢cdes nosocomiais secundarias responsaveis por sua morte, o que
ocorre de forma mais intensa e rapida quando esta presente um quadro inflamatério
grave, como o observado na SIRS [6]. A sepse possui elevada taxa de mortalidade e
morbidade, com altos custos hospitalares, representa a principal causa de
internamentos em leitos de UTI e, apesar de todos os esforcos no seu tratamento
clinico, representa a principal causa de 6bito em pacientes criticos [6,7]. Com um
indice de mortalidade de 30 a 50%, a maioria dos pacientes com sepse sdo admitidos
em unidades de terapia intensiva (UTI) e precisam de ventilagdo mecéanica. A causa
mais frequente de morte em pacientes com sepse é a disfun¢édo organica, sendo o
sistema respiratério responsavel por 28,4% dos casos de Obito, seguido pelo
cardiovascular (25,3%) e renal (23,1%) [14].

Todos os pacientes do estudo foram submetidos a ventilagdo mecanica em
algum momento do seu manejo clinico, dos quais 19 (82,61%) tiveram infeccao
pulmonar confirmada, sendo que 15 (62,21%) apresentaram infeccfes bacterianas
Gram-negativas; dois (8,69%), infeccOes bacterianas Gram-positivas; trés (13,04%),
infec¢des fungicas; e trés (13,04%), infecgbes microbianas indeterminadas, ou seja,
nao apresentaram positividade nas culturas de secrecbes coletadas (aspirado
traqueal, secrecao de feridas, LBA, etc.). Porém, quando se analisou a positividade
de culturas obtidas exclusivamente pelo LBA verificou-se que Acinetobacter
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baumannii foi identificado em 5 pacientes (21,74%); Klebsiella pneumoniae, em 3
(13,04%); Pseudomonas aeruginosa, em 3 (13,04%); Staphylococcus aureus em 2
(8,7%); outros (Candida tropicalis, Serratia liquefaciens, Burkhoideeria cepacia e
Enterobacter aerogenes), em 4 (17,39%); e a cultura foi negativa em 4 (17,39%). Os
agentes patogénicos mais comuns observados na sepse e que causam choque
séptico sao bactérias gram-negativas, gram-positivas e micro-organismos bacterianos
mistos, sendo que nos pacientes criticos graves ha um maior risco de infec¢des por
patdgenos atipicos e/ou multirresistentes, tais como Candida albicans,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e Enterococcus resistentes a

vancomicina [15].

A infeccdo que origina o processo inflamatorio sistémico observado na sepse
pode instalar-se em pacientes que apresentam alguma deficiéncia nos seus
mecanismos inatos de defesa imunoldgica, o que pode ser observado em individuos
deficientes / insuficientes de vitamina D (VD). Com a analise dos dados laboratoriais
dos pacientes do estudo verificou-se a elevada prevaléncia de caréncia de VD, pois
20 pacientes (86,96%), apresentaram deficiéncia da vitamina; 2 (8,7%), insuficiéncia
e apenas um (4,35%) tinha concentragfes suficientes. Como pacientes criticos tem
menores concentracbes de VD do que pessoas saudaveis, propdem-se que
concentracfes adequadas de VD podem desempenhar um papel protetor importante
nestes pacientes, ainda que concentracdes reduzidas de VD observados na sepse
podem decorrer do maior catabolismo proteico, com reducdo das concentragdes da
proteina de ligacdo da vitamina D (VDBP), relacionado com sepse precoce e de pior
prognéstico [72]. Por outro lado, pacientes criticos possuem menor exposi¢ao a luz
solar e auséncia de suplementacado alimentar adequada, como também ha variacbes
anuais nas concentracdes plasmaticas, sendo maximas no outono e menores apés o
inverno, observando-se menor taxa de letalidade por sepse no verdo [64]. Foi
observado que a deficiéncia prévia a admissdo hospitalar de VD relaciona-se com
maior mortalidade e maior positivacado de hemoculturas em pacientes criticos, mesmo
apos ajustes de comorbidades relevantes, sendo um preditor significativo e
independente de sepse, com o risco de mortalidade 1,9 vezes maior nos individuos
deficientes [62,65]. Em pacientes graves a deficiéncia pode causar um efeito aditivo
nos resultados com maior tempo de internagdo; aumento dos custos hospitalares;

piora de prognostico; predisposicdo as infec¢gdes por Staphylococcus aureus e



59

Clostridium difficile; e aumento da mortalidade [66]. A relacédo causal ndo é conhecida,
mas sabe-se que ha aumento de interleucinas pro-inflamatorias, com efeitos adversos
sobre o estresse oxidativo e aumento da expressdo de moléculas de adeséo
endotelial, importantes na patogénese da sepse, pois a VD possui efeitos
antiproliferativos das células T pela alteracdo no RNAm, inibindo a proliferacdo de
células Thl/Th17 com reducao de citocinas pro-inflamatérias (TNFa, INF-y, IL-1p3, IL-
2, 1L-6, IL-8 e IL-17) com desvio da producao de citocinas do fenotipo Th2 e aumento
das citocinas anti-inflamatérias (IL-4 e IL-10) [66,68,69]. A VD impede a producao
excessiva de citocinas pro-inflamatérias e aumenta a capacidade antibacteriana dos
macrofagos, potencializando a expressdo dos receptores TLR (toll like receptors) e
suas respostas antibacterianas, com a producdo dos peptideos antimicrobianos
(PAMSs) catelicidina e B-defensinas, importantes na resposta imunolégica inata do trato
respiratério na defesa contra infeccdes [62,63,64]. Porém, pacientes sépticos
apresentam deficiéncia da VD em até 96,15% dos casos, com menor concentracao
plasmatica durante os momentos de pico de infeccdo e consequente reducéo destes
efeitos no sistema imunolégico, com comprometimento da producdo dos PAM, o que
pode influenciar diretamente o prognostico e a morbimortalidade destes pacientes
[65,66]. Notou-se que apds pré-tratamento com VD, h& reducdo da producdo de
citocinas inflamatorias (IL-6 e IL-8) induzidas por lipopolissadacarideos (LPS) e
inibicdo da ativacdo da via de NF-kf, sugerindo que, devido as multiplas funcbes da
VD no sistema imunolégico em resposta a infeccao, sua suplementacao pode ser um

componente integral no combate a sepse [67,68,69].

O perfil nutricional dos pacientes portadores de sepse é fator extremamente
importante e possui relacfes diretas com a taxa de morbimortalidade. Muitas vezes o
paciente, ao ser internado, ja se encontra desnutrido e, como o0 processo de
desnutricdo € continuo, o quadro de desnutricAo pode se agravar ou, caso hao
apresente no momento da internacéo, pode adquirir a desnutricdo com o decorrer do
seu tratamento. Avaliando-se as concentragfes plasméticas da albumina (normal
entre 3,5 a 5g/dL) dos pacientes, observou-se que todos apresentaram algum grau de
deficiéncia, sendo a severa (<2,5g/dL) observada em 12 (52,17%); moderada (2,5 a
3,0g/dL), em 9 (39,13%); e leve (3,0 a 3,5g/dL), em 1 (4,35%). A dosagem plasmatica
de albumina, é frequentemente utilizada como marcador nutricional dos pacientes

hospitalizados, pois representa 50 a 60% das proteinas plasmaticas e suas
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concentracdes reduzidas podem estar relacionadas com a desnutricao clinica e maior
morbimortalidade. No Brasil, hd prevaléncia média de 48,1% de desnutricdo
hospitalar, sendo que nos pacientes criticos em UTI, o quadro se agrava e pode
chegar a 100% [70]. Por isso medidas e condutas de triagem e terapia nutricionais
adequadas sao extremamente importantes, principalmentes em pacientes criticos
portadores de sepse que, devido ao seu quadro catabdlico intenso, ha necessidade
de preservacéao de tecido muscular e, consequentemente, das funcdes organicas para
0 paciente ter condic¢des clinicas, nutricionais e imunoldgicas de combate as infeccbes
sistémicas. Porém, como a albumina tem sua sintese hepéatica reduzida em quadros
inflamatorios de pacientes portadores de sepse, ou seja, trata-se de proteina de fase
aguda negativa, o que também pode justificar ou potencializar sua correlagcdo com as
taxas de morbimortalidade observadas na sua deficiéncia, o uso isolado da
concentracdo plasméatica de albumina como marcador de desnutricAo nestes
pacientes pode nado ser adequado [71,72]. A contagem total de linfocitos (CTL) ou
linfometria € utilizada para avaliar a competéncia imunolégica e esta relacionada com
o perfil nutricional dos pacientes, possibilitando dar uma estimativa das reservas
imunologicas momentaneas e as condi¢des do mecanismo de defesa celular organica,
sendo considerada deplecéo leve, quando o numero de linfocitos esta entre 1200 a
2000/mm?; moderada, 800 a 1199/mm?; e deplecdo grave, para valores menores que
800/mm? [14,15]. Dos 23 pacientes do estudo, 8 (34,78%) pacientes apresentaram
namero de linfécitos normal; 5 (21,74%) apresentaram deplecéo linfocitaria grave; 4
(17,39), moderada; 6 (26,0), leve, o que pode ser justificado nos pacientes portadores
de sepse, que possuem intensa resposta inflamatéria com multiplos mecanismos de
reducdo dos linfocitos circulantes, tais como maior adesao endotelial e apoptose
[6,16].

No momento do diagndstico da sepse, existem algumas variaveis laboratoriais
extremamente importantes correlacionadas com o nivel inflamatério / infeccioso dos
pacientes, dentre as quais destacam-se a presenca de leucocitose (>12.000
leucdcitos/uL) ou leucopenia (<4000 leucécitos/uL); bastonetose (>10% de formas
imaturas); e proteina C reativa (PCR) / procalcitonina acima de duas vezes o valor
normal. A proteina C reativa (PCR), importante marcador inflamatério utilizado como
rotina em pacientes criticos, esteve elevada em todos os pacientes portadores de

sepse, como esperado, variando de 3,3 a 26,7mg/L (normal 1mg/L). A proteina C
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reativa (PCR) é uma proteina de fase aguda produzida pelo figado em resposta a
inflamagdes, decorrente principalmente do aumento de IL-6. As concentragdes
plasmaticas de PCR aumentam nas primeiras 6 horas ap0s o inicio do estimulo,
atingindo valores de pico em aproximadamente 48 horas e, como sua meia-vida é
curta (4 a 9 horas), retornam rapidamente a valores normais ap6s a melhora do
processo [82]. Seus valores persistentemente elevados estéo relacionados ao agravo
do progndstico dos pacientes portadores de sepse e ao mau resultado as respostas
ao tratamento instituido, assim como a algum processo infeccioso ativo, sendo que
possui participacdo na defesa as infeccbes por diversos microrganismos, na
reabsorcdo de material necrético e na regulacdo de processos inflamatorios [3].
Maiores valores séricos estdo relacionados a pior progndstico e a quadros clinicos
mais graves, como o0 choque séptico [14]. Apenas um paciente apresentou
concentracdo elevada de creatinina (3,61mg/dL), o que estad relacionado com
hipoperfuséo tissular e deficiéncia organica decorrente da faléncia renal, piorando o
prognostico, sendo que o paciente em questdo evoluiu para 6bito. Os pacientes do
estudo apresentaram concentracfes de lactato sérico ndo elevadas e inferiores a
4,0mmol/L (média de 1,0mmol/L) refletindo um perfil de pacientes que, apesar da
presenca de sepse pulmonar, necessitavam de estabilidade clinica para a
possibilidade de realizacdo de broncoscopia para coleta de amostras de LBA. A
concentracdo de lactado esta relacionada a pior prognéstico e indicativo de sepse
grave / choque séptico quando seus valores estdo maiores que 4,0mmol/l, indicando
hipoperfusdo com tendéncia a instabilidade clinica e necessidade de vasopressores
[17].

No estudo observou-se que as concentracdes de IL-6 foram significativamente
aumentados nas amostras de plasma e de LBA dos pacientes portadores de sepse,
enquanto as de IL-2 e IL-4 foram minimas ou até mesmo insignificantes e nao foi
observado aumento significativo em outras citocinas pro-inflamatoérias, como IFN-y e
TNF-a. A medicédo de biomarcadores circulantes pelo perfil de citocinas pode ser um
meétodo pratico para descrever o estado imunoldgico e inflamatorio de um paciente
séptico, principalmente se associado aos escores clinicos utilizados como APACHE ||
ou SOFA [13,23]. Porém, como a precisdo é diretamente relacionada com a fase da
sepse, a auséncia ou baixa concentracédo de biomarcadores pode ser preponderante

como alerta na maioria dos pacientes [24]. Como também, TNF-q, II-1 e IL-6 ndo sé&o
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considerados biomarcadores "padrédo-ouro” de sepse devido a sua meia-vida curta
[27]. Concentracdes elevadas de IL-6 foram observados em muitas doencas
inflamatorias, como doencgas cardiovasculares, doengas autoimunes ou cancer e, da
mesma forma que a IL-1B, concentracbes consistentemente elevadas de IL-6
mostraram-se associadas a gravidade da sepse, estando as concentracfes mais altas
associadas aos piores resultados, porém, a contribuicdo exata da IL-6 para a sepse
ainda esta sob investigacdo [28]. O IFN-y é produzido principalmente por células T
CD4* e T CD8*, como também em menor quantidade pelas células NK, promove a
resposta inflamatoria durante a sepse, porém sua producédo pode ser atenuada na
sepse, provavelmente devido a reducao da resposta dos linfécitos durante o estado
imunossuprimido [28,31]]. Diferengas podem decorrer do momento da sepse em que
o material foi coletado sendo que primeiramente h4 uma liberacdo excessiva de
citocinas pro-inflamatdrias na corrente sanguinea, como a IL-6 e o TNF-a, o qual
atuam em sinergismo desde o inicio deste evento inflamatério, seguido por um periodo
de deplecédo caracterizado pela CARS, mediada pela secrecdo de citocinas anti-
inflamatérias, como a IL-4 e IL-10 [27,32,80]. Foi relatado a possibilidade dos
subconjuntos de células NK ndo serem equivalentes na sua atividade antibacteriana,
pois as células NK CD56PM9" estdo relacionadas com a producédo de IFN-y, assim
como outras citocinas, enquanto as CD56%9™, a maior liberacdo de perforina e
granzima, relacionadas com mecanismos de citotoxicidade [52,53,60]. Esta
diferenciacéo das células NK, que pode afetar a sua funcéo especifica no combate as
infeccdes, é influenciada pelo ambiente do tecido, o que pode ser diferente em certos
ambientes celulares e moleculares especificos como observado neste estudo, que
demonstrou os numeros celulares nos pulmdes, via LBA e o sangue [58]. Porém, no
estudo observou-se que 0s subconjuntos de células NK foram claramente reduzidos
em namero nas amostras de plasma de pacientes com sepse, em comparagao com

os controles saudaveis, sem diferencas significativas em relacdo ao LBA.

Sugeriu-se que a resposta imunoldgica exacerbada e descontrolada na sepse
pode levar a inducdo de autodestruicdo de tecidos e disfuncéo organica distante do
local de les&o como, por exemplo, o que pode ocorrer nos pulmodes [13]. Nosso estudo
atual teve como objetivo caracterizar o estado imunoldgico das células NK tanto no
sangue periférico como no LBA de pacientes com pneumonia bacteriana, no qual foi

observado uma linfopenia de células NK e de células T CD4* e CD8* tanto no sangue
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periférico quanto no LBA de pacientes com sepse. O local da infeccdo originaria da
sepse, bem como as variaveis sistémicas e locais do paciente sao historicamente
considerados nos escores clinicos que preveem a sobrevivéncia do paciente [83]. A
aguisicao de amostras de sangue periférico para o estudo de células imunoldgicas em
pacientes com sepse € comumente realizada devido a conveniéncia de adquirir esses
tipos de amostras. No entanto, devido a natureza da infeccdo bacteriana, o tipo de
leucécitos encontrados no local da infeccao pode ser significativamente diferente das
células do sangue periférico devido a resposta inflamatéria complexa e
compartimentada na sepse [84]. Além disso, um recente estudo demonstrou que o
microambiente local controla a compartimentalizacdo das respostas das células NK
durante a inflamacao sistémica experimental [36]. Até a data, nosso estudo foi o
primeiro a comparar essas populagdes celulares simultaneamente em amostras de
sangue periférico e LBA de pacientes sépticos, com o objetivo de mensurar 0 nimero
das células de forma sistémica e nos respectivos locais de infeccdo, como no caso, 0
pulm&o. Curiosamente, tanto as células NK como outros linfécitos tais como as células
T CD4* e T CD8* apresentaram linfopenia sanguinea, enquanto nas amostras de LBA
nao foi observado alteracdes no numero desses subconjuntos celulares. A anergia
decorrente da diminuicdo da resposta das células T observada na maioria dos
pacientes sépticos pode ser considerada como tentativa de equilibrar os mecanismos
pré-inflamatérios exacerbados que ocorrem logo no inicio da sepse, o que também
pode levar ao desenvolvimento da faléncia organica, observada com a evolucédo da
doenca [20].

A linfopenia durante a sepse € fendbmeno clinicamente descrito, porém
hipotético, que pode estar relacionado com o trafego das células de defesa para os
locais de infeccdo ou da morte celular. Foi demonstrado que linfopenia é
consequéncia de apoptose linfocitéria durante a sepse e que a prevencao da morte
de linfécitos melhoraria a sobrevida em camundongos [85]. A administracdo de IL-7 e
IL-15 inverteria a apoptose dos linfocitos e melhoraria a sobrevivéncia do sepse em
modelos de camundongos experimentais [86,87]. Em pacientes humanos foi
demonstrado que a linfopenia persistente € preditor de mortalidade e
imunossupressao induzida por septicemia [88,89]. Com base nessas descobertas,
novos ensaios clinicos estdo atualmente sendo avaliados na tentativa de reverter a

linfopenia e a imunossupressao induzida pela sepse. Por outro lado, em contraste com
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a hipotese de linfopenia induzida pela morte celular, verificou-se em modelos de sepse
peritoneal experimental, as células NK murinas migram para a cavidade peritoneal via
mecanismo induzido por quimiocinas, resultando em linfopenia do sangue periférico,
0 que sugere gue a linfopenia pode ser consequéncia da quimiotaxia das células para
o local da infeccéo [74]. Uma possivel hipotese, que pode explicar a linfopenia do
sangue periférico, mas os niveis celulares inalterados em outros compartimentos, €
que a ativacao celular pode resultar em moléculas de adeséo celular aumentadas que
ancoram linfocitos especificos para a parede endotelial, 0 que poderia resultar em
linfécitos menos sollveis no sangue, o que se assemelharia a um cenario de linfopenia
do sangue periférico [90]. Embora a sepse experimental seja uma poderosa
ferramenta usada para entender os mecanismos das respostas imunoldgicas na
sepse, a variabilidade da resposta imunologica aos padrdes moleculares associados
aos patogenos (PAMPS) entre diferentes espécies pode variar em mais de 10.000
vezes entre 0s camundongos e 0s seres humanos, o que pode néo ser tao fidedigno
com o que ocorre em humanos [91,92]. Nosso estudo apoia a hip6tese de que a
linfopenia na sepse é provavelmente associada a morte celular induzida por apoptose
durante um evento inflamatoério exagerado, porém, como o estudo foi limitado a
amostras de LBA, existe a possibilidade de que o uso de amostras homogeneizadas
de bidpsias pulmonares possa revelar um desfecho diferente [93]. Neste estudo foi
abordado o conceito de numeros de subconjuntos de células NK em diferentes
compartimentos em pacientes com sepse, sendo demonstrado que a linfopenia
sanguinea ndo esta necessariamente associada a niveis aumentados dessas células
no local da infeccdo, como no caso, nas amostras de LBA de pacientes portadores de

sepse pulmonar.
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7 CONSIDERACOES FINAIS:

Os leucécitos encontrados no local da infeccdo podem diferir daqueles
observados no plasma devido a resposta inflamatéria complexa e
compartimentalizada decorrente da sepse, de forma que a linfopenia no plasma e
valores inalterados em outros compartimentos pode ser decorrente da ativagao celular
e maior expressao de moléculas de adesao celular que ancoram linfécitos especificos
a parede endotelial reduzindo sua populacao soluvel e disponivel no sangue, como
também pode ser decorrente dos processos de apoptose linfocitaria. Em relacéo as
citocinas pro-inflamatdrias nos pacientes sépticos, embora se saiba que elas séo
determinantes na patogénese da sepse e estdo envolvidas tanto na progressao da
doenca, quanto no estabelecimento da CARS, ndo ha consenso em relacdo aos
mediadores inflamat6érios mensuraveis na corrente sanguinea de pacientes
portadores de sepse, assim como dos reais mecanismos da diferenca observada nas
concentracfes de citocinas no sangue e nos locais de infeccdo. Apesar dos avancos
em cuidados médicos gerais e novas informacdes sobre a fisiopatologia da sepse,
esta desordem continua a ser uma entidade clinica complexa com taxa de mortalidade
inaceitavelmente elevada, a qual esté relacionada ao desenvolvimento da faléncia de
multiplos 6rgéos e sistemas, que deve ser evitada ao prevenir-se a instituicdo da
“tempestade de citocinas”, ambas frequentemente irreversiveis. Ha evidéncias da
influéncia do estado nutricional dos pacientes portadores de sepse na sua capacidade
de resposta as infec¢des, 0 que pode ser potencializada pela presenca de deficiéncias
de certas vitaminas e nutrientes, como a vitamina D, comprovadamente relacionada
com a capacidade de resposta imunoldgica inata ligada ao trato respiratorio. Ha
muitas dificuldades em identificar um alvo terapéutico eficaz para melhorar os
resultados clinicos na sepse, pois devido a complexidade dos eventos observados e
da sua fisiopatologia multifatorial, ainda é necessaria melhor compreenséo de sua

patogénese.
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8 CONCLUSOES:

No estudo, observou-se que as células NK estdo presentes no LBA de
pacientes portadores de sepse pulmonar, sem alteracdes no padréo de subconjuntos
celulares de células NK (CD569" e T CD569™) e de linfécitos T CD4* e T CD8*, e
sem diferengas significativas em relacdo ao padréo de subconjuntos encontrado no

LBA do grupo controle.

Em relacdo ao perfil de citocinas pré-inflamatérias observado em pacientes
portadores de sepse pulmonar, observou-se que a concentracdes de IL-6 foi
significativamente aumentada nas amostras de plasma e de LBA dos pacientes
portadores de sepse, ndo sendo observado aumento significativo em outras citocinas

pré-inflamatérias analisadas, como IL-2, IL-4, IFN-y e TNF-a.

Houve elevada prevaléncia de desnutricdo e de deficiéncia / insuficiéncia de
vitamina D nos pacientes portadores de sepse pulmonar, o que pode interferir com a

resposta imunoldgica inata do hospedeiro as infecgdes.
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ANEXO 1 - BRONCOSCOPIA E LAVADO BRONCOALVEOLAR

1 BRONCOSCOPIA:

7

Broncoscopia € um procedimento endoscoOpico que visualiza a arvore
traqueobrénquica através de um instrumento Optico inserido nas vias aéreas, com
ampla capacidade diagnostica e terapéutica [1]. A forma mais utilizada, dada a sua
praticidade e custos, € a broncoscopia flexivel adaptada a uma fonte de luz branca
alégena padrdo, com capacidade de acessar as vias aéreas inferiores até a terceira
ordem dos bronquios [2]. As imagens sao obtidas através de fibras 6pticas ou uma
pequena camera na extremidade distal do aparelho, o qual também apresenta um
canal de trabalho para introducdo de instrumentacdo endoscépica especifica como
pincas, agulhas de puncdo e escovas, assim como para instilacdo de medicacoes,

solucdes e aspiracao de conteudo [3].

O broncoscopio é dito flexivel por ter a capacidade de flexionar sua
extremidade distal superior ou inferiormente, permitindo sua insercéo através das vias
aéreas curvas, possibilitando atingir as vias aéreas mais distantes [1,4]. Um
broncoscopio flexivel comum tem trés partes: a por¢cao de controle, que apresenta
uma alavanca para flexionar ou estender a porcao distal do broncoscépio, um portal
de succéo para conexao do sistema de aspiracdo a vacuo e uma abertura para o canal
de trabalho através da qual os instrumentos ou solucdes séo inseridos; o eixo flexivel
gue contém cabos dentro de uma bainha que permitem flexdo e extenséo da por¢ao
distal com o acionamento da alavanca, cabos de iluminacao / imagem de fibra 6ptica
e o canal de trabalho; a ponta distal que se insere através da via aérea do paciente,
gue possui um elemento de recuperagao de imagem, um componente de iluminagao

e a abertura do canal de trabalho (figura 1) [4].

A broncoscopia flexivel € um procedimento que visualiza o limen e a mucosa
traqueal, vias aéreas proximais e via aérea segmentar até a terceira geracao de
ramificacbes, como ilustrado na figura 2 [1]. Este procedimento é utilizado para o
diagnéstico e tratamento de patologias existentes tanto dentro quanto adjacentes as

vias aéreas, estando suas indicagdes mais frequentes representadas na tabela 1 [5].



Ocular — ~*— Cabo para fonte de luz

-a— Canal de succdo

Alavanca de controle q
Extensdo / flexdo — ™ \
(up / down)

Canal de insercdo

Canal de trabalho

Céamera ou cabo

de fibra optica Portal de trabalho

Vs

- FEixo flexivel

Fonte de luz

Figura 1. Porgbes do broncoscopio flexivel [4].
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Figura 2. Esquema que representa a subdivisdo dicotdmica das vias aéreas no
pulmdo humano a partir da traqueia até os sacos alveolares com a numeracdo da

respectiva geracdo de ramificacdo. Broncoscopia Diagndéstica e Terapéutica [1].



Tabela 1. IndicacBes para broncoscopia [5].

Inspecao:

Tosse persistente e/ou inexplicavel

Hemoptise

Sibilancia localizada e/ou fixa

Paralisia diafragmatica

Rouquid&o ou estridor inexplicdvel com ou sem paralisia de cordas vocais
Suspeita de fistula traqueo-esofagica

Trauma toracico

Suspeita de traqueomalacia

Inalagéo toxica ou queimadura de vias aéreas

Verificar localizacdo de traqueostomia ou tubo endotraqueal
Avaliar lesdes pré-cancerosas (autofluorescéncia)
Avaliacdo pulmonar de doadores para transplante pulmonar
Coleta de material (bidpsia, LBA) ou outro procedimento:
Hiperinflagdo ou hiperlucéncia pulmonar focal ou unilateral
Localizag&o da fistula bronco-pleural

Atelectasia persistente

Derrame pleural

Massa paratraqueal, mediastinal ou hilar

Massa / n6dulo parenquimatoso

Pneumonia recorrente

Pneumonia nosocomial

Pneumonia em individuos imunocomprometidos

Corpo estranho nas vias aéreas (conhecido ou suspeito)
Avaliagao de rejeicdo em receptor de transplante pulmonar
Braquiterapia

Pesquisa
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2 LAVADO BRONCOALVEOLAR:

O lavado broncoalveolar (LBA) é um fluido coletado através de broncoscopia,
um exame endoscoépico especifico para avaliacdo das vias aéreas inferiores [6]. A
anatomia das vias aéreas pode ser avaliada conforme a Classificacdo de Jackson-
Huber com a denominagéo dos seus segmentos de acordo com a orientacao espacial
(anterior/posterior; superior/inferior; e medial/lateral) ou conforme a classificacdo
cirirgica de Boyden, que determina os numeros segundo 0s segmentos das vias
aéreas (figura 3 e 4) [1,7]. Trata-se de um método minimamente invasivo que fornece
informacdes importantes sobre processos imunologicos, inflamatorios e infecciosos
gue ocorrem a nivel alveolar [8]. Na vigéncia de sepse de origem pulmonar a coleta
de LBA por broncoscopia € indicada, quando possivel, para orientacdo da melhor
escolha do antibi6tico de acordo com o germe isolado nas culturas do fluido aspirado,
como também para limpeza da arvore brénquica com aspira¢do de multiplas rolhas
de secrecdo para desobstrucdo brénquica visando melhorar o padréo ventilatério do
paciente [9,10]. O LBA é considerado uma forma de bidpsia pulmonar liquida, no qual
cerca de 1ml de secrecdo adequadamente coletada abrange uma area de um milh&o
de alvéolos, o que equivale a um compartimento de aproximadamente 1,5 a 3% do
parénquima pulmonar [1,3]. O LBA permite o recolhimento de células e exsudato
inflamatorio, com importante papel na elucidacao diagnostica de diversas patologias
como identificacdo de fatores de infec¢cdo, neoplasias pulmonares, avaliagdo de
componentes celulares na asma e doencas intersticiais [11,12,13].
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Figura 3. Representacdo esquematica dos segmentos bronco pulmonares do pulméao
humano. Pulmé&o direito: Lobo superior - segmentos 1) apical; 2) posterior e 3) anterior.
Lobo médio — segmentos 4) lateral e 5) medial. Lobo inferior direito — segmentos 6)
superior (apical); 7) medial basal; 8) anterior basal; 9) lateral basal e 10) posterior
basal. Pulmao esquerdo: Lobo superior — segmentos 1-2) apical posterior; 3) anterior;
4) lingular superior; 5) lingular inferior. Lobo inferior esquerdo — segmentos 6) superior;

7-8) antero-medial basal; 9) lateral basal e 10) posterior basal [1].
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Durante o exame de broncoscopia o0 aparelho € introduzido pelo
broncoscopista posicionado em pé e por detrds da cabeca do paciente, que se
encontra em posi¢do supina em decubito dorsal horizontal. Para o exame é utilizado
sedacdo com Propofol (10mg/ml) a 1,5 a 2,5 mg/kg e anestesia topica com Cloridrato
de Lidocaina a 1% (10mg/ml) sem vaso constritor, com suplementacdo de oxigénio
através de cateter nasal a 3l/min durante a realizacdo do exame e até sua recuperagao
anestésica [14]. Para a técnica de coleta de LBA, primeiramente faz-se uma inspecao
broncoscopica das vias aéreas seguido de aspiracdo de conteludo grosseiro
impactado nos brénquios como excesso de muco, secre¢ao purulenta ou coagulos,
para entdo identificar-se a anatomia das vias aéreas [7]. Entdo o broncoscépio é
impactado em cunha, como demonstrado na figura 5, num brénquio subsegmentar de
terceira ou quarta ordem, de acordo com as subdivisdes dicotdmicas das vias aéreas,
nas regides segmentares acometidas do pulmdo anormal, seguido de injecdo de
aliquotas de 20 a 50ml de solucéo salina de NaCl 0,9% (até um total de 100 a 200ml)
para posterior aspiracdo com um volume total de retorno de no minimo 40% do volume
injetado, coletado num frasco siliconado do tipo sifao conectado no canal de aspiracao
do broncoscopio (figura 6) [2,14]. A solucao salina deve ser estéril, ndo bacteriostatica,
e pode ser infundida aquecida a 37°C ou em temperatura ambiente [2]. Quando
possivel e de acordo com a toleréncia do paciente ao procedimento, pode-se atrasar
a recuperacao imediata da solugcdo por alguns segundos e permitir que o paciente
respire dois ou mais ciclos respiratérios para fornecer uma melhor mistura com as
secrecdes alveolares [1]. A pressdo de aspiracdo deve ser de 20 a 80mmHg para
evitar-se sangramento, colapso brénquico distal e/ou traumatismo das células, o que
pode ser conseguido com o pressionamento parcial da valvula de succ¢do do
broncoscopio [3]. O liquido deve ser recuperado em recipientes siliconados como um
sifdo de coleta estéril conectado na suc¢do do aparelho, pois os de vidro podem
causar aderéncias dos macrofagos [1,4]. O material deve ser processado 0 mais
rapido possivel pois as células permanecem viaveis por no maximo quatro horas
quando armazenadas a 25°C [8]. E importante evitar a aspiracdo ao passar pela
nasofaringe e pelas vias aéreas centrais antes do LBA como também limitar a
quantidade de lidocaina instilada no canal de trabalho, pois ambos podem alterar o

rendimento celular da amostra [3].
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Figura 5. Posicdo em cunha do broncoscopio para LBA na terceira e quarta ordem

dos brénquios segmentares. Broncoscopia [2].

Figura 6. Frasco coletor siliconado conectado no canal de aspiracdo do broncoscopio

flexivel [14].

Na preparacdo do LBA primeiramente realiza-se uma filtracdo inicial para
retirada do excesso de muco, seguido de processo de centrifugacdo no qual o
sobrenadante liquido é enviado para analise das substancias nao celulares e o
sedimento diluido em 5ml de solucéo salina tamponada seguido de nova suspensao
e contagem do numero total de células através de esfregaco [14]. Depois é realizado

centrifugagcédo do material sendo o sedimento entdo analisado através de esfregago
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para a contagem diferencial celular sendo possivel o material ser reservado para
analises posteriores. Em controles normais o contetdo celular do LBA consiste em 85
a 95% de macréfagos, 3 a 12% de linfocitos e 1 a 3% de neutrdfilos, eosindéfilos ou
basdfilos [1,2,3]. E uma amostra insatisfatoria pode ser definida como a falta de
macrofagos alveolares, excesso de células epiteliais das vias aéreas (>5%) e uma

abundancia de material purulento das vias aéreas centrais [3].
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Apresentacao do Projeto:

Estudo do lavado bronco-alveolar (LBA) de pacientes com infecg&o pulmonar, durante o estabelecimento da
sepse. Envolvera a imunofenotipagem dos leucdcitos presentes, com especial atengéo para os TLR (Toll-
like receptor) expressos em células NK e a pesquisa de mediadores pro-inflamatorios: IFN-gamma e PAF
(platelet activating fator).

Serdo coletadas amostras de 40 participantes divididos em dois grupos, GRUPO | - SIRS com 20
participantes e outros 20 do GRUPO Il - Sepse= SIRS + infeccao.

As amostras serdo coletadas no Setor de Endoscopia Respiratéria do Hospital Universitario Cajuru. As
amostras seréo provenientes dos pacientes que preencham os pré-requisitos do guideline para a sepse
(Dellinger et al., 2013) adotado pela equipe médica do setor do Hospital Cajuru. Seréo coletados LBA dos
pacientes selecionados, conforme padronizacdo da Sociedade Brasileira de Pneumologia e
Tisiologia/ANVISA.

Critério de Inclusao:
Presenca de SIRS e suspeita de infeccdo seréo os unicos critérios para inclusao.
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Critério de Exclusao:

Individuos imunossuprimidos ser&o excluidos do grupo de estudo. Por exemplo, cancer, patologias malignas
hematol6gicas, da medula éssea ou transplantados, ou com AIDS bem como aqueles sob tratamento
quimioterapico, terapia imunossupressora ou sob uso de esterdides (> 10 mg por dia por mais de 15 dias).

Objetivo da Pesquisa:

Investigar o lavado bronco-alveolar de pacientes com infecgdo no trato respiratério durante o
estabelecimento da sepse. Realizar uma imunofenotipagem das células inflamatérias presentes no lavado
bronco-alveolar destes pacientes e analisar o contetido de mediadores da inflamacao.

Objetivo Secundario:

Objetivos especificos - Investigar a expressao de TLR por células NK obtidas do LBA de pacientes durante a
sepse;Determinar 2 importantes mediadores inflamatérios que participam da evolugao do quadro de sepse
no LBA: IFN-gamma e PAF;Comparar os achados celulares e de mediadores com os obtidos do sangue
periférico desses pacientes.

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:

Os riscos para o paciente sdo os inerentes ao procedimento da endoscopia respiratéria. Ou seja, néo ha
riscos adicionais além dos possiveis para qualquer paciente que ndo esteja em UTI.

Entre os riscos mais comuns incluem-se sensibilidade do nariz e garganta, hemorragia nasal e tosse com
sangue, que normalmente se resolvem sem interveng&o. Portanto, os procedimentos de coleta de lavado
bronco-alveolar s6 sera realizada em pacientes estaveis e em condi¢des clinicas que preencham os critérios
de incluséo.

Beneficios:
Quanto aos beneficios, estes referem-se a coleta do material que vai orientar a antibioticoterapia e realizar o
toilete brénquico para melhora dos parametros ventilatérios em pacientes em sepse pulmonar.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa envolvendo 40 participantes em dois grupos. A pesquisa tem um orgamento de R$ 25.000,00 e
sera custeado pelo pesquisa.
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagado obrigatoria:
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Recomendacgdes:
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
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O trabalho tem sua relevancia ndo expondo o participante da pesquisa a grandes riscos em contrapartida

aos beneficios.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO ..
'PARANA-SETORDE & %bd' e
CIENCIAS DA SAUDE/ SCS - |

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Investigacéo do lavado bronco-alveolar de pacientes com infecgo no trato respiratério
durante o estabelecimento da sepse

Pesquisador: ANITA NISHIYAMA

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 16930013.0.0000.0102

Instituicdo Proponente: Programa de Pés-Graduagdo em Fisiologia
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 398.997
Data da Relatoria: 11/09/2013

Apresentacado do Projeto:

Equipe da pesquisa: Ana Lucia Zanatta, Fernando de Souza Fonseca Guimaraes, Paulo de Souza Fonseca
Guimaréaes, Rodrigo Martinez de Campos.

Investigagdo do lavado bronco-alveolar de pacientes com infeccdo no trato respiratério durante o
estabelecimento da sepse: Avaliagéo da express&o de TLR por células NK e producéo de mediadores pro-
inflamatérios Trata-se de projeto de tese de doutorado do doutorando Paulo de Souza Fonseca Guimaraes,
com enfoque no lavado bronco-alveolar de pacientes com infecga@o no trato respiratério durante o
estabelecimento da

sepse, que pretende avaliar a expressao de TLR por células NK e a producéo de mediadores
préinflamatérios; para tanto, sera realizada a imunofenotipagem dos leucécitos presentes, com especial
atengdo para os TLR (Toll-like receptor) expressos em células NK e a pesquisa de mediadores
préinflamatérios: IFNgama e PAF.

Objetivo da Pesquisa:

Investigar o lavado bronco-alveolar de pacientes com infecgado no trato respiratério durante o
estabelecimento da sepse. Realizar uma imunofenotipagem das células inflamatérias presentes no lavado
bronco-alveolar destes pacientes e analisar o conteido de mediadores da inflamacao.

Especificos: Investigar a express&o de TLR por células NK obtidas do LBA de pacientes durante a

Enderego: Rua Padre Camargo, 280

Bairro: 2° andar CEP: 80.060-240
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3360-7259 E-mail: cometica.saude@ufpr.br
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sepse;

Determinar 2 importantes mediadores inflamatérios que participam da evolugéo do quadro de sepse no LBA:
IFNgama e PAF; Comparar os achados celulares e de mediadores com os obtidos do sangue periférico
desses pacientes.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os pesquisadores informam que n&o havera riscos adicionais além dos possiveis para qualquer paciente
que nao esteja em UTI. Entre os riscos mais comuns incluem-se sensibilidade do nariz e garganta,
hemorragia nasal e tosse com sangue, que normalmente se resolvem sem intervenc&o. Portanto, os
procedimentos de coleta de lavado bronco-alveolar s6 sera realizada em pacientes estaveis e em condigées
clinicas que

preencham os critérios de inclus&o.

Quanto aos beneficios, estes referem-se a coleta do material que vai orientar a antibioticoterapia e realizar o
toilete bronquico para melhora dos parametros ventilatorios em pacientes em sepse pulmonar.

Muitos estudos clinicos foram propostos e testados no tratamento da sepse, no entanto, nenhum tratamento
tem demonstrado eficacia significativa na prevengéo da alta mortalidade dos pacientes até o momento. Com
este trabalho, poderiamos identificar precocemente os mediadores inflamatérios no LBA ou marcadores
celulares, antes da instalag3o e progresséo da cascata inflamatéria que caracteriza o choque séptico. Com
isso, seria possivel antecipar alguma intervengéo, por exemplo, antibioticoterapia ou tratamento com PAF
acetil hidrolase (enzima que inativa o PAF) nos pacientes em SIRS para evitar o desenvolvimento da sepsis.
Diante deste quadro, consideramos de alta relevancia estudar estratégias especificas de prevencéo da
injuria pulmonar aguda e os seus desdobramentos. A pesquisadora acrescenta que, do ponto de vista
cientifico, o presente estudo contribuird para elucidar mecanismos celulares do estabelecimento da sepse
como base para o desenvolvimento de novas estratégias e procedimentos para minimizar as consequéncias
deste extenso quadro inflamatério.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é relevante pois a sepse ¢ uma das causas mais frequentes de mortalidade em unidades de
terapia intensiva (UTI) e resulta na morte de cerca de 30-50% dos pacientes devido a leséo tecidual
excessiva.
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Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Todos os documentos exigidos estéo apresentados.

Recomendacdes:

Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatérios semestrais sobre o andamento da pesquisa,
bem como informagdes relativas as modificagdes do protocolo, cancelamento, encerramento e destino dos
conhecimentos obtidos, através da Plataforma Brasil - no modo: NOTIFICAGAO.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Foi anexada a declaracao final modelo CONEP, onde o Coparticipante declara ter lido e concordar com o
Parecer deste CEP/SD.

E obrigatério retirar na secretaria do CEP/SD uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
com carimbo onde constara data de aprovagdo por este CEP/SD, sendo este modelo reproduzido para
aplicar junto ao participante da pesquisa.

O TCLE devera conter duas vias, uma ficara com o pesquisador e uma cdpia ficara com o participante da
pesquisa (Carta Circular n°. 003/2011CONEP/CNS).

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O TCLE devera conter duas vias, uma ficara com o pesquisador e uma copia ficara com o participante da
pesquisa, tanto o participante como o pesquisador dever&o rubricar todas as paginas do TCLE, opondo
assinaturas na Ultima pagina do referido Termo (Carta Circular n°. 003/201 1CONEP/CNS).
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ANEXO 3

1 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O PACIENTE:

a)

b)

d)

Nés, pesquisadores da Universidade Federal do Parana e da Pontificia Universidade
Catdlica do Parana, estamos convidando-o para participar de uma pesquisa intitulada:
“Investigacao do lavado bronco-alveolar de pacientes com infec¢cdo no trato
respiratério durante o estabelecimento da sepse: Avaliacdo da expressao de
TLR por células NK e producdo de mediadores pré-inflamatoérios™.

O sr. (a) est4d sendo convidado (a) a participar desta pesquisa, que tem como
finalidade investigar o lavado bronco-alveolar (material fluido que se coleta
durante o exame de endoscopia respiratoria) de pacientes com infec¢ao no trato
respiratorio (pneumonia) durante o estabelecimento da sepse (quando a infec¢éo
se manifesta por todo o organismo, ou seja, quando a infec¢do esta associada a
sindrome da resposta inflamatoéria sistémica). As células inflamatorias presentes
no lavado bronco-alveolar serdo analisadas através de imunofenotipagem
(técnica utilizada para identificar qual o tipo exato de célula presente no lavado
bronco-alveolar) para estudar o conteido de mediadores da inflamacéao.

Esta pesquisa é direcionada a pacientes oriundos das Unidades de Terapia
Intensiva do Hospital Universitario Cajuru, portadores de sindrome da resposta
inflamatoria sistémica com suspeita ou confirmacdo de infeccdo pulmonar
associada, com idade acima de 18 anos, e que ndo possuam imunossupressao
(doenca que afeta a resposta imunoldgica do organismo as infecces como
cancer, patologias malignas hematolégicas ou da medula éssea, transplantados,
portadores de sindrome da imunodeficiéncia adquirida, etc.), bem como se
estiverem em tratamento quimioterapico, terapia imunossupressora ou em uso
cronico de esteroides ou corticoides (> 10mg por dia por mais de 15 dias).

Ao participar deste estudo o sr. (a) permitira que o pesquisador realize uma
broncoscopia (um tipo de endoscopia que avalia as vias respiratorias) no Setor de
Endoscopia Respiratéria do Hospital Universitario Cajuru para coleta de amostras
de lavado bronco-alveolar e de sangue venoso periférico. A qualquer momento, o
sr. (a) tem a liberdade de desistir de participar e retirar seu consentimento, sendo
gue sua recusa nao lhe trard nenhum prejuizo em relacdo com o pesquisador ou
com a instituigao.

A participacdo nesta pesquisa ndo traz complica¢cdes legais, sendo 0s riscos e/ou
desconfortos a que o sr. (a) estara exposto (a) referentes a qualquer procedimento
de endoscopia respiratoria, ou seja, ndo ha riscos adicionais além dos possiveis
para qualquer paciente que esteja internado em Unidade de Terapia Intensiva e
gue necessitem de realizacao deste exame. Entre 0s riscos mais comuns incluem-
se sensibilidade do nariz e garganta, hemorragia nasal e tosse com sangue, que
normalmente se resolvem sem intervencao. Portanto, os procedimentos de coleta
de lavado bronco-alveolar s6 serdo realizados em pacientes estaveis e em
condi¢des clinicas adequadas para realizagdo do mesmo. Os procedimentos
adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com
Seres Humanos conforme Resolug¢édo n°. 196/96 do Conselho Nacional de Saude
e nenhum dos procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade.

Quanto aos beneficios, do ponto de vista cientifico, a presente pesquisa
contribuira para elucidar os mecanismos celulares do estabelecimento da
sindrome da resposta inflamatéria sistémica como base para o desenvolvimento
de novas estratégias e procedimentos para minimizar as consequéncias desta
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patologia. E, além de contribuir para o avanco cientifico, a realizacédo da coleta de
lavado bronco-alveolar pode auxiliar na escolha adequada do antibiético para o
tratamento de infeccbes pulmonares e na remocao de secrecdes pulmonares
acumuladas nas vias respiratérias com beneficios imediatos nos parametros
ventilatorios.

Os pesquisadores Paulo de Souza Fonseca Guimardes (médico do Setor de
Endoscopia respiratéria do Hospital Cajuru), Marlos de Souza Coelho (Chefe do
Servigo de Cirurgia Toracica e Endoscopia Respiratéria do Hospital Universitario
Cajuru), Anita Nishiyama (Pesquisadora do Departamento de Fisiologia da
Universidade Federal do Parana), responsaveis por este estudo, poderdo ser
contatados para esclarecer eventuais duvidas que sr. (a) possa ter e fornecer-lhe
as informagodes que queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

Paulo de Souza Fonseca Guimarées

e-mail paulosfguimaraes@gmail.com

telefone: (41) 96817317 ou (41) 32713000

endereco: Hospital Universitario Cajuru, Setor de Endoscopia Respiratoria. Av.
Sao José, 300. CEP 80050-350 Curitiba, Parana — PR

Marlos de Souza Coelho

e-mail clinicadotorax@marloscoelho.com.br

telefone: (41) 99740600 ou (41) 32663500

endereco: Hospital Universitario Cajuru, Setor de Endoscopia Respiratoria. Av.
Sao José, 300. CEP 80050-350 Curitiba, Parana — PR

Anita Nishiyama

e-mail: anita.ufpr@gmail.com

telefone (41) 99452241 ou (41) 33611707

endereco: Universidade Federal do Parand, Setor de Ciéncias Bioldgicas,
Departamento de Fisiologia. Centro Politécnico- Jardim das Américas. CEP
81531-990 Curitiba - PR

A sua participacdo neste estudo € voluntaria e se o (a) sr. (a) ndo quiser mais
fazer parte da pesquisa podera desistir a qualquer momento e solicitar que lhe
devolvam o termo de consentimento livre e esclarecido assinado. A sua recusa
ndo implicara na interrupcdo de seu atendimento e/ou tratamento, que esta
assegurado.

Todas as informacdes coletadas neste estudo séo estritamente confidenciais e
somente o0s pesquisadores terdo conhecimento dos dados. No entanto, se
qualquer informacéao for divulgada em relatério ou publicacéo, isto sera feito em
forma codificada, para que a sua identidade seja preservada e seja mantida a
confidencialidade. E sempre que quiser podera pedir mais informacdes sobre a
pesquisa através do telefone do pesquisador.

O sr. (a) nao tera nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem
como nada sera pago por sua participacao.

Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, € sim um
caédigo.


mailto:paulosfguimaraes@gmail.com
mailto:clinicadotorax@marloscoelho.com.br
mailto:anita.ufpr@gmail.com
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Apos estes esclarecimentos, solicitamos o0 seu consentimento de forma livre para
participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem:

Eu, ,
portador do RG n° , tendo em vista os itens acima
apresentados e apos ter lido e compreendido o termo acima descrito, manifesto aqui
0 meu consentimento de forma livre e esclarecida, em participar da pesquisa
“Investigagao do lavado bronco-alveolar de pacientes com infeccdo no trato
respiratorio durante o estabelecimento da sepse: Avaliacdo da expressao de
TLR por células NK e producado de mediadores pro-inflamatoérios”.

Curitiba, de de 2013.

Assinatura do paciente

Assinatura do pesquisador

Assinatura do pesquisador responsavel / orientador

Rubricas:
Sujeito da Pesquisa e /ou responsavel legal

Pesquisador Responsavel

Comité de Etica em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR

Telefone: (41) 3360-7259 e-mail: cometica.saude@ufpr.br
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2 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O

K)

RESPONSAVEL LEGAL:

Nés, pesquisadores da Universidade Federal do Parana e da Pontificia Universidade
Catodlica do Parand, estamos convidando-o para participar de uma pesquisa intitulada:
“Investigacao do lavado bronco-alveolar de pacientes com infec¢cdo no trato
respiratério durante o estabelecimento da sepse: Avaliacdo da expressao de
TLR por células NK e producdo de mediadores pré-inflamatoérios”.

O sr. (a) est4d sendo convidado (a) a participar desta pesquisa, que tem como
finalidade investigar o lavado bronco-alveolar (material fluido que se coleta
durante o exame de endoscopia respiratoria) de pacientes com infec¢ao no trato
respiratorio (pneumonia) durante o estabelecimento da sepse (quando a infec¢éo
se manifesta por todo o organismo, ou seja, quando a infec¢do esta associada a
sindrome da resposta inflamatoéria sistémica). As células inflamatorias presentes
no lavado bronco-alveolar serdo analisadas através de imunofenotipagem
(técnica utilizada para identificar qual o tipo exato de célula presente no lavado
bronco-alveolar) para estudar o conteudo de mediadores da inflamacéo.

Esta pesquisa € direcionada a pacientes oriundos das Unidades de Terapia
Intensiva do Hospital Universitario Cajuru, portadores de sindrome da resposta
inflamatoéria sistémica com suspeita ou confirmacdo de infec¢cdo pulmonar
associada, com idade acima de 18 anos, e que ndo possuam imunossupressao
(doenca que afeta a resposta imunoldgica do organismo as infeccbes como
cancer, patologias malignas hematoldgicas ou da medula 6ssea, transplantados,
portadores de sindrome da imunodeficiéncia adquirida, etc.), bem como se
estiverem em tratamento quimioterapico, terapia imunossupressora ou em uso
cronico de esteroides ou corticoides (> 10mg por ia por mais de 15 dias).

Ao participar deste estudo o sr. (a) permitira que o pesquisador realize uma
broncoscopia (um tipo de endoscopia que avalia as vias respiratérias) no Setor de
Endoscopia Respiratéria do Hospital Universitario Cajuru para coleta de amostras
de lavado bronco-alveolar e de sangue venoso periférico. A qualquer momento, o
sr. (a) tem a liberdade de desistir de participar e retirar seu consentimento, sendo
gue sua recusa nao lhe trard nenhum prejuizo em relacdo com o pesquisador ou
com a instituicao.

A participacéo nesta pesquisa néo traz complicacdes legais, sendo 0s riscos e/ou
desconfortos a que o sr. (a) estara exposto (a) referentes a qualquer procedimento
de endoscopia respiratoria, ou seja, ndo ha riscos adicionais além dos possiveis
para qualquer paciente que esteja internado em Unidade de Terapia Intensiva e
gue necessitem de realizacdo deste exame. Entre 0s riscos mais comuns incluem-
se sensibilidade do nariz e garganta, hemorragia nasal e tosse com sangue, que
normalmente se resolvem sem intervencado. Portanto, os procedimentos de coleta
de lavado bronco-alveolar sé serdo realizados em pacientes estaveis e em
condi¢cbes clinicas adequadas para realizacdo do mesmo. Os procedimentos
adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com
Seres Humanos conforme Resolucao n°. 196/96 do Conselho Nacional de Saude
e nenhum dos procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade.

Quanto aos beneficios, do ponto de vista cientifico, a presente pesquisa
contribuird para elucidar os mecanismos celulares do estabelecimento da
sindrome da resposta inflamatoria sistémica como base para o desenvolvimento
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de novas estratégias e procedimentos para minimizar as consequéncias desta
patologia. E, além de contribuir para o avanco cientifico, a realizacdo da coleta de
lavado bronco-alveolar pode auxiliar na escolha adequada do antibiético para o
tratamento de infec¢cbes pulmonares e na remocao de secregcdes pulmonares
acumuladas nas vias respiratorias com beneficios imediatos nos parametros
ventilatoérios.

Os pesquisadores Paulo de Souza Fonseca Guimardes (médico do Setor de
Endoscopia respiratéria do Hospital Cajuru), Marlos de Souza Coelho (Chefe do
Servico de Cirurgia Toracica e Endoscopia Respiratoria do Hospital Universitario
Cajuru), Anita Nishiyama (Pesquisadora do Departamento de Fisiologia da
Universidade Federal do Parana), responsaveis por este estudo, poderdo ser
contatados para esclarecer eventuais davidas que sr. (a) possa ter e fornecer-lhe
as informacdes que queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

Paulo de Souza Fonseca Guimaraes

e-mail paulosfguimaraes@gmail.com

telefone: (41) 96817317 ou (41) 32713000

endereco: Hospital Universitario Cajuru, Setor de Endoscopia Respiratoria. Av.
Sao José, 300. CEP 80050-350 Curitiba, Parana — PR

Marlos de Souza Coelho

e-mail clinicadotorax@marloscoelho.com.br

telefone: (41) 99740600 ou (41) 32663500

endereco: Hospital Universitario Cajuru, Setor de Endoscopia Respiratoria. Av.
Sao José, 300. CEP 80050-350 Curitiba, Parana — PR

Anita Nishiyama

e-mail: anita.ufpr@gmail.com

telefone (41) 99452241 ou (41) 33611707

endereco: Universidade Federal do Parana, Setor de Ciéncias Bioldgicas,
Departamento de Fisiologia. Centro Politécnico- Jardim das Américas. CEP
81531-990 Curitiba - PR

A sua participacdo neste estudo é voluntaria e se o (a) sr. (a) ndo quiser mais
fazer parte da pesquisa podera desistir a qualquer momento e solicitar que lhe
devolvam o termo de consentimento livre e esclarecido assinado. A sua recusa
nao implicara na interrupcdo de seu atendimento e/ou tratamento, que esta
assegurado.

Todas as informacfes coletadas neste estudo sédo estritamente confidenciais e
somente o0s pesquisadores terdo conhecimento dos dados. No entanto, se
qualquer informacéo for divulgada em relatorio ou publicacéo, isto sera feito em
forma codificada, para que a sua identidade seja preservada e seja mantida a
confidencialidade. E sempre que quiser podera pedir mais informagdes sobre a
pesquisa através do telefone do pesquisador.

O sr. (a) nao tera nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem
como nada sera pago por sua participagao.

Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, € Sim um
cadigo.


mailto:paulosfguimaraes@gmail.com
mailto:clinicadotorax@marloscoelho.com.br
mailto:anita.ufpr@gmail.com
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Apos estes esclarecimentos, solicitamos o0 seu consentimento de forma livre para
participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem:

Eu, :
portador do RG n° , tendo em vista os itens acima
apresentados e apos ter lido e compreendido o termo acima descrito, manifesto aqui
0 meu consentimento de forma livre e esclarecida, em participar da pesquisa
“Investigagcdao do lavado bronco-alveolar de pacientes com infeccdo no trato
respiratorio durante o estabelecimento da sepse: Avaliagcdo da expressao de
TLR por células NK e producao de mediadores pré-inflamatérios”.

Curitiba, de de 2013.

Assinatura do responsavel legal

Assinatura do pesquisador

Assinatura do pesquisador responsavel / orientador

Rubricas:
Sujeito da Pesquisa e /ou responsavel legal

Pesquisador Responsavel

Comité de Etica em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR

Telefone: (41) 3360-7259 e-mail: cometica.saude@ufpr.br
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ANEXO 4 - PROTOCOLO DE TRATAMENTO DA SEPSE

1. Pacientes com SARA e PAO2/HO2 < 150 mi mHg se beneficiam de * Profilaxia de TVP ¢ HDA
VM em posicio PRONA. [stes pacientes também se beneficiam do 1. Todos os padientes sépticos devem receber profilaxis para TVP.
wio de BNM por sté 48 1. A profiada 3 TVP pode ser farmacoldgica (com heparina

pa
IV, Os pacientes sob VM devern manter a cabeceira do leito entre reguiar ou de balxo peso molecular) ou nlo-farmacoldgica (a
30-45 graus (se n30 houver contra-indicagio) para prevenir PAV; terapia combinads deve ser usada sempre que possivel);
V. Retice o paciente da VM assim que ela n3o for mais necessiria L A profilaxia para HDA pode ser feita com blogueador H2 ou Pro timizaca
Sempre que possivel, tente uma ventllagho nlo-invasiva como blogueador da bomba de priton e somente para pacientss com W &Oo GS.OQO
alternativa & VM. Institua peotocoles de desmame. rico de sngramento (hpoperfuslo, wentilacio mecinica, Tratamento da Sindrome Séptica IV
* Suporte renal coagulopatia, sangramento digestivo ou doenga péptica prévios,
LT de substituicdo renal nio devemn iniciadas etc).
e e B s e iknghmiastion Os 8 passos principais do POTSS:
ave) L. Todos 04 pacientes sépticos devem ter seu suporte nutricdonal
Il As terapias de substituicBo renal continuas e intermitentes s5o Iniclado apds a ressuscitagdo hemodindmica inical. ideaimente, 1. Identifique o paciente como portador de Sepse ou
equivalentes em pocientes com sepse Ou chogue séptico e nutriglo enteral precoce deve sor 0 padrio para todos os pacientes; Choque Septico:
Insuficiéncia renal; IL Evite aporte caldrico nos primelros dias & avance conforme 3 Sepie ¢ definida como "Disfunglo orgdnka que amess a vida
M O wso de teraplas continuas facilta o balango hidrico de tolerincls. devido a uma resposta desregulada do hospedeiro @ uma infecgdo”.
pacientes hemodinamicaments instivels. Chogue Séptico ¢ um “Subgrupo dos pacientes com Sepse Que
8. Monitorizagdo das disfungdes organicas: possul graves anormalidsdes dirculatinlas e do metabollumo celuls
7. Tratamentos adicionais L Inicie & mantenha 0 suportes necessirios ds disfungles onglnicas Que acarretam substancial aumento na mortalidade”.
* Hiperglicemia iéﬁggg.gioﬂ“ > $30 08 seguintes os writérios para identificar um paciente adulto
L Se apds & estabilzacio Inicsl o paclente tiver 2 glicemias I. Monitorize as disfuncBes orginicas dinicamente e através de como portador de Sepse ou Choque Séptico:
comsecutivas acima de 180 mg/dl, Inide insulina endovenoss S’!SPa%vg-!‘l.iggn _.nggco%g?sgocgs
S&.Evt a manté-la abaixo de 180 mg/dl, Evite hipoglicemis; aooaﬁia_c” It. Distunglo de pelo menos 1 Seglo/sdstema nas (itimas 24 horas
tzaio freqlente serd necessiria, geralmente 3 cada 1-2 Il Considere as imitacBes de suporte dentro do progndstico de com elevag3o de 2 ou mais pontos no SOFA (vejs tabels no final).
Zx té & estabillzagBo desejada, depols a cada 2-4 horas. Cheque c....v!.!..h 1. Pacientes com o5 dois Critérios acima tim Sepse. Se o paciente
?z....ﬂ.h.!s- acurdcla da glicemia capilar com a glicemnia — —r com Sepse tver Npotens3o arterial dependente de VasOpressor,
sangd 1 3 __ L L mesmo apds & reposiK3o Inidal de volume, e hiperiactatemis 2
ﬁa’:&-ﬂnﬂ:{l‘sﬂ !au: - S Tael =5 5 T 2mmoi/L, ele tem Choque Séptico.
fase de ressuscitagho hemodindmica, quando 0 pa '?&'Fud;].l - - — > Sepse e Chogue Séptico 30 emergéncias médicas e ©
estiver estivel e bem perfundido (lactato “normalizado” e/ou Sw02 POLT I nery o 7 anws | aaws trat deve ser inikiado imediatamente. Portanto, na pratica,
atr %.—‘.giglmsg .U!llﬂg li-..a Sl B ”ﬂwl ”.wl g&ls;»gég%alif
Paclentes com .S.I:E micchrdea, .6_9...:. grave ou Nephtes ) ] “en = Qa! .uzo ii%%i%gg
hemorragla aguda necessitam de nivels maks elevados de Mg (20 _.n.l..n..!..,ll:. Y RRYET BEECYY) v = S Pulmlc (Sstema Respiratdrio): taquipnela, disprela e/ou
redor de 9 mg/dl); [ urw s e 3ur | 0w Jquer diminuig 30 sigrificativa da arigenag3o arterlal;
32 S < ) N
8. Pacenbes st 53 devessracaber ploquetas fotnekarments 2 e . * N ¢) Corag3o (Sistema Cardiovascular): Npotens3o arterlal
contagem estiver abalxo d) Figado: ictericia, elevagio das bilirrubinas;
10.000/mm3 (ou NQESEE,?! alto rsco de Reterbociu principal: 1. B A, fvarns L ond Susrviving Lopes Campuign Guidetines o) Rienx: oligieia efou ebevas 3o da creatining;
S..Q“.“..S- !“W!.. sy bﬂm\””ul- e Lamagines, (st Cone Meicine 3017, 44(3) 64 853 3. Seger M ot al T Thiest 1) Sangue (Coagulag30): queda das plaquetss.
MAALA 2008,
B v b i o oo e S > A de gl o s ik i
corrigh anormalidades da coagulacio na ausénci sangr
o..:t 5 . ) defungio de drgio pela infecgdo e 0 paciente tem sepse sté prova
o BNM em contririo. Assim, enquanto 0 pacients & submetido a mals
rr o, ® R presmee o oS exames para defink a3 caracteristicas da infecsio ¢ das disfungles
moderads pus controle da dor, arsiedade e aghagio. Um orghnicas,
protocoio para manutencio e iruagio Int das EPETI —_—
drogas deve ser instituido. niM.l-.l.l
1. BNM devem ser evitados ou usados intermitentements quando Atuakizado Abril/2017 « Feiquess on e
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2. Apos garantir o ABC primario das emergéncias
médicas, obtenha um acesso venoso para coleta de
sangue e administracio de volume e solicite os
exames de imagem:

I. Certifigue-se gue o paciente tenha um bom B0esso VERDSO para
coleta de exames e administragBo de volume;

II. Colha amostras de sangee necescirias para o diagndstico da
sepse, das disfungdes orglnicas e monitorize conforme &
necescidade ao longo do tempo (exames de roting sugeridos:
hemograma com plaguetas, bioguimica, bilirrubinas, gasometria
arterial & LACTATO);

I, Colha pelo menos duas amostras de sangue para hemooulturas,
desde gue lsso nlo atrase o inicie do antibldtico, Pelo menos uma
das hemoculturas deve ser colhida percutinea; se houver acessols)
wascular|es) por mais de 48 horas, colha uma outra amostra através
de cada um dos cateteres. Se houver indicagio, colha culturas de
outras fortes:

V. Tenha um pardmetro de perfusio desde o inico do tratamento e
acompanhe sua evoluglo ao longo do tempo: obtenha wm valor do
LACTATO sérico no momento do diagndstico da sepse e acompanhe
sua evolugio seriada ao longo do tempo (tipicamernts a cada 2 h nas
primeiras & h);

V. Solicite os exames de imagem (radiclogia, tormografia, ecografia)
mecessirios para caracterizar a infeccdo, sem perder tempo para os
passos 3 ed.

3. Inicie a ressuscitagio hemodinamica rapidamente:

I. Administre rapidamente & administracio de 30 mifig de
cristaldide, que devemn ser dadas em no maximo 3 horas. A gramde
maioria dos pacientes com Sepse tém hipoperfusio oculta ou
expressa e esta administragBo imicial de fluidos estd claramente
assoclada com melhor progndstico. A dnica exceglo sdo os
pacientes com clara evidéncia de congestio pulmonar.

. Administragio adicional de fluidos depende de reavaliagbes
fregientes (veja passo 5).

. Terha por objetive uma PAM 2 65 mmHg. Se necessdrio, inicie
vasopressor [geralmente noradrenaling 0,1-2 mog/Kg/min) junto
oo & administragio de cristaldide.

V. Pacientes com necessidade droga vasoativa devern ter acesco
venoso central e acesso arterial para presdo arterial média (PAM).
Esses procedimentos devern ser instituidos tho logo guanto
possivel, mas nio podermn atrasar o inicho da reposic3o de fluidos, da
administragio de vasopressores e do antibidtico.

4. Administre ofs) antimicrobiano(s) dentro da 1*
hora do diagndstico provavel de Sepse ou Choque
Séptico e controle o foco:

l. Os antimicroblanos devern ser iniciados rapidamente apbs &
identificag®o do paciente com provdvel Sepse ou Chogue Séptico
dentro de no midximo 1 hora deste diagndstico. Wirlos estudos
mostram  gue  uma  escolha  adeguada neste momento &

fundamental para diminuir a mortalidade. NBo aguarde confirmar o
diagndstico porque kso poderd retardar o infcio do antibidtico (se a
Infecclo nBo for confirmada apds algumas boras com outros
exames, suspenda imediatamente o antibidtico);

1. Inicie antibidtioos de largo espectros com boa penetragio no fooo
infeccioso para oobrir a grande maboria dos patigenos proviveis
pela infecglo, baseado no foco primédrio e na epiderniclogia do
paciente para bactérias multirresistentes ou ndo. Selecione um
esguema combinado de antimicrobiancs quando o paciente astiver
miuite grave, neutropénice ou com suspeita de infeccSo por
bactérias resistentes & midltiplas drogas (bactérias RMD);

. Os antimicrobianos devem ter a dose e a administragio
sdequadas para a penetragBo tecidual no foco infeccioso e
respeitadas os principios de farmacocinética e farmacodindmica das
drogas;

IV, Pacientes com suspeita de influenza grave devem receber
oseltamivir desde as 1as horas da suspeita clinica.

5. Otimizagao hemodindmica e antimicrobiana

* Fluides

. A administracio de wolurme se compde de 4 grandes fases:
resgate, otirmizagdo, estabilizagdo e descalonamento. Apds a fase de
resgate inicial, com a administracio de 30 mifKg de cristaldide,
eritramos na fase de otimizagio e estabilizagio.

1. Awalie clinicamente 3 necessidade de mais volume baseado
inicialmente em dados clinicos (FC, PAM, débito urindrio, nivel de
consciéncia, perfusio da pele, lactato sérico). Pacientes nitidarmente
hipovolémicos, mal perfundidos e sem sinais de congesto
pulmonar, devem receber mais volume rapidamente  [bolus
adicionals de 500-1000 rmd). Pacientes com corregio dos sinais
climicos de hipovolemia e hipoperfusio ou com sinats de congestio
pulmonar, ndo devem receber mais volume necta fase.

1. Pacientes com sinais dinioos menos evidentes gue os definidos
no item I, podern se beneficiar de provas dindmicas efou de
ecografia na beira-do-leito para definir fluido-responsividade e
receber ow nio bolus adichonais de volume.

IV, Cristaldides <Bo a forma preferencial de fluido. Albumina &
alternativa  eventual, especialmente em  pacentes com
hipoalbuminemia ou hepatopatia. N80 usar gelatinas ou amidos.

» Drogas Vasoativas (DVA)

I. Moradrenaling [0,1-2 meg/Kgfmin) & a DVA de preferéncia. Ela
deve ser administrada desde a fase inicial, se howver hipotensio
arterial, com o objetivo de manter a PAM 2 65 mmHg. Pacientes
com doenga cardiaca isquémica, isguemia cerebral agueda ou
histdria de HAS n3o controlada podem necessitar de PAM mais
elevada,

1. 5& o uwso de noradrenaling ndo for suficiente para elevar a PAM,
pode-se acrescentar vasopressing (0,03-0,060/min) ou adrenalina

(0,1-2,0 meg/Kg/min)

* Perfusio

. O objetivo da otimizaglo hemodinimica com fluidos e
vasopressores @ corrigir 8 hipoperfusBo sistémica. Dados clinicos
favordvels sBo queda da FC, elevagBo da PAM, normalizagio do
débito wrindrio e da perfusio da pele e melhora do nivel de
consciéncia;

IL A hiperlactatemia na fase inicial da sepse & do Chogque Séptico
geralmente significa hipoperfusBo. A gueda continua do lactato
sérico e sua normalizagBo deve ser o objetivo nas primeiras 12-24
horas do tratamento;

. 5&, apds as medidas anteriores, o paciente ainda apresentar
simais de hipoperfuslo, pode-se acrescentar dobutamina (5-10
g K minj;

V. Pacientes gue permanecem dependentes de vasopressores e
com hipoperfusio apds algumas boras de tratamento podem
receber corticdide (hidrocortisona 200-300 mgfdia divididos em 4 a
B doses/dia).

V. Pacientss que permanecem dependentes de DVA e com
hipoperfusio apds algumas powcas horas podem se beneficiar de
maonitorizagio hemodindmica invasiva efou no-invasiva do débito
cardiaco e das varidvels de oxigenacio.

& Antimicrobianas

|. Reavalie o esquema antimicroblano inicial apds 48-72 horas com o
resultado das culturas e estreite o espectro |descalonamenta),
sefmpre gque possivel, para  minimizar  toxicidade, custos e
desenvolvimento de resisténcias. Terapia combinada nio mecessita
ser administrada por mais de 3-5 dias;

IL Logo apds a ressuscitagio imicial, estabeleca o controle do foco
de infeccio (drenagem de abscessos, desbridamento de tecidos
Irvidveis, remogio de cateteres potencialmente infectados, ete.);
. A duragSo tipica de wm tratamento deve ser 7-10 dias.
Esporadicarmente, prolongue até 10-14 dias se a resposta for lenta,
se houver focos no drenados de infecglo, Infecglies comprovadas
por 5 aureus, infecches de resolugSo lenta ou pacientes
Irmuenodeprirmidos;

WVIIL Procalcivoning [ou proteing C reativa) baixa ou em gueda ajuda
o médico & suspender ou encurtar o tempo de tratamento dos
antimicrobianos.

6. Suporte as disfungbes organicas

= Ventilagio Meclnica

I. Evite elevados volumes correntes [VC) e altas pressbes de plateau
[Pplat) em todos o3 pacientes, com ou sem SARA: ajuste o VIC para
cerca de 6 mifKg & mantenha a Pplat < 30 cmH20. Pacientes com
baixa complacéncia tordcica (hipertensBo abdominal, grandes
derrarmes plewrats, etc ) podem tolerar niveis mais elevados de
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ANEXO 5 - PROTOCOLO CITOMETRIA DE FLUXO

AMOSTRA SANGUE:

Centrifugar a amostra (nos tubos de coleta) por 10 min, a 1500 RPM, T.A.
Pipetar o plasma e distribuir em microtubos.

Congelar os microtubos no freezer -80°C.
Homogeneizar o tubo contendo o sangue.

Distribuir 200 pL de sangue em cada tubo de citometria (marcacdo de membrana).
Distribuir 300 pL de sangue em cada tubo de citometria (marcacao intracelular).

Citometria (marcacao de membrana):
o Centrifugar por 5 min, a 1500 RPM, T.A.

o Incubar as células com os marcadores (exceto o 7-AAD e os marcadores
intracelulares) por 30 min. a T.A.

Tubo FITC PE PerCP APC

1 0,5 uL 0,5 uL 0,5 uL 0,5 uL
CD3 CD56 7-AAD Cont. isot.

5 0,5 uL 0,5 L 0,5 L 0,5 uL
CD4 CDS8 7-AAD CD3

3 0,5 uL 0,5 uL 0,5 uL
CD19 CD20 7-AAD

4 0,5 pL 0,5 pL 0,5 L 1,0 uL
CD3 CD56 7-AAD Perforina

5 0,5 pL 0,5 pL 0,5 pL 0,5 pL
CD3 CD56 7-AAD Cont. isot.

v' Marcacéao de superficie: Tubos 1 a 3. Tubos 4 e 5 apenas os
marcadores conjugados com FITC e PE.

v' Marcacao intracelular: Tubos 4 e 5 (apenas Perforina e controle
isotipico APC).

Lise das amostras (tubos 1 a 3): Geralmente 1 ou 2x!!!
o Adicionar 4,5 mL de tampé&o de lise ACK em cada tubo.
Homogeneizar.
Incubar por 5 min.
Centrifugar por 5 min, a 1500 RPM, T.A.
Lavar os tubos uma vez com 1 mL de PBS por 5 min, a 1500 RPM, T.A.

o O O O

Citometria (viabilidade celular - tubos 1 a 3):

o Os tubos 1 a 3 serdo incubados com 0,5 pL do corante 7-AAD por 20 min.
aT.A.
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o Lavar uma vez com 500 pL de PBS a 1500 RPM por 5 min, T.A.
o Ressuspender em 300 pL de PBS

Citometria (marcacao intracelular - tubos 4 e 5 - perforina e controle isotipico
APC):

o Lavar uma vez os tubos 4 e 5 com 500 pL de PBS a 1500 RPM por 5 min,
T.A.
o Adicionar 100 pL de Fix & Perm Medium A por 15 min, T.A., no escuro.

o Adicionar 2 mL de PBS e centrifugar por 5 min. a 1500 RPM.

o Adicionar 100 pL de Fix & Perm Medium B + marcadores intracelulares nos
volumes indicados por 20 min, T.A., no escuro.

o Adicionar 500 pL de PBS e centrifugar por 5 min. a 1500 RPM.
Citometria (viabilidade celular - tubos 4 e 5):

o Os tubos 4 e 5 serdo incubados com 0,5 pL do corante 7-AAD por 20 min.
aT.A.

o Lavar uma vez com 500 pL de PBS a 1500 RPM por 5 min, T.A.

o Ressuspender em 300 pL de PBS.

AMOSTRA LBA:

Transferir a amostra para 2 tubos de 50 mL.
Centrifugar por 10 min, a 1500 RPM, T.A.
Pipetar 3 mL do sobrenadante de um dos tubos e distribuir em microtubos.

Congelar os microtubos no freezer -80°C.
Homogeneizar com a pipeta.

Filtrar em cell strainer de 100 pm.

Contar na camara de neubauer.

Centrifugar por 10 min, a 1500 RPM, T.A.
Ressuspender o pellet em PBS (conforme o n° de células totais do LBA).
Distribuir nos tubos de citometria (2x10° células/tubo).

Citometria (marcacao de membrana):
o Centrifugar por 5 min, a 1500 RPM, T.A.
o Bloqueio Fc: 1 pL de Human TruStain FcX, 10 min. a T.A.

o Incubar as células com os marcadores (exceto o 7-AAD e os marcadores
intracelulares) por 30 min. a T.A.
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Tubo FITC PE PerCP APC

1 0,5 L 0,5 puL 0,5 L 0,5 L
CD3 CD56 7-AAD Cont. isot.

5 0,5 uL 0,5 uL 0,5 uL 0,5 uL
CD4 CD8 7-AAD CD3

3 0,5 L 0,5 puL 0,5 L
CD19 CD20 7-AAD

4 0,5 pL 0,5 uL 0,5 uL 1,0 uL
CD3 CD56 7-AAD Perforina

5 0,5 pL 0,5 pL 0,5 pL 0,5 puL
CD3 CD56 7-AAD Cont. isot.

v' Marcacdao de superficie: Tubos 1 a 3. Tubos 4 e 5 apenas os
marcadores conjugados com FITC e PE.

v" Marcacdo intracelular: Tubos 4 e 5 (apenas Perforina e controle
isotipico APC).

o Lavar os tubos uma vez com 500 pL de PBS a 1500 RPM, 5 min.

e Citometria (viabilidade celular - tubos 1 a 3):

@)
@)
@)

Os tubos seréo incubados com 0,5 pL do corante 7-AAD por 20 min. a T.A.
Lavar uma vez com 500 pL de PBS a 1500 RPM por 5 min. a T.A.
Ressuspender os tubos em 300 pL de PBS.

e Citometria (marcacéo intracelular - tubos 4 e 5, perforina e controle isotipico

APC):

o

O

O

O

Adicionar 100 pL de Fix & Perm Medium A por 15 min, T.A., no escuro.
Adicionar 2 mL de PBS e centrifugar por 5 min. a 1500 RPM.

Adicionar 100 pL de Fix & Perm Medium B + marcadores intracelulares nos
volumes indicados por 20 min, T.A., no escuro.

Adicionar 500 pL de PBS e centrifugar por 5 min. a 1500 RPM.

e Citometria (viabilidade celular - tubos 4 e 5):

o

@)
@)

Os tubos 4 a 5 seréo incubados com 0,5 pL do corante 7-AAD por 20 min.
aT.A.

Lavar uma vez com 500 pL de PBS a 1500 RPM por 5 min, T.A.
Ressuspender em 300 pL de PBS.

e Lise das amostras (tubos 4 e 5): *** Apdés marcacao intracelular, somente se
necessario

o

©)
@)
@)
@)

Adicionar 2 mL de tampao de lise ACK em cada tubo.

Homogeneizar.

Incubar por 5 min.

Centrifugar por 5 min, a 1500 RPM, T.A.

Lavar os tubos uma vez com 1 mL de PBS por 5 min, a 1500 RPM, T.A.
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Abstract: Sepsis is a complex systemic inflammatory syndrome, the most common cause of which
is attributed to systemic underlying bacterial infection. The complete mechanisms of the dynamic
pro- and anti-inflammatory processes underlying the pathophysiology of sepsis remain poorly
understood. Natural killer (NK) cells play a crucial role in the pathophysiology of sepsis, leading to
exaggerated inflammation due their rapid response and production of pro-inflammatory cytokines
such as interferon gamma (IFN-y). Several studies have already shown that NK cells undergo
lymphopenia in the peripheral blood of patients with sepsis. However, our understanding of the
mechanismsbehinditscellulartraffickinganditsroleindiseasedevelopmentisrestricted tostudiesin
animal models. In this study, we aimed to compare the human NK cell subset (CD56Prightordimyjayelg
in the peripheral blood and bronchoalveolar lavage (BAL) fluid of sepsis patients. We conducted a
case-control study with asample size consisting of 10 control patients and 23 sepsis patients enrolled
at the Hospital Cajuru (Curitiba/PR, Brazil) from 2013 to 2015. Although we were able to confirm
previous observations of peripheral blood lymphopenia, no significant differences were detected in
NK cell levels in the BAL fluid of these patients. Overall, these findings strengthened the evidence
thatperipheralblood lymphopeniaislikelytobeassociated with celldeath asa consequence of sepsis.

Keywords: natural killer (NK) cells; lung sepsis; lymphopenia; bronchoalveolar lavage (BAL)
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Introduction

Sepsis is defined as life-threatening organ dysfunction caused by dysregulated host responses
to infection (as per the Third International Consensus definition for sepsis and septic shock) [1,2].
Currently, sepsis is the tenth leading cause of death in high-income countries, accounting for more
than 210,000 annual deathsinthe USA [3]. With anincreasing incidence of sepsis of approximately 9%
eachyear andanincreasing emergence of antibiotic resistance in microorganisms, which worsens the
efficacy of antibiotic treatment against sepsis [3,4], it is of great urgency to develop a more targeted
and efficient treatment strategy against sepsis. Sepsis is defined as the development of two or more
symptoms of systemic inflammatory response syndrome (SIRS) including abnormal thermal regulation,
atypical leukocyte count, tachycardia and rapid breathing [5,6]. Leftuntreated, sepsis may progress to
severe sepsis with the development of further complications such as multiple organ failure (MOF) [6].
Thesepatientshaveanincreasedriskofsubsequentlyadvancingintosepticshock—astate ofpersistent
hypotension despite intravenous fluid resuscitation due to acute circulatory failure. Both MOF and
septicshocklead to eventual death [5,6]. Despite being extensively studied, the pathogenesis of sepsis
and the contribution of cellular mediators of the inflammatory response remain poorly understood.

Recentstudieshaverevealedthatthepathogenesisofsepsisisnotmerelyaresultofanexacerbated
host inflammatory response in an attempt to clear invading pathogens. Combined dysregulation of
both pro- and anti-inflammatory responses of the host results in an overzealous release of cytokines
and chemokines known as the “cytokine storm”, resulting in the initial stage of SIRS [7-9]. Although a
localized inflammatory response is needed for the clearance of infection, failure of anti-inflammatory
mediators to control the inflammatory process can lead to endothelial dysfunction allowing further
invasion of pathogens into host organs [6]. In addition, patients surviving the initial SIRS stage were
discovered to frequently enter animmunosuppressive state during the later stage of sepsis, described
as a compensatory anti-inflammatory response syndrome (CARS) [10,11]. CARS is a consequence
of the body’s initial pro-inflammatory immune state during sepsis, leading to a defective adaptive
immune response rendering patients susceptible to secondary nosocomial infections responsible for
their death [12].

The innate immune system is a key player in the early stages of sepsis and various studies have
focused on the role of monocytes and macrophages in the pathogenesis of sepsis [13]. Natural killer
(NK) cells were initially described as innate lymphocytes with the ability to induce targeted cell
deathintumor cells and virus-infected cells by secreting granzymes (Grz) and perforin (PFP) [14-16].
The action of NK cells is regulated via activating and inhibitory receptors, which further divide NK
cells into different subtypes with different effector functions which have not yet been completely
described [17]. Apart from mediating cytotoxicity, NK cells have also been shown to have regulatory
functions on inflammation due to their ability to engage in reciprocal crosstalk with other immune
cells such as dendritic cells which provide the cytokine microenvironment required for NK cell
functions. This crosstalk is crucial in determining the response of NK cells, which subsequently
act on the development of the downstream immune response against infection by suppressing or
amplifying inflammation. NK cells produce an array of cytokines such as IFN-y, GM-CSF and TNF-
o and chemokines such as CCL1, CCL2 and CCL5, which contribute to pathogen clearance but also
amplify the inflammatory response [17,18]. In addition, recent discoveries have implicated the
contribution of NK cells in the pathogenesis of sepsis due to their expression of innate sensors against
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) and damage-associated molecular patterns (DAMPs),
enabling them to directly recognize and respond to various pathogens [14,17].

Clinical research has identified that the number of circulating NK cells in the bloodstream
correlates inversely with patient survival, with significantly lower circulating NK cell numbers in
survivors of sepsis [19]. Additionally, the depletion or priming deficiency of NK cells in experimental
murine models of sepsis conferred greater survival benefits against sepsis [20-22]. This evidence
strongly suggests that NK cells participate in sepsis, and their circulating levels may be a biomarker
of mortality. The molecular mechanism by which NK cells participate in the pathogenesis of sepsis
has not been fully elucidated, and whether peripheral blood lymphopenia is linked to a rise in NK
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cell levels in the infection sites has not being studied in patients. Here, we aimed to further study
NK cell-related lymphopenia with their respective levels in the bronchoalveolar lavage (BAL) fluid
of lungs of infected patients maintained in the intensive care unit (ICU), and observed for the first
time that the lymphopenia in peripheral blood is not associated with increased NK cell levels in the
BAL fluid.

1. Results

1.1. Patients Characteristics

Twenty-three patients who were characterized as having severe sepsis had evidence of primary
infectioninthelungs,and displayed clinical criteria of sepsis (fever orhypothermia, tachycardia (heart
rate>90bpm), tachypnea (respiratoryrate >20 mpm), leukocytosis (>12,000) orleukopenia (<4000),
BA stenosis (>10%)), or anincreased sequential organ failure assessment (SOFA) score (two points or
more) associated with radiographic imaging identified by tomography and/or thorax radiography,
suggestingpulmonarydamageduetoinfection. Patientcharacteristicsaredescribedin Table 1. Healthy
controls were patients who have previously undergone or have a currently established tracheostomy,
consisting of 10 trauma survivor patients (e.g., following a cerebrovascular accident, cranioencephalic
trauma, or polytrauma). These patients had prolonged orotracheal intubation until completerecovery,
and displayed no symptoms of infection/pneumonia or lung damage during the biopsy sampling.
Although healthy controls were subjected to peripheral blood and BAL fluid sampling, most of the
parametersdisplayed by these patientswerenotapplicable for these controls. The sepsis patientshave
allundergone mechanical ventilation and mosthad evidence of primary infection in the lungs (82.61%
with confirmed infection from the tracheal aspirate). Fifteen patients had Gram-negative bacterial
infections, while two displayed Gram-positive bacterial infections, and three had fungal infections and
threehad undetermined microbial infections.

Table 1. Parameters of the studied patients.

Parameter Controls (n =10) Sepsis (n = 23)
Age mean (SD) 49.4 (22.6) 59.17 (17.02)
Gender, 1 (%)
Male 8(80%) 16 (69.57%)
Female 2 (20%) 7 (30.43%)
Body mass index, kg/m?, mean (SD) 28.13 (2.48) 26.14 (4.61)
Comorbidity, n (%) 14 (60.86%)
Hemorrhagic cerebrovascular accident N/A 4(17.39%)
Other cerebrovascular accident (ischemia, or aneurysm) 4 (40%) 3(13.04%)
COPD N/A 1(4.35%)
Cancer N/A 1(4.35%)
Lung N/A 4(17.39%)
Liver failure N/A 1 (4.35%)
Skull/spine fracture N/A 4(17.39%)
Polytrauma 6 (60%) 4(17.39%)
Mechanic ventilation N/A 23 (100%)
Infection site
Urinary tract N/A 10 (43.48%)
Tracheal aspirate N/A 19 (82.61%)
Mechanic ventilation N/A 23(100%)
Leukocytes, %/mm?, mean (SD) N/A 15,059.56 (10424.43)
SOFA, mean (SD) N/A 5.43 (2.27)
SAPS 11, mean (SD) N/A 21(9.95)
Length of stay in hospital, days, means (SD) N/A 39.82 (21.21)
Length of stay in ICU, days, mean (SD) N/A 18.78 (9.96)
In-hospital mortality number (%) N/A 7 (30.43%)
Gram-positive bacteria (%) N/A 2 (8.69%)
Gram-negative bacteria (%) N/A 15 (65.21%)
Fungus N/A 3(13.04%)
Undetermined microbial infection N/A 3 (13.04%)

COPD, chronic obstructive airways disease; N/A, not applicable, SOFA, sequential organ failure assessment;
SAPS, simplified acute physiology score.

1.2. Pro-Inflammatory Cytokine Profiling in Bronchoalveolar Lavage (BAL) Fluid Samples after Sepsis

Multiple cytokine patterns were associated with a systemic response in sepsis [23]. To characterize
the pro-inflammatory cytokine content in the BAL fluid and in peripheral blood, we screened the
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samples with a customized Th1/Th2 cytokine detection array. Consistent with previous studies [24],
IL-6 was significantly upregulated in the plasma samples from sepsis patients, as well as in the BAL
fluid samples, while minimal and insignificant detection of IL-2 and IL-4 was observed (Figure 1). In
contrast, we failed to observe a significant increase in other pro-inflammatory cytokines such as

IFN-yY and TNF-« in these clinical settings.
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Figure 1. Cytokine profiling of plasma (represented by Bd) and bronchoalveolar lavage (BAL) fluid
from sepsis patient samples. Cytokine assessment was performed on plasma or BAL fluid samples
which were collected within 48 h of clinical classification of severe sepsis and ICU admission. IFN-y,
IL-2, IL-4, IL-6, and TNF-« levels are represented as pg/mL in mean + SEM, with all data from
individual controls or patients. Statistical analysis was performed using the Mann-Whitney test, where

**p <0.01, or **p < 0.001 were considered for statistical significance.

1.3. Natural Killer (NK) Cell Subsets Are Reduced in Peripheral Blood but Unchanged in BAL Fluid

Samples after Sepsis

We next assessed the lymphocytic composition of these samples. The numbers of CD3"¢8 and
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CD56Pright or CD569™ NK cell subsets in the peripheral blood and BAL fluid samples from sepsis
patients and healthy controls were determined and compared. Representative flow cytometry results
from each group are shown in Supplementary Figure S1, and the median and scattering plot comparisons
of each group are shown in Figure 2A (for CD56"8"t subset) and 2B (for CD56%™ subset). In agreement
with previous studies [19,25,26], both NK cell subsets were clearly reduced in number in the peripheral

blood compartment of sepsis patients, in comparison to healthy controls. In contrast, no differences
were observed in these cell levels in the BAL fluid samples.
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Figure 2. NK cell subset assessment in the peripheral blood or BAL fluid of sepsis patients.
(A) Peripheral blood (number per 50 yL blood) and BAL fluid (number recovered from the total BAL

lavage) CD56PTight, cD3"e8, 7AAD" 8 cells were quantified by flow cytometry. (B) Peripheral blood
(number per 50 pL blood) and BAL fluid (number recovered from the total BAL lavage) CD56%™,

CD3"¢8, 7AAD"®8 cells were quantified by flow cytometry. Statistical analysis was performed by

one-way ANOVA followed by the Tukey posthoc test, where *p <0.05, or ***p <0.001 were considered
forstatistical significance.

1.4. T CD4 and T CD8 Cell Levels Are Also Reduced in the Peripheral Blood, but Not in the BAL Fluid of
Sepsis Patients

To compare whether reduced NK cell levels in the peripheral blood and sustained NK cell levels
in the BAL fluid are comparable with other lymphocytic subset levels, also described as lymphopenic
in sepsis [25], we performed additional staining to determine T CD4 and T CD8 cell levels in the same
samples. Representative flow cytometry results from each group are shown in Supplementary Figure
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S2, and the median and scattering plot comparisons of each group are shown in Figure 3A (for T CD4
cell subset) and Figure 3B (for T CD8 cell subset). In agreement with the NK cell levels, other
lymphocytes such as T cells also seem to suffer from the global lymphocytic lymphopenia previously
observed in the peripheral blood of sepsis patients. However, the BAL fluid levels also remained
unchanged for these cell subsets, suggesting that the lung microenvironment does not mimic the
lymphopenia observed in the peripheral circulation or recruitlymphocytes in response to infection.
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Figure3.T cell subsetassessmentinthe peripheral blood or BAL fluid of sepsis patients. (A) Peripheral
blood (number per 50 pL blood) and BAL fluid (number recovered from the total BAL lavage) CD4",
CD3%, CD8"¢8, 7AAD"8 cells were quantified by flow cytometry. (B) Peripheral blood (number per
50 pL blood) and BAL fluid (number recovered from the total BAL lavage) CD4"¢8, CD3*, CD8",
7AAD™®8 cells were quantified by flow cytometry. Statistical analysis was performed by one-way
ANOVA followed by the Tukey post hoc test, where *** p < 0.001 was considered for statistical
significance.

2. Discussion

Our current study aimed to further characterize the immune status of NK cells in both the
peripheral blood and the BAL fluid of patients with bacterial pneumonia. Consistent with previous
reports from our group and others [25,26], we observed both NK and T cell lymphopenia in the
peripheral blood of sepsis patients. The site of infection as well as both systemic and local variables
were historically considered in scores that predict patient survival [27]. Sample acquisition of peripheral
blood for studying immune cells in sepsis patients is commonly performed due to the convenience
of acquiring these types of samples. However, due to the nature of the bacterial insult, the type of
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leukocytes found at the site of infection may be significantly different from the peripheral blood cells
duetothe complex and compartmentalized inflammatory response in sepsis [28]. Inaddition, arecent
study demonstrated that the local microenvironment controls the compartmentalization of NK cell
responses during experimental systemic inflammation [9]. To date, our study was the first to compare
these cell populations simultaneously in both peripheral blood and BAL fluid samples from sepsis
patients, and to measure these cell levels systemically and at respective infection sites. Interestingly,
both NK cells and other lymphocytes such as T CD4 and T CD8 cells displayed blood lymphopenia,
while no altered levels of these cell subsets were observed in the BAL fluid samples.

Lymphopenia during sepsis is a clinically described phenomenon which is hypothesized to
result either because of trafficking to the infection sites, or cell death. Hotchkiss and colleagues
previously demonstrated that lymphopenia is a consequence of lymphocyte apoptosis during sepsis,
and thatprevention oflymphocyte deathimproves survivalinmice [29]. The same group alsoreported
that administration of interleukin-(IL-)7 and IL-15 reversed lymphocyte apoptosis and improved
sepsis survival in experimental mice models [30,31]. The same group also showed that in patients,
persistentlymphopeniaisapredictor of mortalityand sepsis-inducedimmunosuppression [32]. Based
on these findings, new clinical trials studying the administration of recombinant IL-7 are currently
being evaluated in an attemptto reverse lymphopenia and sepsis-induced immunosuppression in
sepsis patients (ClinicalTrials.gov identifier: NCT02640807 and NCT02797431). In contrast to
the cell death-induced lymphopenia hypothesis, Herzig and colleagues demonstrated that in
experimental peritoneal sepsis, murine NK cells migrate into the peritoneal cavity via a chemokine
(C-X-C motif) receptor 3 (CXCR3)-induced mechanism, resulting in peripheral blood lymphopenia.
This suggests that it may be a consequence of chemotaxis to the infection site [33], as well as the
inflammation/cytokine-induced activation state of both lymphocytes and endothelial cells [34]. One
possible hypothesis, which may explain peripheral blood lymphopenia but unchanged cell levels in
other compartments, is that cellular activation may result in increased cell adhesion molecules
which anchor specificlymphocytes to the endothelial wall. This possibility could resultin less soluble
lymphocytes in blood, which would resemble a peripheral blood lymphopenia scenario.

Although experimental sepsis is a powerful tool used to understand the mechanisms of immune
responses in the process of this syndrome, the immune response variability to pathogen-associated
molecular patterns (PAMPS) between differentspecies canvarybyover 10,000-fold between mice and
humans [35]. In addition, a subsequent systematic study which evaluated how well murine models
mimichuman sepsisrevealed poor translation of genomicresponses between species [36]. Our study
supports the hypothesis that lymphopenia in sepsis is likely to be associated with apoptosis-induced
cell death during the exaggerated inflammatory event [37]. However, our study was limited to BAL
fluid sampling, and there is a possibility that using samples from homogenates of lung biopsies could
reveal a different outcome. In this study, we further extended the concept of NK cell levels in different
compartments in sepsis patients, and demonstrated that blood lymphopenia is not necessarily
associated with increased levels of these cells in the BAL fluid of lung-related sepsis patients.

3. Experimental Section

3.1. Clinical Samples

Intensive care unit (ICU) patients with a confirmed diagnosis of pneumonic sepsis, and healthy
controls undergoing post surgery-related tracheostomy monitoring, were recruited into an
established, ethically-approved study investigating the natural history and pathogenesis of sepsis in
the Hospital Cajuru, Curitiba/PR, Brazil. The study was approved by the regional ethics committee
of the Hospital Cajuru and Pontificia Universidade Catélica do Parand, Curitiba/PR, Brazil (CAAE:
16930013.0.0000.0102, Number: 439.881, Date of approval: 9 October 2013), and Federal University of
Parana, Curitiba/PR, Brazil (Number: 398.997, Date of approval: 11 September 2013). In addition, a
written informed consent to participate in the study was obtained for each patient, or if not possible,
from the patient’s next-of kin. Peripheral blood and BAL fluid samples were acquired from 23 patients
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within 48 h post ICU admission. Patients were recruited according to sepsis classification, where
any subject with cancer, HIV, undergoing tissue transplantation or chronic corticosteroid or other
immunosuppressive medication therapy were excluded. Healthy controls undergoing prolonged
orotracheal intubation were monitored by routine bronchoscopy to survey lung status. BAL fluid was
collected, aspreviously described [38,39], from segmental bronchus from medium lobe, excluding any
subject with active lung disease at the time of the exam. BAL fluid samples were promptly placed in
silicone tubes connected to the aspiration system through the vacuum suction system. Blood samples
werealsoacquired from thesamepatientsand healthy controls’ peripheral veinsin heparin-containing
collection tubes. All samples were immediately sent for analysis.

Individuals with confirmed bacterial infection were classified as patients with sepsis. Individuals
in whom infection was not confirmed were classified as Systemic Inflammatory Response Syndrome
(SIRS) patientsand were notincluded in the analysis. Patient samples were compared to samples from
10 healthy volunteers and all samples were collected at the Hospital Cajury (Servico de Endoscopia
Respiratéria e Cirurgia Toracica do Hospital Universitario Cajuru), Curitiba/PR, Brazil. All fresh
samples were processed for flow cytometry, and cytokine analysis was performed from frozen BAL
supernatant and plasma, maintained at —80 °C until the day of analysis.

3.2. Reagents

Labeled antibodies against the following antigens were used: anti-CD3 (clone UCHT1), anti-CD56
(clone HCD56), anti-CD19 (clone HIB19), anti-CD20 (clone 2H7), anti-CD4 (clone RPA-T4), anti-CD8
(clone SK1). All antibodies, Fc block reagent (anti-CD16/32) and 7-AAD, used as viability dye, were
purchased from Biolegend (San Diego, CA, USA). Cytokines were measured by flow cytometry using the
Human Th1/Th2 Cytometric Bead Array Kit (BD Bioscience, San Jose, CA, USA).

3.3. Flow Cytometry

Cell surface antigens were labeled by diluting antibodies in staining buffer at the concentration
suggested by the manufacturers. All samples were processed as previously described by our group [26].
All flow cytometry data was acquired via a FACS Calibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), and analyzed
using the Flow Jo software (Tree Star, Ashland, OR, USA). Cell numbers were determined  as previously
described [26], by gating the respective lymphocyte subsets using the FACS Calibur cytometer, allowing
for absolute counting. All cytokines from sepsis patients and healthy control samples were detected using
Cytometric Bead Array (CBA) technology according to the manufacturer’s instructions using a FACS Verse
cytometer to acquire samples, and FCAP Array software to analyze them (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA).

3.4. Statistical Analysis

Statistical analysis was achieved using Graph Pad Prism Software (GraphPad, La Jolla, CA, USA).
Data was considered to be statistically significant where the p-value was equal to or less than 0.05.
Statistical tests used were the Mann Whitney test, or one-way ANOVA with Tukey’s post hoc testfor
group comparison.

Supplementary Materials: Supplementary materials can be found at www.mdpi.com/1422-0067/18/3/616/s1.
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Applications of Vitamin D in Sepsis Prevention
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Sepsis is a devastating systemic inflammatory disease whose pathophysiology
involves several enigmas that have yet to be unraveled. Although the most understood
effect of vitamin D (VD) is related in the maintenance of calcium and phosphorus
homeostasis in bone mineralization, VD has also been shown to modulate adaptive
and innate immunity, decreasing susceptibility to infection and influencing the
development of, and recovery from, sepsis. Evidence suggests that VD prevents
excessive production of proinflammatory cytokines such as IL-18, IL-2, IL-6, IL-8, IL-
17, TNFa and INFy; increases anti-inflammatory cytokines such as IL-4 and IL-10;
increases the antibacterial capacity of macrophages, which produce antimicrobial
peptides know as defensins and cathelicidins, by activating toll-like receptors; and
increase the oxidative potential of monocytes. On the other hand, as patients with
sepsis have VD metabolism disorder and are frequently deficient or display insufficient
plasma VD levels which may contribute to worsening prognosis of patients with sepsis,
suggesting that their supplementation may be beneficial. Here we provide a historical
background on VD status and potential perspectives for usage as supplementation to
prevent sepsis and/or enhance patient recovery, despite the traditional
recommendations of ingestion that are indicated to avoid diseases related to bone
health but appear to be insufficient for the improvement of the immune response in
susceptible patients.
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Introduction

Sepsis is a life-threatening organ dysfunction caused by dysregulated host
responses to infection [1,2,3]. Sepsis is the main cause of hospitalization in non-
coronary intensive care units, representing the tenth cause of death in developed
countries with more than 210,000 annual deaths in the USA [4]. Sepsis is defined as

the development of two or more symptoms of systemic inflammatory response

syndrome (SIRS) including abnormal thermal regulation, atypical leukocyte count,
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tachycardia and tachypneya [5,6]. Left untreated, sepsis may progress to severe
sepsis with the development of further complications such as multiple organ failure
(MOF) [6]. These patients have an increased risk of subsequently advancing into septic
shock—a state of persistent hypotension despite intravenous fluid resuscitation due to
acute circulatory failure. Both MOF and septic shock lead to eventual death [5,6].

The pathophysiology of sepsis with emphasis on its cellular and molecular
mediators of the inflammatory response still needs to be elucidated. It is essential to
develop a targeted and efficient treatment strategy against sepsis because there is
currently an increased incidence of sepsis, with a consequent increase in the incidence
of microorganism resistance to antibiotics and worsening of the effectiveness of
antibiotic treatment against sepsis [7,8].The innate immune system is a key player in
the early stages of sepsis and various studies have focused on the role of monocytes
and macrophages in the pathogenesis of sepsis [9]. There are increasing evidence
translational that vitamin D (VD) is a key regulator of immune function that modulates
the innate and adaptive immune responses, decreasing susceptibility to infection and
influencing the development of and recovery from sepsis [7,8,10,11]. Collectively these
data provide evidence that sepsis patients could benefit from VD supplementation. In
this review, we will discuss the biological relevance of VD in sepsis, and potential
emerging vitamin-related therapies.

Vitamin D metabolism

The primary and best-known role of VD is in the maintenance of calcium and
phosphorus homeostasis in bone mineralization. Deficiency of these minerals can lead
to rickets, osteomalacia and osteoporosis [12,13,14]. As itis liposoluble, VD can enter
the cells and act as a steroidal hormone whose pleiotropic effects protect the organism

against various diseases, including infections, heart diseases, hypertension,
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autoimmune diseases and diabetes [15,16,17]. It can be obtained in the diet as
ergocalciferol (D2) in plant form or cholecalciferol (D3) in animal form. However, up to
90% is made endogenously in the epidermis after exposure to UVB rays in sunlight.
To ensure adequate levels of VD, at least three hours of direct sunlight are required
every day [7,12,14]. In the plasma, VD binds to vitamin D-binding protein (VDBP),
which distributes it throughout the body, and undergoes hydroxylation by cytochrome
P450 CYP27AL1 (25-hydroxylase) to form 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D, or calcidiol],
its storage form, which is then converted, in an autocrine manner or in response to
cytokines, to the active form 1,25-dihydroxyvitamin D [1,25(OH)2D, or calcitriol], by
CYP27B1 (1a-hydroxylase), an enzyme found in over thirty types of cells. This
conversion can take place peripherally, but most 1,25(OH)2D is produced in the kidney,
mainly in response to calcium and parathyroid hormone [7,9,12,14,18,19]. Figure 1,
illustrate the metabolic availability of VD, and its effects in homeostasis.

VD prevents excessive expression of proinflammatory cytokines, has been
associated with improved coagulation in sepsis, activates endothelial cells and
increases the antibacterial capacity of macrophages, influencing activation of toll-like
receptors (TLRs), leukocyte migration, local inflammation and innate immune
responses against bacteria [16,20,21,22]. The enzyme CYP27B1 is expressed in most
cells in the immune system, which also express vitamin D receptor (VDR), a nuclear
receptor that modulates expression of the genes involved in cytokine production and
acts on antigen-presenting cells (APCs), such as monocytes, macrophages and
dendritic cells, and T lymphocytes [23,24,25]. VD tends to favor a mononuclear cell
phenotype with increased VDR expression in monocytes and macrophages in
response to infection. After it binds to VDR it is converted into its active form, which

plays a role in B-cell homeostasis and facilitates neutrophil motility and function. The
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active form also increases macrophage oxidative burst potential and induces
macrophages to mature and produce acid phosphatase and hydrogen peroxide, which

are responsible for the antimicrobial function of these cells [10,26].
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Figure 1. VD can be made the endogenously in the epidermis after exposure to UVB
rays in sunlight producing Vitamin D3 or obtained in the diet as Vitamin D2 or D3. In
the plasma, VD binds to VDBP, which distributes it throughout the body, and
undergoes hepatic hydroxylation by CYP27A1 to form 25(OH)D, its storage form,
which is then converted to the active form 1,25(OH)2D by CYP27B1. Most 1,25(0OH)2D
is produced in the kidney, mainly in response to calcium and parathyroid hormone as
part of the classic pathway. On the other hand, VD can enter the cells and act as a
steroidal hormone whose pleiotropic effects protecting the organism against various
diseases and modulating of the immune system.

Vitamin D deficiency and its consequences
Most VD metabolites have a very short plasma half-life; however, 25(OH)D, the
most abundant and stable, has a half-life of around three weeks and is the most

important indicator of vitamin D nutritional status [7,12,14]. Measurement of VD is
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recommended for certain conditions, including osteoporosis, chronic kidney disease,
liver diseases, malabsorptive diseases such as cystic fibrosis and inflammatory bowel
disease, hyperparathyroidism, granulomatous diseases such as sarcoidosis,
tuberculosis and histoplasmosis; following bariatric surgery and radiotherapy; and
lymphomas. A serum VD level of < 20 ng/mL is interpreted as deficiency, 21 to 29
ng/mL as insufficiency and =230 ng/mL as sufficiency. A serum level between 30 and
100 ng/mL is considered normal [12,14,15,21,27,28]. Approximately 1 billion people
around the world have VD insufficiency or deficiency. The latter is associated with the
leading causes of death by disease and is found in all critically ill patients with sepsis
and 92% of those without sepsis [29]. What level constitutes VD sufficiency is
controversial in critically ill patients and its measurement should be interpreted with
caution in this patients whose concentrations of albumin and BVDV can fluctuate,
besides the dilutional effect of intravenous volume resuscitation and loss of transport
proteins [29,30]. Nevertheless, not only are there few studies on the effects of VD
supplementation, which can improve immunological function and has been associated
with reduced risk of infections, but there is also no consensus on the plasma
concentration needed to ensure the extraskeletal pleiotropic effects of VD, although it
has been suggested that higher serum concentrations of around 40 to 50 ng/mL are
required [8,13,14,31,32,33,34]. Ergocalciferol (D2) can be used as a replacement or
supplement, but cholecalciferol (D3) is more effective in maintaining and boosting
25(0OH)D levels. The recommended daily intake of VD is 600 IU for individuals under
70 years of age and 800 IU for older individuals. These values should be at least 50%
greater for susceptible individuals and 150% greater for pregnant and breastfeeding

women [9,12].
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Blacks or African Americans are more likely to develop sepsis and organic
dysfunctions associated with VD deficiency. This is related to their greater skin
pigmentation, which reduces VD production in the skin as melanin competes with the
VD precursor 7-dehydrocholesterol to absorb UVB photons [7,10,13,27,35]. Obese
individuals have more clinical complications and a greater prevalence of severe sepsis.
Interestingly, these individuals have reduced plasma VD levels and produce 57% less
VD in the skin than the normal-weight population. They also have lower rates of
intestinal absorption of this vitamin [27,35]. The elderly have reduced serum VD levels
and synthesize less than half as much VD as twenty year olds, which may be related
to reduced photoproduction of VD in the skin by UVB as well as to the fact that the
elderly, like the obese, do less physical activity and spend less time outside [27,35].
Other risk factors for VD deficiency include intestinal absorption problems in
inflammatory bowel diseases and treatment with medication containing
anticonvulsants, glucocorticoids, antifungal agents and antiretroviral agents. Young
children, pregnant women and breastfeeding mothers are also more at risk [12,14,35].
VD deficiency prior to hospitalization is associated with greater mortality and a greater
prevalence of positive blood-cultures in critical patients even after allowance has been
made for any important comorbidities [36,37]. Markers of iliness severity as the Acute
Physiology Age Chronic Health Evaluation (APACHE) Il, Sepsis-related Organ Failure
Assessment (SOFA) and Simplified Acute Physiology Score 3 (SAPS 3) are frequently
used to measure severity of medical illness and infection [37]. It is an important,
independent predictor of sepsis and although there is no statistically significant
correlation between VD levels and this scores on severity classification systems, the
risk of mortality is 1.9 times greater in individuals with a VD deficiency

[14,21,22,25,33,38]. In patients with a severe condition (APACHE Il > 18), VD
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deficiency may have a cumulative effect on results, with longer hospitalization,
increased hospital costs, worse prognosis, predisposition to Staphylococcus aureus
and Clostridium difficile infections and increased mortality [11,13,15,22]. The causal
association has yet to be elucidated, but there is known to be an increase in
proinflammatory interleukins, with adverse effects such as excess oxidative stress and
increased expression of endothelial adhesion molecules, which play an important role
in the pathogenesis of sepsis [11,32,34]. The effects of 1,25(0OH)2D include inhibition
of T cell proliferation, a reduction in proinflammatory cytokines (TNFa, INF(I, IL-1p, IL-
2, IL-6, IL-8 and IL-17) and an increase in anti-inflammatory cytokines (IL-4 and IL-10)
[14,23,39,40].

As patients who are hospitalized with a serious condition have lower levels of
25(0OH)D than healthy individuals and even though septic patients do not show any
significant deficiency compared with other patients in a severe condition, it has been
suggested that suitable levels of VD can play an important protective role in these
patients, particularly those with sepsis [14,22,28,41]. Low VD levels in sepsis can be a
result of protein catabolism with consequent reduced levels of VDBP, a key protein
and predictor of mortality in intensive care units which is associated with early sepsis
and a worse prognosis when present in reduced absolute levels [14,28]. However, as
the immune assay used to detect 25(OH)D depends on VDBP, and levels of this
protein are reduced in sepsis, hypoalbuminemia and hemodilution (serum
concentrations of VDBP can be reduced by 35% during the first 24 hours of intravenous
fluid replacement), it remains unclear whether there is a correlation between sepsis
and reduced 25(OH)D levels [10,13,21,28]. Furthermore, critically ill patients are less
exposed to sunlight and do not receive sufficient VD in their diet for beneficial effects

on the immune system [15]. Another factor that can influence VD deficiency is
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seasonality, as plasma 25(OH)D levels vary during the year, reaching a maximum in
the autumn and a minimum after the winter. This may explain the finding that mortality
rates due to sepsis are lower in the summer [10,13,16,41].
The effects of vitamin D on the immune system and its links with sepsis

The innate immune system acts to identify invading organisms quickly and
responds with humoral and cellular defense mechanisms to contain, neutralize and
remove pathogens. These are identified by pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) that bind to pattern recognition receptors (PRRs) in neutrophils and
monocytes and also in certain epithelial cells that have antipathogenic activity
[13,19,35]. VD plays a role in various steps of the immune response, and a deficiency
of this vitamin is associated with defects in macrophage functions, such as chemotaxis,
phagocytosis and cytokine production [10,13,18]. Monocytes act in antigen
presentation and phagocytosis and recognize PAMPs through transmembrane
molecules known as toll-like receptors (TLRs). One of these, TLR4, recognizes and
binds to lipopolysaccharide (LPS), a substance produced by gram-negative bacteria
that stimulates the inflammatory cascade and plays an important role in the
pathogenesis of sepsis. LPS activates endothelial cells to produce NF-kB, a
transcription factor, and proinflammatory chemokines and cytokines such as IL-6 and
IL-8 [42]. This process can be modulated by VD, which inhibits proliferation of vascular
smooth muscle cells and protects normal endothelial function, decreasing mortality risk
in septic patients [10,13,14,21,22,40]. Therefore, the effect of vitamin D on its
endothelial receptors resembles that of inotropic drugs, which may be beneficial in
preventing septic shock [20].

TLRs play a key role in innate immunity and can recognize PAMPs, LPS and

flagella, allowing an immune response to invading bacteria regardless of previous
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exposure to them, antigen processing, phagocytosis or production of TNFa [7,27].
Binding of bacterial ligands to monocyte PRRs induces expression of VD receptor
(VDR) and 1a-hydroxylase genes in an autocrine manner, generating VD response
elements (VDRES). These in turn induce genes for the production of antimicrobial
peptides (AMPs) with broad antibacterial, antiviral and antifungal effects that act as the
body’s first line of defense, promote wound repair and induce the release of nitric oxide
(NO), which causes oxidative stress and bacterial cell death [9,19,24,27,33]. In
monocytes and macrophages, TLR1 and TLR2 recognize invading bacteria and form
a heterodimer with components of the invading microorganism that stimulates
phagocytosis and induces expression of VDR and CYP27B1 genes [29]. This
promotes autocrine/paracrine actions of 1,25(OH)2D that increase the oxidative
potential of monocytes, recruit other cells from the immune system to fight the infection
and induce formation of AMPs [7,41]. Because of this, some researchers suggest that
the immunomodulatory effects of circulating 1,25(OH)2D are less important than those
of locally produced 1,25(0OH)2D [39].

Humans have two types of AMPs: defensins and cathelicidins. Their bactericidal
effect is believed to be due to the formation of transmembrane pores in the bacterial
membrane, which results in increased permeability and bacterial death inside the
phagosome [13,16,27]. Hepcidin, another AMP, is involved in modulation of tissue
distribution of iron and is also regulated by VD, which downregulates its expression,
leading to reduced iron levels in the cellular environment and affecting bacteria that
depend on iron to proliferate [35]. Human B-defensin-2 (HBD-2) can be particularly
effective against multiresistant microbes, as observed in in vitro studies, and human [3-
defensin-3 (HBD-3) has more effective broad-spectrum antimicrobial activity against

gram-positive and gram-negative bacteria as well as fungi than HBD-2 [24]. The only
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human cathelicidin is hCAP-18, which is stored in intracellular granules as a
biologically inactive precursor to be cleaved by proteinase 3 and released in the plasma
in its active form LL-37, which has potent activity against gram-positive and gram-
negative bacteria and several types of virus and fungi, as well as mycobacteria [29,43].
LL-37 is the human innate immune system’s first line of defense against infections, and
optimal production of this peptide depends on a suitable concentration of VD [7,27,39].
Patients with VD deficiency can have reduced leukocyte hCAP18 mRNA expression
and, consequently, reduced production of cathelicidin, which may be associated with
increased susceptibility to nosocomial infections, such as pneumonia, sepsis and
central venous catheter-related infections [24,41,44,45]. Release of LL-37 is stimulated
by cytokines such as IL-6, IL-10 and IL-18 and leads to activation of signal transducers
and activators of transcription 1 and 3 (STAT 1 and 3), inducing chemotaxis of
neutrophils, monocytes, macrophages and T cells in the skin and promoting
proliferation and migration of keratinocytes[9,14]. LL-37 is produced by phagocytic
leukocytes, mucous epithelium and keratinocytes and is found in mucosal secretions
and plasma. It has in vitro antimicrobial activity against important human pathogens,
including Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus and
vancomycin-resistant enterococci [43]. LL-37 acts by disrupting foreign cell
membranes, binding to LPS residues and inducing leukocyte recruitment. It is found
mainly in neutrophil granules but is also produced and secreted by monocytes,
macrophages and other types of cells [43,45]. In animal models, cathelicidin deficiency
is associated with increased susceptibility to bacterial infection. It has also been shown
to disrupt biofilms formed by Pseudomonas aeruginosa and to promote phagocytosis,

increased production of reactive oxygen species (ROS) and chemotaxis of other
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immune system cells to infection sites [10,13,34]. AMPs can also be released in the
respiratory epithelium, skin and placenta by activation of TLR2 and TLR4 in
macrophages and monocytes, highlighting the role played by VD in the immune
function of epithelial barriers [7]. In the future, therefore, cathelicidin and its analogs
may be alternative therapeutic options for suppressing proinflammatory responses in
sepsis. However, the suitability of these molecules for clinical use is limited by their
potential cytotoxicity as they induce mast-cell degranulation, which releases histamine
and can result in anaphylactoid reactions. A further limitation is their high cost [14].

The effects of VD can also be observed in the adaptive immune system,
although in this case inhibiting it with reduction of the inflammatory response [30]. More
than 100 genes have been identified as targets of 1,25(0OH)2D, with effects on dendritic
cells, which present antigens to T cells, and on helper T cells (Th cells), inhibiting
proliferation of Th1/Thl7 cells, with a consequent reduction in production of
proinflammatory cytokines such as IL-2, TNFa and INFy, thus diverting cytokine
production to the Th2 phenotype (IL-4, IL-5 and 1L-10) [9,13,17,19,23,24,27,35]. It has
been shown that 1,25(OH):D plays a role in B-cell homeostasis by inhibiting
proliferation of these immune cells and their differentiation into plasma and memory
cells as well as by inducing apoptosis of activated B cells [23,32].
Perspectives for VD supplementation in sepsis

Critically ill septic patients suffer from VD-metabolism and parathyroid disorders,
and in one study a VD deficiency was observed in 96.15% of cases [22,46]. Plasma
VD levels are lowest during infection peaks, leading to reduced antimicrobial capacity
and ability to fight infection because of decreased production of AMPs [4]. Although
reduced plasma VD levels are associated with increased susceptibility to infection and

development of hospital-acquired blood infection, few studies have investigated
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potentially modifiable host factors that could reduce these risks [8,46,47]. It has been
reported that, after pretreatment with VD, endothelial cells can reduce production of
proinflammatory cytokines (IL-6 and IL-8) induced by LPS and inhibit activation of the
NF-k pathway [36,37,42,48]. Use of VD could therefore improve therapeutic response
and reduce the need to prescribe antibiotics, as there is evidence that maintenance of
VD levels at around 45 ng/mL without affecting PTH levels, which should be less than
60 pg/mL to prevent compensatory hyperparathyroidism, may significantly reduce
mortality and the incidence of infections in the upper respiratory tract [12,27,24,44].
Therefore, a high dose regimen may be necessary in critically ill patients, especially
septic patients who usually have lower VD levels [13,14].

The multiple functions of VD in the immune system’s response to infection
suggest that supplementation with this vitamin could usefully be an integral element in
the fight against sepsis [17]. In addition to being inexpensive and safe,
supplementation provides benefits that can have a significant impact on public health
and is recommended for both prevention of sepsis and treatment of septic patients,
although a consensus has yet to be reached on the best plasma levels and the
recommended daily intake [8,13,17,47]. In one study, hospital mortality was lower
among patients who received VD supplementation (4%) than among those who did not
(28%). Length of stay in intensive care was also shorter in the former group. Vitamin
D2 or D3 supplementation can be used to achieve these benefits and should be
administered during the first thirty days of hospitalization [48]. Parenteral
supplementation should be considered in critically ill patients as it allows the
immunomodulatory action of VD to be exerted more effectively given the reduced oral
absorption of many nutrients and medications in these patients, which causes

problems associated with absorption, hydroxylation and transport of VD and
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conversion of 25(OH)D into 1,25(0OH2)D. VD supplementation is associated with lower
levels of CRP, IL-6 and TNFa, indicating that it has positive immunomodulatory effects,
such as dose-dependent reduction of proinflammatory cytokines, and
immunosuppressive effects. Further interventional studies are required to determine
the optimal doses of VD that should be administered [14,46,47] and to elucidate the
effects of supplementation with this vitamin on immunity and sepsis [39].
Conclusion

The mechanism linking VD deficiency with increased mortality in septic patients
may involve regulation of the adaptive and innate immune responses both expressing
VDR. The role that VD can play in critically ill patients has yet to be defined, as there
iS no consensus to date on the relationship between its serum levels and its
immunomodulatory actions in septic patients, on the risk factors associated with VD
deficiency in sepsis and the correlation between serum levels of 25(OH)D and
1,25(0OH2)D, on the real effects of comorbidities on serum VD concentration in critically
ill patients, on the best supplementation dose and duration for critically ill patients and
on the best markers for the immunological effects of VD in sepsis.
Conflict of interest: Author declares no conflict of interest.
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