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The importance of
macrophages in the
pathophysiology
and treatment of
sepsis

/ Resumo

A sepsis afeta 30 milhdes de pessoas mundialmente e em Portugal é responsavel
por 22% dos internamentos em Unidades de Cuidados Intensivos. Aimunidade inata,
nomeadamente o seu principal efetor, 0 macréfago, desempenham um importante
papel na patofisiologia desta sindrome pois, entre outras funcdes, regula uma
complexa e heterogénea rede pré e anti-inflamatéria com a libertagao de uma
“tempestade de citocinas” ap6s o reconhecimento de padrdes conservados de
microrganismos (PAMPs) pelos seus recetores toll-like receptors (TLR) e nod-

like receptors (NLR). Algumas das citocinas libertadas como o tumor necrosis
factor (TNF-a), interleucina 1 (IL:1), macrophage migration inhibitory factor

(MIF), high mobility group box 1 (HMGB 1), interferao (INF-a] , interleucina

6 (IL-6), granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) e os
recetores programmed death 1 (PD-1) e programmed death ligand 1 (PDL-1)
podem ser potenciais alvos para terapéutica imunolégica. Contudo, apesar das
falhas de inimeros ensaios anteriores com este tipo de farmacos e, apds uma
revisao das potenciais causas para tal, destaca-se a possibilidade de utilizar fiéis
biomarcadores como o human leukocyte antigen-DR (HLA-DR), TNF-a:IL-10 e PD-1/
PDL:1 para caracterizar o estado imunoldgico do doente e assim facilitar a aplicagao
desta terapéutica que é muito dirigida mas que atua num mecanismo heterogéneo.

Palavras-chave: sepsis; macroéfago; terapéutica imunoldgica

/ Abstract

Sepsis affects 3 million people worldwide and is responsible for 22% of the hospital
admissions in Intensive Care Units. Innate immunity, namely the macrophage, its
main effector, has an important role in this syndrome " s pathophysiology because,
between other functions, it requlates a complex and heterogeneous pro and anti-
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inflammatory network with the release of a “cytokine storm” after the recognition of

microorganism conserved patterns (PAMPs] by the macrophage receptors” toll-like

receptors (TLR) and nod-like receptors (NLR]. Some of the cytokines released are

tumor necrosis factor (TNF- ], interleukin 1 (IL-1], macrophage migration inhibitory
factor (MIF), high mobility group box 1 (HMGB 1), interferon (INF- ], interleukin 6 [IL-
6J, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF] and programmed
death 1 (PD-1) and programmed death ligand 1 (PDL-1] receptors that can all be
potential targets to immunologic therapies. Nevertheless, besides the previous

failures of innumerous trials with this kind of drugs and, after the review of potential
causes to that, we emphasize the necessity to use faithful biomarkers such as
human leukocyte antigen-DR (HLA-DR], TNF: IL-10 and PD1/PDL-1 to characterize the
patient " s immunologic state and thus be able to apply this kind of therapy that is

very specific but actuate in a so heterogeneous mechanism.

Key-words: sepsis; macrophage; immunologic therapies

/ Introdugao

A sepsis € um problema de saude mundial, estimando-se que cerca
de 30 milhdes de pessoas sejam afetadas anualmente em todo o
mundo e que dessas, uma elevada parcela morra ou fique com
sequelas permanentes.” Portugal enquadra-se neste panorama
com uma estimativa de que 22% dos internamentos em Unidades
de Cuidados Intensivos sejam devidos a sepsis e com uma
mortalidade hospitalar que ronda os 40%.%* Associando-se a estes
numeros os elevados custos hospitalares destes doentes, esta
sindrome torna-se inegavelmente um urgente e preocupante
problema de saude.” Sabe-se que foram inumeros o0s insucessos
das terapéuticas imunomoduladoras nas ultimas décadas fazendo
com que as estatisticas da sepsis se mantivessem com valores
demasiado elevados e preocupantes para o desejavel na sociedade
atual.** Uma vez que a imunidade inata tem um papel de relevo
na fisiopatologia desta doenca, nomeadamente através das
funcdes do macréfago que € a principal célula efetora deste tipo
de imunidade, para a compreensao das questdes relacionadas com
as terapéuticas imunoldgicas, focamos nesta revisao os aspetos
mais importantes da imunidade inata e do macréfago na
fisiopatologia da sepsis e ponderam-se ainda possiveis causas para
as sucessivas falhas deste tipo de terapéuticas.®” Destacamos
ainda alguns dos meios que tentam possibilitar uma correta
adequacdo do farmaco imunomodulador ao doente, de forma
individualizada, e ainda salientamos alguns dos principais
mediadores imunoldgicos que se considera poderem ser usados
como alvos terapéuticos.

/ Métodos

0O trabalho apresentado € uma revisao da literatura do tipo
monografia. As referéncias desta revisdo foram identificadas por
pesquisa na MEDLINE, através da Pubmed, com os termos: “Sepsis

" ou " ou

and innate immunity”, “macrophage and sepsis”, “cytokines and
sepsis”, "biomarkers and sepsis” and “ imunotherapies and sepsis”
Foram selecionados artigos de acordo com o titulo e/ou resumo,
publicados entre janeiro de 1992 e fevereiro de 2016 e foram
apenas incluidos artigos em Inglés. OQutros artigos e referéncias
considerados relevantes foram também selecionados e citados.
Foram ainda incluidos uma circular normativa da Direcao-Geral de
Saude e os dados de um artigo publicado no website www.
world-sepsis-day.org.

/ Sepsis: definicao e avaliagao

As defini¢oes de sepsis foram revistas num renovado consenso
internacional (Sepsis-3) que caracterizou esta sindrome como uma
disfuncdo organica grave e potencialmente fatal, causada por uma
desregulacdo da resposta do hospedeiro a uma infecdo. De facto,
ao passo que anteriormente a sua caracterizagdo era suportada
nos critérios da Sindrome de resposta inflamatdria sistémica
(SRIS), a sua definico centra-se agora na questdo da disfungdo
organica relacionada com a infegdo. Apesar dos critérios de SRIS
poderem ainda ser uteis no auxilio do diagnostico, o indice SOFA
(Sequential Organ Failure Assessment) é o instrumento apontado



para a identificacdo de doentes com disfuncdo organica com
infecdo. Apesar de tudo, ndo existe ainda nenhum teste
diagndstico gold standard para a sepsis.

0 indice SOFA avalia diversos parametros como a relacéo Pa02/
Fi02, contagem plaquetaria, quantificacdo das bilirrubinas,
pressao arterial média, escala de coma de Glasgow e, por fim,
doseamento da creatinina e débito urinario.

Deste modo, uma pontuacao igual ou superior a 2 neste indice, na
sequéncia de uma infecdo, parece sugerir o diagnostico de sepsis,
acarretando um risco acrescido de mortalidade de 10%
comparativamente a pontuagdes inferiores. Ndo obstante, em
pacientes fora do hospital ou em sala de emergéncia com apenas
suspeita de infecdo, pode ser rapidamente aplicado o qSOFA (quick
Sequential Organ Failure Assessment), uma versao simplificada
deste indice, realizada a cabeceira do doente, que inclui alteracées
do estado mental, pressao arterial sistolica igual ou inferior a 110
mmHg ou frequéncia respiratdria igual ou superior a 22 ciclos/
min. Assim, uma pontuacdo igual ou superior a 2 neste indice
devera motivar a pesquisa de disfuncdo de 6rgdo com recurso do
indice completo SOFA uma vez que estes doentes apresentam
maior probabilidade de ter resultados desfavoraveis tipicos de
sepsis.®

/ 0 macréfago: importancia na fisiopatologia e possivel
alvo terapéutico

De acordo com o conhecimento atual sobre a fisiopatologia da
sepsis sabe-se que a imunidade inata assume um papel central no
mecanismo da doenca tendo o macrofago, principal efetor deste
tipo de imunidade, um papel de destaque pelas suas funcdes no
combate a agentes patogénicos através da libertacdo de citocinas,
peptideos antimicrobianos, radicais livres e pelas suas capacidades
de fagocitose, opsonizagdo e atividade microbicida.5’

Os macroéfagos dividem-se em dois subgrupos: o tipo M1, sob

influéncia do interferdo gama (INF-a) que, com a sua agéo
estimuladora, promove a producéo e libertacao de citocinas
pro-inflamatorias pelo macréfago em resposta a estimulos como a
exposicdo a endotoxinas, ou ainda, o tipo M2, sob influéncia da
interleucina 4, 10 e 13 (IL-4, IL-10 e IL-13) que, pela sua funcao
desativadora, inibem a producdo das citocinas pro-inflamatdrias e
promovem libertagao de citocinas anti-inflamatorias.” Esta
variabilidade de resposta dos macrofagos a diferentes estimulos
inflamatorios e a diferente sensibilidade a esses estimulos é
explicada pela diferente forma de requlacdo dos genes das
citocinas.?

As citocinas libertadas pelo macrofago sdo moléculas efetoras
essenciais no desempenhar das funcdes da imunidade inata pois
permitem, em conjunto com outros mediadores, promover a defesa
do hospedeiro eliminando os agentes patogénicos invasores.”® A
resposta inflamatoria € entdo importante na defesa do hospedeiro,

bem como a resposta anti-inflamatéria € essencial na contencéo
do processo inflamatorio, contudo, se ndo houver um equilibrio
adequado entre ambas, tornam-se deletérias.*>'° Assim, as
infecdes levam a libertacdo de uma "tempestade de citocinas”,
pro e anti-inflamatorias e € o seu equilibrio que determina o
balanco final desta complexa rede de mediadores
inflamatorios.*"-'

O papel dos recetores de superficie do macrofago

Os microrganismos possuem na sua estrutura padrdes
conservados, denominados de pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs), que podem ser o lipopolissacarideo (LPS), ou
outros como peptidoglicano, lipopeptideo e flagelina.*6"1617 Além
disso, a agressdo dos agentes patogénicos ao tecido permite a
libertacdo de proteinas e mediadores como alarminas, sendo este
grupo denominado de damage-associated molecular pattern
molecules (DAMPs).*6° Quer as PAMPs quer as DAMPs podem
ligar-se a recetores na superficie do macréfago, denominado por
pattern recognition receptors (PRR), que reconhecem estes padrées
conservados.*®™ Os dois tipos de PRRs com funcdes importantes
na fisiopatologia da sepsis sdo os toll-like receptors (TLR) e
nod-like receptors (NLR) que, apds ativagdo da sinalizacdo
intracelular por diferentes mediadores, ativam o nuclear factor-
kappaB (NF-kB), um complexo proteico que desempenha inumeras
funcdes de entre as quais a transcricdo de genes de mediadores
pro-inflamatorios. 6711618

Toll-like receptors (TLR)

Os TLR sédo constituidos por ectodominios, responsaveis pelo
reconhecimento dos padrdes conservados dos microrganismos, e
por dominios intracelulares recetores toll-interleucina 1 (TIR), que
fazem a transmissao do sinal e ativam a transcricdo de mediadores
inflamatorios.5'® A maioria dos TLR necessitam de interacdo com
outra(s) moléculas para a transducao do sinal como por exemplo
homodimeros toll-like receptor 4 (TLR 4) para sinalizar eficazmente
através deste recetor (Figura 1).5'®

Diferentes recetores TLR apresentam diferente localizacdo no
macréfago de acordo com a sua funcéo, pelo que o TLR 4 se
localiza na superficie da célula para com maior facilidade
contactar com o material microbiano.®'

A familia TLR apresenta diferentes vias de sinalizacdo
intracelular, sendo a mais frequente a que o faz via proteina
My D88 (myeloid differentiation primary response gene 88) mas
que pode ser também via toll receptor domain-containing
adapter-inducing interferon-B (TRIF) quando a sinalizagdo ¢
feita pelo toll-like receptor 3 (TLR 3)."° Ha também a via
toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain containing adaptor
protein (TIRAP) que conecta o TLR 2 e o TLR 4 ao MyD88 e a via
TRIF-related adaptor molecule (TRAM) que une o TLR 4 ao
TRIF.181
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LPS: Lipopolissacarideo; MAL: MyD88-adapter-like; MyD88: Myeloid differentiation primary response gene 88;

NF-KB: Nuclear factor-kappaB; TLR-3: Toll-like receptor 3; TLR-4: Toll-like receptor 4;

TRAM: TRIF-related adaptor molecule; TRIF: Toll Receptor domain-containing adapter-inducing interferon-p.

(Adaptado de Kendrick SW, Jones DJ. Mechanisms of Innate Immunity in Sepsis. In: Baudouin S, editor.
Sepsis. Competency-Based Critical Care: Springer London; 2008. p. 5-10)

Figura 1 - Via de sinalizacdo desencadeada pelos TLRs

Concretamente em relagdo a sepsis e sendo que o LPS € o indutor
da resposta imune inata mais potente, este liga-se ao TLR 4 que,
apos formacao de homodimero, requer a interacdo de outras
moléculas como o CD14 e MD2 para a ativagao efetiva do
complexo recetor. S6 apds esta ativacdo € transmitido o sinal a
proteina My D88 que recruta uma cadeia de cinases que culmina
na translocacdo do NF-kf para o nucleo, fosforilagdo e
consequente transcricdo de reguladores que ativem a transcricéo
de genes pro-inflamatorios.'®

Nod-like receptors (NLR)

Os microrganismos que invadem o citoplasma sdo reconhecidos
por PRRs citoplasmaticos como NLR e retinoic acid-inducible
gene-I (RIG-1) like receptors (RLRs).%'® Os NLRs sdo
subcategorizados de acordo com os seus dominios N-terminais.®
Estes podem ser de dois tipos, ou nucleotide-binding
oligomerization domain (NODs), NLRs que reconhecem fragmentos
de peptidoglicano bacteriano, ou NLRPs, NLR com dominio de
pirina N-terminal, que possuem uma molécula adaptadora central
denominada apoptosis-associated speck-like protein containing a
caspase recruitment domain (ASC) (Figura 2).%" Os NLRPs formam
complexos multimoleculares denominados inflamassomas que
ativam caspases e assim estimulam a libertacao de citocinas
pro-inflamatorias.t™'° Estes processos apresentam um equilibrio
muito delicado comprovado por estudos que comparam doentes
criticos com e sem sepsis que demonstram que os doentes com
sepsis apresentam menores niveis de mRNA de ASC e caspase 1 e,
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ASC: Apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain; ATP: adenosina
trifosfato; iE-DAP: gamma-D-glutamyl-mesodiaminopimelic acid (peptidoglycan fragment); IL-1/18:
Interleukine 1/18; MDP: muramyl dipeptide (peptidoglycan fragment); NLRP1/3: Nodd-like receptor
protein 1/3;NOD 1/2: Nucleotide-binding oligomerization domain 1/2; RNA: ribonucleic acid

(Adaptado de: Opitz B, Eitel J, Meixenberger K, Suttorp N. Role of Toll-like receptors, NOD-like receptors
and RIG-I-like receptors in endothelial cells and systemic infections. Thrombosis and haemostasis.
2009;102(6):1103-9.)

Figura 2 - Via de sinalizacdo desencadeada pelos NLRs

assim, contribuem mais para o estado imunodeprimido dos
mesmos.® Contudo, a capacidade de ativacdo da inflamacéo e das
caspases contribuiu também para as lesdes multiorganicas
provocadas pela sepsis.*®'® As consequéncias benéficas ou ndo
deste processo dependem da extensao e duracdo da ativacdo dos
inflamassomas, sendo esta uma fronteira muito ténue.5"

Citocinas: mediadores e principais alvos da terapéutica
imunomoduladora

Apos a transducdo do sinal desencadeado pela interacdo das
PAMPs com os PRRs sdo libertadas inimeras citocinas, pro e
anti-inflamatorias, simultaneamente, dando o nome a este
fenomeno de "tempestade de citocinas"*6™12141% Para além desta
variabilidade de mediadores libertados na resposta do macrofago
acresce ainda a variavel de que diferentes doentes com sepsis
apresentam diferentes perfis imunologicos, ndo havendo assim um
estereotipo de resposta nesta sindrome, o que torna todo o
processo ainda mais complexo e heterogéneo.*' 3

Uma vez que o macrdfago € pedra angular na resposta da
imunidade inata e as citocinas sao moléculas efetoras por ele
produzidas e essenciais a sua funcéo, destacamos em seguida
algumas destas moléculas que, além de implicacdo na
fisiopatologia, tem vindo a ser usadas em ensaios por serem
possiveis alvos terapéuticos (Tabela I).



Tumor necrosis factor alpha (TNF-«) e interleucina 1 (IL-1)

TNF-a € uma proteina com origem maioritariamente em células
imunes ativadas (como o macréfago) em resposta a diversos
estimulos de entre os quais os infeciosos.* O TNF-a € um
mediador precoce desta cascata (libertado cerca de 30 minutos
apos o estimulo) e atua por via de recetores especificos como o
tumor necrosis factor receptor 1 e 2 (TNFR 1 e 2), conduzindo &
consequente ativacdo de células imunes e de uma cascata de
mediadores pro-inflamatorios. Além disso, o TNF-a exerce também
acao no macrofago aumentando a sua producdo, promovendo a
sua ativacdo, diferenciacdo bem como a sua sobrevivéncia."

De forma semelhante, também a IL-1 é libertada por macréfagos
ativados numa altura semelhante ao TNF-a, mas em menor
quantidade, fazendo a sua sinalizacdo também via dois recetores
transmembranares, o IL1-receptor type 1 e 2 (IL-1R1 e IL-1R2), que
desencadeiam efeitos semelhantes."?

Assim, o TNF-a e a IL-1 sdo importantes mediadores da ativagdo e
amplificacdo das cascatas inflamatorias de forma autocrina e
paracrina, pela ativacao de macrdofagos e estimulacdo para a
secrecdo de outras citocinas pro-inflamatdrias e outros
mediadores como radicais de oxigénio, originando complicacoes
como a faléncia multiorganica.™*' Por ser maestro de toda esta
cascata de producdo de citocinas o TNF-a € considerado um dos
mais importantes reguladores, a par da IL-1, que € também ela
fulcral na regulacdo da inflamacdo."#

Modelos experimentais animais comprovaram tudo isto pois o TNF-a
e a IL-1 demonstraram ser capazes de causar uma sindrome
semelhante ao choque séptico e revelaram estar envolvidos na
patogénese da sepsis ja que a administracdo de endotoxinas
bacterianas resultava na producéo e libertagcdo destes mediadores na
circulacdo sistémica com um importante poder pré-inflamatério."?22

Estas citocinas tém recetores soluveis e recetores antagonistas
denominados soluble tumor necrosis factor receptors (sSTNFR),
IL-1R2 e IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra) que modulam a
atividade destas citocinas.?? Assim, verificou-se em
experimentacdo animal com modelos de choque séptico que a
administracdo de IL-1Ra aumentava a sobrevivéncia, sugerindo
assim um possivel papel terapéutico.>"??

Entdo, o balanco entre as citocinas e os seus recetores parece um
importante indicador de prognostico e uma possivel via de
tratamento através dos seus inibidores.”

Apesar de tudo, a maioria dos ensaios realizados com anticorpos
monoclonais dirigidos ao TNF-a, com uso de sTNFRs, IL-1R1 e
recetores IL-1 soltveis, em doentes com sepsis, falharam em
mostrar diminui¢do na mortalidade, apesar dos resultados
promissores em modelos experimentais de sepsis.>"'2* Estes
resultados foram obviamente inesperados na medida em que quer
0 TNF-a quer o IL-1 apresentam um papel fulcral na resposta
pro-inflamatoéria.”

Macrophage migration inhibitory factor (MIF)

O MIF pode ser libertado pela hipofise apds a estimulacdo por
endotoxinas como LPS, mas também pelos macréfagos e pela
glandula supra-renal perante esse mesmo estimulo.™ %% Esta
citocina € considerada uma molécula pro-inflamatoria tardia,
contrariamente a maioria das citocinas que sao libertadas numa
fase precoce da resposta inflamatoria.?®. Nao sé o LPS estimula a
libertacdo deste mediador mas também o TNF-q, INF-A e C5a sao
potentes indutores da sua secrecdo pelos leucocitos, que, apds
libertado, exerce entdo acdo de citocina pro-inflamatoria
promovendo a resposta inata imune com ativagao dos
macréfagos. "2

O MIF exerce o seu efeito pro-inflamatorio devido a acdo da sua
tautomerase, podendo também ainda induzir e amplificar a
producdo de outras citocinas pro-inflamatorias e aumentar a
expressdo de TLR 4.426 Em elevadas quantidades, inibe a apoptose
dos macrdfagos dependentes da p53 e estabelece uma resposta
inflamatéria sustentada.*?® De facto, doentes com sepsis revelaram
ter niveis aumentados de MIF que parecem condicionar uma maior
severidade da doenca e maior mortalidade .*

A deficiéncia do MIF leva a uma resposta diminuida ao LPS pela
diminuicdo da expressdo do TLR 4, condicionando assim uma
diminuicdo dos niveis circulantes de TNF-a, por exemplo, e
protegendo desta forma os modelos ratinhos de desenvolver
choque séptico.5?

A neutralizagdo do MIF ou a inibicdo da atividade da sua
tautomerase promove uma diminuicdo da inflamagédo e um
aumento da sobrevida mesmo sendo o inicio da terapéutica
imunomoduladora pos inicio da doenca.*?®

Comparativamente com a terapia anti-TNF, a terapia anti-MIF
parece ndo afetar a capacidade do hospedeiro combater a infecédo
causada por uma bactéria extracelular.?®

High mobility group box 1 (HMGB 1)

A HMGB 1, assim como o MIF, surge na fase mais tardia da resposta
inflamatodria.5%628 A sua principal fonte nos processos inflamatorios €
0 macrofago, mas também os neutrofilos, e pode ser induzida por
outras citocinas pré-inflamatdrias e agentes patogénicos.**% Este
mediador encontra-se elevado na sepsis e promove a atividade de
outros mediadores pré-inflamatorios como IL-1, funcionando
também como um vetor inflamatorio.>62¢ A HMGB-1 interage
também com o TLR-2 e 4 e, via NF-kB, estimula a resposta
inflamatdria promovendo a destruicdo da barreira celular epitelial.*6%

Em ratinhos com tratamento com anticorpos anti-HMGB 1 verificou-
se uma diminuicdo da letalidade das endotoxinas e um aumento da
taxa de sobrevivéncia em doentes com sepsis.* 62426

Sabe-se ainda que a ativacdo da via colinérgica anti-inflamatoria
inibe a secrecdo deste mediador, promovendo o aumento da
sobrevida. Esta via para inibir a secrecdo de HMGB 1 pode ser uma
nova janela na terapéutica que deve ser explorada.**
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TABELA I: CITOCINAS: MEDIADORES E PRINCIPAIS ALVOS TERAPEUTICOS

CITOCINAS

ORIGEM

FUNGAO PRINCIPAL

POSSIVEL ALVO TERAPEUTICO

Tumor necrosis factor alpha
(TNF-a)

Interleucina 1 (IL-1)

Células imunes ativadas
(como o macraofago)

Ativacdo e amplificacdo das cascatas

inflamatorias de duas formas:

- Autdcrina

- Paracrina: ativacdo e estimulacéo de
macrdfagos para a secrecédo de outras
citocinas pré-inflamatérias e outros

mediadores

Recetores soluveis e recetores
antagonistas : Soluble tumor necrosis
factor receptors (STNFR), IL-1R2 e /L-1
receptor antagonist (IL-1Ra) para a
antagonizacédo da acdo do TNF-a e do
IL-1

Macrophage migration
inhibitory factor (MIF)

Hipofise
Macrofagos
Glandula supra-renal

Efeito pré inflamatério: acdo da sua
tautomerase

Inducédo e amplificacdo da producéo
de outras citocinas pro-inflamatorias

(ativagdo dos macrofagos)

Neutralizacéo do MIF ou inibicéo da
atividade da sua tautomerase para a
diminuicdo da atividade inflamatoria

High mobility group box 1
(HMGB 1)

Macrofago
Mondcitos
Neutrofilos

Promocéo da atividade de outros
mediadores pro-inflamatérios como IL-1
(fungdo de vector inflamatorio)

Anticorpos anti-HMGB 1 promovem a
diminuicdo da letalidade das endotoxinas
Ativacdo da via colinérgica anti-inflamatéria
inibe a secrecdo deste mediador

Interferdo Gama (INF-)\)

Células NK, Th1 e células
T CD8+ citotoxicas;
Macrofago
(indiretamente, através
de citocinas por ele
produzidas como o
TNF-q, IL-12 e IL-18)

Mediador pro-inflamatério
Imunorregulacdo

INF-A para reversdo da anergia dos
mondcitos (aumento do HLA-DR na
superficie) em doentes com sepsis em fase

imunossupressiva

Interleucina 6 (IL-6)

Macrofagos
Células dendriticas

Ativacdo de linfocitos
Ativacéo cascata de coagulacédo

Delecdo do gene IL-6 para protecdo
da mortalidade causada pela infecédo e

Linfocitos Acdo pirogénica desenvolvimento de faléncia organica
Respostas de fase aguda a estimulos
inflamatorios
Promocéo da resposta anti-inflamatoéria
Granulocyte-macrophage Macréfagos Aumento da producéo de neutrofilos, GM-CSF para reversdo da anergia dos
colony-stimulating Células T monocitos e macrofagos monocitos (aumento do HLA-DR na

factor (GM-CSF)

Células Natural Killer (NK)

superficie) em doentes com sepsis em fase

imunossupressiva

OUTROS ALVOS RELACIONADOS COM AS CITOCINAS

Programmed Death 1 (PD-1)
Programmed Death Ligand 1
(PDL-1)

PD-1:
linfocitos PDL-1:
mondcitos

Down regulation dos linfocitos
Inibicdo da funcdo do macréfago
(indugio de imunosupressao)

Anticorpos anti-PD-1 e anti-PDL-1 para o
restabelecimento da resposta imunitaria e
inibicdo a apoptose.




Interferdo Gama (INF-A)

O INF-A € maioritariamente produzido por células NK, Th1 e
células T CD8+ citotdxicas, contudo, o macréfago através de
citocinas por ele produzidas como o TNFa, IL-12 e IL-18 regula e
estimula a producéo do Interferdo.>" Este mediador apresenta um
importante papel imunorregulador na medida em que ratinhos
sem capacidade de libertacdo de INF-A eram mais suscetiveis a
infecdo e também a sua neutralizagdo tornava-os mais resistentes
ao desenvolvimento de choque séptico induzido pelo LPS." Apesar
disso, os niveis plasmaticos desta citocina ndo demonstraram ter
relacdo com a severidade ou mortalidade da sepsis.>"

0 uso de INF-A na terapéutica permite a reversao da anergia dos
monacitos (aumento do HLA-DR na superficie) e aumento da taxa
de sobrevivéncia em doentes com sepsis em fase
imunossupressiva."

Interleucina 6 (IL-6)

Citocina produzida maioritariamente por macrofagos de entre
outras células como dendriticas e linfécitos, em resposta a
estimulacéo por LPS ou por outras citocinas como TNF-a e [L-1.5"
0 IL-6 ndo induz por si s6 um quadro clinico semelhante a sepsis,
contudo, os seus niveis estdo elevados na sepsis e correlacionam-
se com indices clinicos, existéncia de faléncia multiorganica e
choque séptico.” Este mediador induz o aumento de producéo de
PMNSs, ativacdo de linfocitos, cascata de coagulacdo, exerce acdo
pirogénica e medeia respostas de fase aguda face a estimulos
inflamatorios.>" Estudos em ratinhos demonstraram que a delecdo
do gene |L-6 protegia-os da mortalidade causada pela infegdo e
do desenvolvimento de faléncia organica."

Apesar destas funcoes da IL-6, esta tem também uma acéo
promotora da resposta anti-inflamatoria, inibindo a libertacao do
TNF-a e IL-1 e, por sua vez, estimulando a libertagao de citocinas
anti-inflamatorias como IL-1Ra, sTNFRs, IL-10, TGF-p e cortisol.>"

0 seu doseamento parece ser Util como indicador de prognoéstico e
de doentes que mais beneficiardo em iniciar rapidamente medidas
de suporte, ja que € considerada uma das citocinas com maior
relacdo com a taxa de mortalidade na sepsis.>2%?°

Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)

0 GM-CSF ¢ uma glicoproteina secretada por macréfagos, de
entre outras células como células T e Natural Killer (NK), que atua
como uma citocina promovendo o aumento da producéo de
neutrofilos, mondcitos e macrofagos.>™

0 seu uso em doentes com sepsis em fase imunosupressiva,
identificados pela diminuicdo da expressdo do HLA-DR nos
monocitos por exemplo, permitiu o restabelecimento da expressdo
normal de HLA-DR, aumento da libertacdo de TNF-a e uma
diminuicdo das infecdes nosocomiais gragas a restituicdo da
imunidade inata. Apesar disso, o seu uso ainda ndo demonstrou
beneficios na mortalidade destes doentes.>'0""'2

Outros Alvos relacionados com as Citocinas
Programmed Death 1 (PD-1) e Programmed Death Ligand 1 (PDL-1)

0 PD-1 encontra-se nos linfocitos e o PDL-1 nos mondcitos. Em
macrofagos de modelos de sepsis € induzida a expressao destes
recetores que suprimem os linfocitos e inibem as fungdes do
macrdfago, induzindo portanto um estado de
imunossupressdo.' '3

Sabe-se que em doentes com sepsis estas duas moléculas
apresentam uma elevada expressao e que, o seu bloqueio,
promove o aumento de citocinas inflamatdrias e a diminuicdo da
apoptose de células T."**° O seu bloqueio por anticorpos especificos
melhora a sobrevida em ratinhos com sepsis em fase
imunossupressiva, e este beneficio aparenta ocorrer mesmo em
fases mais tardias da sepsis.*® De facto, o anticorpo dirigido contra
estes recetores parece restaurar a resposta imunitaria e inibir a
apoptose.'**

Comparativamente com o tratamento com o anticorpo para INF-A,
a inibicdo do PD-1 e PDL-1 parece ser o melhor tratamento entre
os dois na medida em que permite restabelecer a producao do
Interferdo e apresenta ainda outros beneficios noutras células
imunoldgicas(11).rg.

/ As controvérsias na terapéutica da sepsis

A maioria dos estudos feitos nos 20 anos anteriores com o
objetivo de aplicar terapéuticas imunomoduladoras na clinica
falharam claramente, mantendo-se assim a elevada taxa de
mortalidade desta sindrome.*>'524 Q anti-toll like receptor 4 (TLR
4) Eritoran Tetrasodium falhou na fase Ill do ensaio clinico
randomizado em mostrar melhoria do objectivo primario
"mortalidade aos 28 dias por todas as causas” numa coorte de
2000 doentes com sepsis grave.*?®3' Também a proteina C ativada
recombinada, Drotrecogin alfa, foi retirada do mercado apos falhar
em demonstrar melhoria nos resultados num ensaio mundial.?8*'
Este farmaco havia demonstrado num ensaio anterior melhoria na
sobrevida, algo ndo confirmado num subsequente. De facto, estas
consecutivas perdas de potenciais e promissores alvos terapéuticos
levaram a comunidade cientifica a refletir sobre o que estaria
entdo a falhar.*!

Em primeiro lugar, no desenho do ensaio clinico, € necessario ter
em consideracdo a heterogeneidade dos doentes a incluir, uma vez
que em estudos animais, estes constituem uma populagao
homogénea, sem comorbilidades, ao invés do que sucede nos
estudos com humanos.>'*?*3" Ainda as variacdes genéticas e
epigenéticas como mutacées nos genes que codificam PRRs ou
mediadores inflamatorios e os seus recetores introduzem
variabilidade e podem ter consequéncias na resposta do
hospedeiro.* Para além disso, a classificacdo em sepsis, sepsis
grave ou choque séptico, pode abranger doentes com niveis de
gravidade bem diferentes e cada um com mecanismos
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patofisioldgicos especificos diferentes. Deste modo, esta
generalizagdo deve-se a falta de critérios especificos e
reprodutiveis que permitam agrupar os doentes de acordo com os
mecanismos especificos da doenca e com o seu perfil imunoldgico
para assim permitir a aplicacdo de terapéuticas especificas.'**

Em segundo lugar, quando se testam farmacos especificos que
atuam numa tdo complexa rede de resposta a infecdo, seria
necessario ajustar os tamanhos amostrais para conseguirem
detetar discretos efeitos terapéuticos.>*' Para além disso, o
objetivo tipicamente usado no final da fase Il que € a "mortalidade
por todas as causas aos 28 dias" parece ndo ser a melhor medida
de sucesso a usar pois, aos 28 dias, muitos pacientes estdo ainda
hospitalizados e a evidéncia parece demonstrar que muitas das
sequelas da sepsis sao mais tardias que este cut-off temporal. Um
objetivo mais tardio que conjugasse mortalidade com outras
sequelas como fisicas e cognitivas seria mais direcionado para o
doente e até poderia alterar o rumo de desenvolvimento de alguns
farmacos.>#3!

Em terceiro lugar, as unidades de cuidados intensivos e os
servicos de emergéncia médica obtém excelentes resultados
com o suporte dos doentes e no controlo da fase inicial da
infecdo (algo que ndo parece estar bem reproduzido nos
modelos animais), o que demonstra a maior necessidade de
direcionar a atencéo para a resposta tardia a infecdo.'**" Além
disso, a maioria das citocinas sdo mediadoras precoces da
inflamacéo cuja janela temporal em que estdo elevadas é curta,
retornando ao basal apos poucas horas, dai que quando
intervencionado o doente o tratamento seja ineficaz.>""?* Entio,
mais uma vez, talvez o foco da investigacao devesse estar mais
voltado para a resposta tardia da sepsis e seus mediadores, bem
como para as fases de recuperacao, iniciando a terapéutica em
doentes com caracteristicas imunoldgicas especificas e que
evidenciem disfuncdo organica, de forma a promover a
recuperacdo precoce e a diminuicdo da morbilidade e
mortalidade tardias.

De salientar que deve ainda ser abandonada a concecédo de que
um unico mediador pode ser a chave da fisiopatologia da sepsis e
a sua neutralizacdo o tratamento, na medida em que atualmente
sabemos que se trata de uma sindrome complexa, dinamica e com
grande variabilidade e heterogeneidade nos seus
constituintes.*52428

Por fim, seria importante estudar a farmacocinética e
farmacodinamica dos farmacos no que diz respeito a sua acdo no
sistema imune do hospedeiro.>*!

De facto, o0 macrofago e os mediadores por ele libertados sdo
importantes intervenientes na fisiopatologia da sepsis e podem ser
importantes alvos terapéuticos. Contudo, a correta e adequada
aplicacao deste tipo de terapéuticas imunodirigidas necessita do
recurso a ferramentas como biomarcadores que permitam de
forma rapida e fiel indicar-nos qual o exato perfil imunoldgico do

doente.**' Sabendo que, dada a complexidade desta doenca, a
utilizagdo de um Unico biomarcador dificilmente sera possivel e
que o ideal para a avaliacdo do estado imune do doente seria
juntar um ensaio fenotipico (HLA-DR e PDL-1), ensaio funcional
(TNF no sangue) e ensaio gendmico, com inclusio de marcadores
do estado anti e pro-inflamatorio, torna-se imprescindivel refletir
sobre possiveis novos biomarcadores que ultrapassem as
limitac6es dos atualmente usados, Pro-calcitonina e Proteina C
Reativa (PCR), e permitam servir da melhor forma os propositos
supracitados.'*20.28

A auséncia destes biomarcadores € uma importante lacuna no
conhecimento atual e uma possivel forte razdo para o insucesso
verificado nas terapéuticas imunomoduladoras até aos dias de
hoje. E ainda um alerta para a comunidade médica de que a
abordagem terapéutica nestes doentes deve ser voltada para uma
pratica mais individualizada, pois sé assim sera possivel aplicar
farmacos tdo especificos e dirigidos, bem como a sua
monitorizacdo.>** Todos os outros pontos realcados sdo também
importantes e a ter em consideracdo em ensaios futuros de forma
a ser possivel uma reviravolta no panorama dos ultimos anos dos
ensaios farmacologicos.

Assim, dado que o macréfago € a figura mais proeminente na
mediacdo da resposta imune inata e € sobre ele e sobre os
mediadores por ele libertados que atuam as terapéuticas
imunomoduladoras apresentadas, sugere-se, em seguida, o estudo
de biomarcadores que estdo também directamente relacionados
com o macrofago (moléculas expressas como o Human leukocyte
antigen-DR, HLA-DR, e o PDL-1 ou libertadas como o racio
IL-10:TNF-a) para assim permitirem caracterizar de forma correta
e fiel o estado imunoldgico do doente.

Biomarcadores
Human leukocyte antigen-DR (HLA-DR)

O HLA-DR é um recetor de superficie celular pertencente ao
Complexo Major de Histocompatibilidade Il (MHC I1).2°

A imunodepressdo cursa com uma diminuicdo da expressdo de
HLA-DR na superficie do macrdéfago o que condiciona uma menor
atividade destas células, sendo portanto um bom marcador de
anergia do mondcito e de estados de imunodepressdo.>'*202* Esta
diminuicdo de HLA-DR condiciona uma diminuicao da
apresentacdo antigénica e um aumento do risco de infecoes
nosocomiais € morte.>'®'32* Assim, apds este resultado € possivel
orientar a terapéutica do doente para alvos imunoldgicos que
estimulem a libertacdo de mediadores pré-inflamatdrios.

IL-10:TNF-a

De acordo com estudos realizados, alguns dos doentes que morrem
de sepsis encontram-se em imunossupressao marcada com uma
grande diminuicéo dos niveis de citocinas pré-inflamatdrias.’>33



Na tentativa de explicar esta imunossupressdo do doente séptico
considerou-se a hipotese de haver um "mecanismo de tolerancia a
endotoxinas" onde a exposicdo continua ao LPS despoletava uma
diminuicdo da expressdo dos recetores de superficie, uma
desregulacdo dos mecanismos de transducéo de sinal e uma
diminuicdo da secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias.”*'
Contudo, verificou-se que a atividade dos macrofagos néo ficava
totalmente suprimida havendo maioritariamente uma transducao
de sinal no sentido de producdo de mediadores anti-inflamatérios,
sendo um dos principais intervenientes o 1L-10.%" O tratamento
com anticorpos anti-IL10 em estudos com ratinhos promoveram a
diminuicdo da tolerancia imunoldgica e a decorrente
imunodepressdo com uma diminuicdo da mortalidade.”™ A este
conceito novo que complementa o mecanismo de tolerancia a
endotoxinas denominou-se “reprogramacédo do monocito”’

Estudos com IL-10 permitiram perceber que aparentemente a
IL-10 e o TNF-a se requlam mutuamente por mecanismos de
feedback negativo (9). Assim, a relagdo entre ambos pode ser um
bom biomarcador para aferir se o doente esta com um fenotipo
imunolégico a pender para o lado pré ou anti-inflamatorio e assim
adequar a terapéutica.'

PD-1e PDL-1

Como referido anteriormente, em macréfagos de modelos de
sepsis ha inducdo da expressao do PD-1 e do PDL-1 , sendo que a
elevada expressao destas molécula condiciona um estado de
imunosupressao.'* Assim, a quantificacdo de PD-1 e PDL-1 pode
constituir um bom biomarcador para a instituicdo de terapia com
anticorpos especificos para estes recetores mas também para
identificar doentes em imunodepressao.™

/ Conclusao

0 macrofago assume um importante papel na fisiopatologia da
sepsis através da regulacdo da resposta imune inata do hospedeiro
a uma infecdo. De entre os mediadores libertados pelo macrofago,
destaque para o TNF-a e IL-1, MIF, HMGB 1, INF-A, IL-6, GM-CSF
e os recetores PD-1 e PDL-1, que, para além de importancia na
resposta desencadeada, sdo apontados como possiveis alvos de
terapéutica imunomoduladora. Apesar de ser promissor este tipo
de terapéutica, os insucessos dos ensaios clinicos revelaram
limitacdes na aplicacdo destes farmacos, concluindo-se que, de
entre outras medidas, € pertinente identificar e adotar
biomarcadores fieis que espelhem o estado imunoldgico do
doente. Uma vez que a atividade do macréfago reflete o
funcionamento da imunidade inata, o recurso a moléculas
relacionadas com esta célula como a quantificacdo de HLA-DR,
racio IL-10:TNF-a e quantificacdo do PD-1 e PDL-1 podem ser
usados como biomarcadores. De facto, considera-se que sé assim
sera possivel a pratica de uma medicina individualizada que
permita a correta e dirigida aplicacéo deste tipo de tratamento
que ¢ tdo especifico mas que atua numa complexa rede
inflamatoria.
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