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RESUMO

Introducio: Apesar dos avangos na terapia antimicrobiana, cuidados intensivos e técnicas
cirdrgicas nao houve alteragdo nos Ultimos anos da morbimortalidade na sepse ou choque
séptico. Dentre os varios mediadores inflamatorios envolvidos na sepse. as citoquinas
ocupam lugar chave na patogénese do choque séptico, muitas vezes com efeitos biolégicos
opostos, como fator de necrose tumoral-alfa e a endotelina-1. Além disso, ha um grande
interesse nos niveis circulantes destas citoquinas pela possibilidade de identificar pacientes
de alto risco na sindrome séptica. Entretanto. o valor preditivo dos niveis plasmaticos do
fator de necrose tumoral-alfa. de seus receptores soltiveis e. particularmente da endotelina- |

ndo estd definido. principalmente quando analisado precocemente no choque séptico.

Objetivo: Avaliar a evolugdo sequencial dos niveis plasmdticos de fator de necrose
tumoral-alfa, receptor soldvel-1 do fator de necrose tumoral-alfa, receptor soldvel-2 do
fator de necrose tumoral-alfa e endotelina-1 imediatamente apds a colocagdo de cateter em
artéria pulmonar durante 24 horas, nos intervalos de 0. 6, 12 e 24 horas e determinar o
valor preditivo dos niveis plasmaticos obtidos destes mediadores em pacientes com choque

séptico.

Métodos: Foram estudados 23 pacientes com choque séptico definido pelos critérios do
American College of Chest Physicians/Critical Care Society no periodo de 14 de margo a
31 de agosto de 1996, sendo excluidos dois pacientes. Foram coletadas amostras de sangue
em dtrio direito através da por¢do proximal do cateter colocado em artéria pulmonar nos

momentos de 0. 6. 12 e 24 horas. As amostras foram centrifugadase armazenadas a menos

20°C. Posteriormente foram analisados, pelo método ELISA. os niveis plasmaticos do

fator de necrose tumoral-alfa, dos receptores soliveis-1 e 2 do fator de necrose tumoral-alfa
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¢ endotelina-1. bem como as caracteristicas clinicas e hemodindmicas dos pacientes da

amostra. Apos os pacientes foram divididos em sobreviventes e ndo sobreviventes.

Resultados: O grupo de ndo sobreviventes (n=10) apresentou valores significativamente
mais elevados que os sobreviventes (n=11) para a idade (64,5 = 16.6 versus 43,7 = 12.8
anos), APACHEII (27,7 + 4,9 versus 18,2 + 3,7), disfun¢do organica miltipla(3,7 = 0.9
versus 2.7 = 0.9) e predominancia do sexo masculino (7 versus 2). Nao houve diferenca
significativa entre o tempo de choque prévio a entrada no estudo. valores hemodinimicos e
de transporte de oxigénio entre sobreviventes e ndo sobreviventes. Ambos os grupos
apresentaram médias mais elevadas de todos os marcadores bioldgicos estudados
comparados aos valores de referéncia. Entretanto no momento das 6 horas houve aumento
significativo nos ndo sobreviventes em relacdo aos sobreviventes para o fator de necrose
tumoral-alfa. receptor solivel-1 do fator de necrose tumoral-alfa e endotelina-1. sendo o
valor preditivo positivo destes mediadores para mortalidade de 70%, 66,7% e 72.7%.
respectivamente. Além disto, a presencga de fator de necrose tumoral-alfa maior do que 15.5
pg/ml ou endotelina- 1 maior do que 27,8 pg/ml, em pacientes com choque séptico, mostrou

sensibilidade e valor preditivo negativo de 100%.

Conclusio: Neste estudo caracterizamoso comportamento temporal de védrios mediadores
bioldgicos em um periodo de 24 horas através de medidas sequenciais de 6 em 6 horas
entre as coletas. Demonstramos que os niveis destas citoquinas estdo aumentados em todos
0s pacientes com choque séptico, porém com concentragdes plasmaticas significativamente
mais elevadas em pacientes ndo sobreviventes, em especial no momento das 6 horas. Além
disso, a endotelina-1 parece ser um fiel marcador para pacientes de alto risco para

mortalidade em choque séptico, pois ndo apresenta falsos negativos.

Palavras-chave: sepse; citoquinas: prognostico.
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ABSTRACT

Introduction: Despite advances in antimicrobial therapy. intensive care and aggressive
surgical approach. no significant improvement is apparent in morbidity and mortality in
patients with sepsis or septic shock in late years. Among the various inflammatory
mediators involved in the pathogenesis of sepsis, cytokines featuring opposite
hemodynamic effects - vasodilation and vasoconstriction, such as tumor necrosis-alpha and
more recently endothelin-1 appear to play important roles. Furthermore, there is growing
interest to determine the ability of circulating levels of these cytokines to identify high-risk
patients with sepsis syndrome. However, the predictive role of circulating levels of tumor
necrosis factor alpha and its soluble receptors, and particularly those of endothelin-1 remain

parcially understood, particularly when analyzed early in the course of septic shock.

Objectives: To sequencially assess plasma levels of tumor necrosis-factor-alpha, soluble
receptor | and 2 for tumor necrosis-factor-alpha and endothelin-1 immediately after
insertion of pulmonary artery catheter for 24 hours with 6 hours time interval in patients

with septic shock and determine the predictive value of the levels obtained.

Methods: Twenty-three patients with septic shock according the criteria of the American
College Of Chest Physicians/Critical Care Society were studied from March 14 to August
31. 1996: two patients were subsequentely excluded. Blood samples were collect from the
right atrium using the pulmonary artery catheter at 0. 6. 12 and 24 hours. Samples were
centrifugated arnd stored at -20" C for subsequent combined analysis by ELISA of tumor
necrosis factor-alpha, soluble receptor 1 and 2 for tumor necrosis factor-alpha and
endothelin-1. Clinical and hemodynamic variables were also recorded, and at the end of the

study the patient population was then divided in survivors and non survivors.

Results: Non survivors (n=10) had significantly higher values for age (64,5 = 16,6
versus 43,7 + 128 years), APACHE Il (277449 versus 18,2+3.7), multiple organ

dysfunction syndrome 3.7+0.9 versus 2.7+0,9) and male predominance (7 versus 2)



compared to survivors (n=11). There are no significant differences relative to hours in
shock previous to study entry, hemodynamic values and oxygen delivery and consumption
between survivors and non survivors. Both groups had high levels of the inflammatory
markers studied compared to reference values. Furthermore, at 6 hours there were
significant increase in the levels of tumor necrosis factor-alpha, soluble receptor 1 for
tumor necrosis factor-alpha and endothelin-1 in non survivor patients compared to
survivors; this pattern indicated positive predictive value for mortality of 70%, 66,7% and
72.7% for these markers, respectively. Also. tumor necrosis factor-alpha higher than 15,5
pg/ml or endothelin-1 higher than 27.8 pg/ml in patients with septic shock had both

sensivity and negative predictive value of 100% for mortality.

Conclusions: In this study we characterized the temporal pattern of four different
cytokines in patients with septic shock during 24 hours with 6 hours time interval between
sample collections. We demonstrated that cytokine levels were increased in all patients, but
significant higher values were observed in non survivor patients compared to survivors,
specially in the early time points (6 hours). Furthermore. we also showed that endothelin-1
appeared to be the most reliable marker for high risk patiens since it had no false negative

cases

Key words: sepsis, cytokines. prognosis.
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INTRODUCAO
1. Sepse e choque séptico

Sepse e choque séptico sao causas significativas de morbimortalidade. Nos Estados
Unidos estima-se que haja 500.000 novos episédios de sepse por ano associados com
mortalidade de 35%. O choque aparece em 40% dos pacientes com sepse e afeta
adversamente o progndstico. Entre os pacientes hospitalizados em Centro de Terapia
Intensiva (CTI) geral. a sepse € referida como a principal causa de morte. A despeito dos
progressos na terapia antimicrobiana, cuidados intensivos e técnicas cirtrgicas. ndo houve
alteracdo significativa da morbimortalidade em sepse ou choque séptico nos ultimos 30
anos .

Virios sao os fatores que influenciam a sobrevida em pacientes com sepse ou
choque séptico. Numerosos estudos publicados nas dltimas duas décadas apontam como
maiores determinantes de mortalidade a gravidade da doenca subjacente do paciente. sua
idade, débito urindrio e pH arterial valorizando predominantemente o estado fisiolégico do
paciente como o maior fator de risco. Ha também controvérsias sobre quais as citoquinas,
bioprodutos inflamatérios sabidamente envolvidas no complexo biol6gico da sepse. que
sdo capazes de identificar mais acuradamente os pacientes de risco. Por exemplo, os niveis
séricos de fator de necrose tumoral « (TNF-«) e interleucina-1 (IL-1) estdo igualmente

. )
associados com mau prognostico ~.

A patogenia do choque séptico € complexa, mas estudos recentes tem sugerido uma
sequéncia de eventos. Os organismos se multiplicamem um sitio infectado onde proliferam
e produzem exotoxinas ou endotoxinas. Estes produtos sdo capazes de induzir uma
resposta do sistema imune do hospedeiro, que elabora um numero importante de
mediadores tais como as citoquinas (interleucinas, TNF-«), eicosanoides, componentes do
complemento. cininas. fator ativador das plaquetas (PAF) e outros mediadores que podem

produzir profundos efeitos na vasculatura, no miocdrdio e em outros 6érgdos. Se esta



2
cascata ndo for interrompida haverd insuficiéncia cardiovascular progressiva. depressio

miocardica. hipotensao arterial com redugdo do tonus vascular sistémico e ma distribui¢o
do fluxo sanguineo. Os pacientes entdo irdo ao 6bito por hipotensao refratdria ou disfungio

organica mﬁltipla3.

2) Aspectos inflamatérios na sepse

2.1 Visiao geral da cascata inflamatéria

A inflamacgdo € essencialmente uma resposta adaptativa do organismo “a agressio.
numa tentativa de promover a cicatrizagdo e a cura, aumentando sua capacidade de luta
inclusive contra a infecg¢do. Seguindo-se "a agressao. o hospedeiro € exposto imediatamente
a um nimero de substancias pré-inflamatdrias derivadas tanto de fontes endégenas como
exdgenas. sendo a bactériaa fonte exdgena mais frequente !

Quando hd invasdao de microorganismos, estes liberam moléculas especificas
(endotoxinas no caso de microorganismos Gram negativos e acido teicdico no caso de
organismos Gram positivos) que servem como um gatilho da resposta do hospedeiro com
desencadeamento da resposta inflamatdria. A natureza celular e molecular complexa do
microorganismo, que inclui uma regido polissacaridica e uma camada de lipidio A, ¢é
responsavel pela ativagdo direta de células (fagdcitos, células endoteliais, linfécitos,
fibroblastos. etc), do complemento e pela ativacdo indireta da cascata inflamatéria por
induzir a produgdo de citoquinas por macréfagos e monécitos 2.

As citoquinas pré-inflamatérias TNF-«, IL-1. IL-6 e IL-8 e o fator estimulador da
coldnia granuldcito-mondcito estdo entre os primeiros mediadores a serem liberados
juntamente com a anafilotoxina C5 (um produto da ativagdo da via alternativa do
complemento). Estes mediadores rapidamente disparam uma resposta celular intensa. com
liberagio de mediadores secunddrios (citoquinas, fragmentos do complemento,

prostanoides, espécies ativas de oxigénio, moléculas de adesio, etc), quimiotaxia e ativagdo
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de granuldcitos. Os segundos mediadores sao responséveis tanto pela reativacdo das células

fagociticas como da cascata inflamatdria, disseminando esta resposta >. Por outro lado. as
citoquinas anti-inflamatérias modulam a resposta inflamatéria e podem auxiliar no reparo
tecidual. Estes mediadores anti-inflamatérios incluem o fator transformador de crescimento
B, IL-4, IL-10 e o antagonista do receptorda IL-1 (rIL-1) &

E possivel especular que o balango entre as citoquinas pré-inflamatérias e anti-
inflamatérias seja um fator determinante da evolu¢do ou ndo para disfungdo organica
multipla, choque e ébito. A interagdo entre os mediadores da resposta inflamatdria e anti-
inflamatéria pode ser vista como uma batalha entre forgas opostas, sendo que na sepse ha
predominio da resposta inflamatéria /. no entanto isto no foi demonstrado experimental ou
clinicamente.

Em resumo. como alguns destes mediadores podem afetar sua propria liberagdo e a
de outros mediadores, a sindrome da resposta inflamatdria sistémica € capaz de sustentar
sua propria existéncia. Este € um dos motivos pelos quais as tentativas de cura da sepse
através da eliminagdo dos patégenos infectantes tem sido falha, pois € incapaz de interferir

com a cascata da liberagdao de mediadores . (Figura 1).



Biblioteca 4
FAMED/HCPA

Fig.1 Ativacao direta e indireta da cascata inflamatoria

TOXINAS —> | CE

|Complement0 / mondécitos \

citoquinas
TNFIL-1.IL-8 PMN
plaquetas
fibroblastos
mediadores
mediadores
Y ¢ mediadores
reaciao reacao
inflamatoria inflamatoria
rapida tardia

Figura 1. Ativacdo direta e indireta da cascata inflamatoria. . O estimulo
por toxinas leva a uma rea¢do inflamatdria através da ativacdo do
complemento, células endotelias € mondcitos. [sto produz uma maior
producdo de citoquinas. Sua atuagdo sobre os polimorfonucleares
desencadeia uma resposta inflamatoria rapida. Os mondcitos ativados atuam
sobre os outros componentes celulares levando a uma reag@o inflamatéria
tardia.

Abreviaturas: CE- célula endotelial; PMN- polimorfonuclear; TNF- fator
de necrose tumoral; [L.-1 -interleucina 1; IL-8 -interleucina 8



2.2 Ativacao da cascata inflamatéria - aspectos celulares

As maiores fontes de mediadores inflamatdrios endégenos incluem os mastécitos,
macrofagos fixados aos tecidos.mondcitos circulantes, polimorfonucleares (PMN),
plaquetas e células endoteliais. Os mediadores liberados por estas células promovem o
influxo de elementos celulares por alteragdo da permeabilidade vascular e por dirigir tipos
especificos célulares aos sitios de injiria. O aumento da permeabilidade capilar secundario
“a liberagdo de histamina, bradicinina e prostaglandinas resulta em exposicdo das proteinas
“blood-borne” aos agentes pré-inflamatérios, causando ativacdo das cascatas de coagulagio
e de contato (cininas) *.

Os neutréfilos estdo separados em tres compartimentos dentro do organismo:
medula dssea. compartimento intravascular e intersticial. Mais de dois tercos das células
dentro do sangue formam um estoque nao circulante chamado de “marginado”™ ou
“sequestrado”. Durante a fase inicial da resposta inflamatéria, os neutréfilos dentro do
espaco vascular sdo expostos aos mediadores inflamatérios presentes na circulacdo,
incluindo citoquinas, tais como TNF-a e IL-1, fragmentos de complemento ou
lipopolissacarideo (LLPS), ou produtos sintetizados localmente (incluindo citoquinas tais
como IL-8 e PAF, que é um dos produtos do metabolismo do acido araquidénico),
tornando os neutréfilos marcadamente mais adesivos ao endotélio. Esta aderéncia pode ser
critica para iniciar o dano tecidual e fatores adicionais como hipdxia e a exposi¢do aos
agentes inflamatérios podem induzir liberagdo de grandes quantidades de produtos téxicos,
resultando em dano tecidual progressivo com disfun¢do organica mliltiplag.

Por sua vez. na presenca de inflamagdo, as células circulantes sdo mais
rapidamente mobilizadas, mas também aquelas da medula ¢ssea podem ser liberadas em
resposta ao estresse, inclusive as formas imaturas que sdo menos deformaveis. Apés as
alteracoes relacionadas as modificagdes mecanicas, segue-se uma fase de marginagio e
sequestragdo dos leucdcitos dentro dos leitos microvasculares tornando-os firmementes

aderidos ao endotélio através de pontes com moléculas tais como fibronectina, fibrina e
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fragmentos do complemento. Esta forte adesdo entre os neutrdfilos e as moléculas alvo €

necessaria para que possa ocorrer efeito citotéxico Eh

Também a transmigragdo dos neutréfilos do espago vascular para os tecidos,
envolvendo intera¢do dos aminoglicanos da membrana plasmatica dos neutréfilos com a
molécula de adesdo endotelial plaquetiria (PECAM-1), é regulada por mediadores
inflamatérios e por produtos das células residentes (macréfagos e fibroblastos). As
alteragdes estruturais e bioquimicas dos neutréfilos levam a liberag¢do de mediadores tdxicos
pelos leucdcitos ativados, incluindo espécies reativas de oxigénio através da queima
oxidativa e secrecdo de enzimas proteoliticas potencializando o dano tecidual °.

Os macréfagos sdo importantes em iniciar uma resposta imune, pois 0s pequenos
fragmentos de peptideos gerados das proteinas microbianas associam-se a moléculas
carreadoras. formando um complexo histocompativel. Quando o macréfago faz contato
com um linfécito T que possua receptores que reconheg¢a o complexo de combinagdo, o
receptor da célula T liga-se a este complexo e o linfécito torna-se ativado, ou seja, o
linfécito multiplica-se e libera uma série de linfocinas que regulam a funcdo de outras
células de defesa, incluindo os macréfagos e linfécitos T e B. Em resumo, os macréfagos e
mondcitos sdo responsdveis pela detec¢do precoce da endotoxina durante a sepse e a
indugdo resultante da resposta imune envolvendo o complexo leucécito-humoral '

Ha também uma contribuigdo ativa do endotélio nessas interagdes adesivas através
da sintese e expressdo adicional de moléculas de adesdo endotelial, incluindo a molécula de
adesdo intercelular (ICAM 1 e 2), as selectinas e as integrinas. As modificagdes das
propriedades biofisicas, as interagdes de adesdo entre as glicoproteinas na superficie dos
neutréfilos e ligandos do endotélio contribuem para retencio de neutréfilos na
microvasculatura favorecendo o dano tecidual .

Finalmente, a célula endotelial também participa ativamente na resposta

inflamatdria. A célula endotelial vascular possui propriedade contratil, além de elaborar e

incorporar substancias glicoproteicas a sua membrana e liberar mediadores inflamatérios
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por exocitose. As alteragdes na morfologia celular que ocorrem durante a exposi¢do aos

mediadores inflamatérios sdo acompanhadas por aumento da permeabilidade capilar.
aderéncia e emigragdo dos leucdcitos. Os mediadores liberados no sitio inflamatério sao
capazes de alterar a caracterizagdo da membrana proteica da célula endotelial e aumentar

2 0 s 4
marcadamente a aderéncia dos polimorfonucleares ™.

2.3. Produtos biolégicos - citoquinas

As citoquinas sdo moléculas bioativas que mediam a resposta do hospedeiro ao
estimulo inflamatério e podem ser vistas como um meio de comunicagdo entre os leucécitos
e as células endoteliais e também, entre as outras células. As citoquinas sdo pequenas
proteinas com atividade autdcrina, pardcrina e enddcrina. Numerosos processos
moleculares sdo necessarios para que as citoquinas exer¢am seus efeitos. Inicialmente as
células inflamatdrias recebem estimulos de naturezas diversas. detectado através dos
receptores da superficie celular. A informacédo detectada na superficie celular é transduzida
intracelularmente, e 0 mecanismo de produ¢do do mensageiro RNA e a sintese proteica sio
iniciadas. Quando as citoquinas sdo secretadas, elas ligam-se a receptores especificos no
tecido-alvo. e estes receptores elaboram sinais que alteram o fendtipo e as respostas das
células-alvo. Cada um destes passos € fortemente controlado e pode servir como alvo de

. = A ]2

manipulagdo terapéutica '~

As citoquinas exercem seus efeitos em baixas concentragdes moleculares por
interagoes altamente especificas com os receptores de superficies celulares. As respostas
especificas das células “as citoquinas sdo determinadas em parte pelo reservatério de
receptores expressos naquelas células. Estes receptores sdo dependentes do tipo de célula-
alvo e seu estdgio de diferenciagdo e ativagdo. O nivel de expressio de superficie dos
receptores das citoquinas € determinado pela taxa de insercdo de receptores dentro da
membrana plasmatica ( por sintese ou reciclagem) e pela perda de receptores (por difusio

ou internalizagdo) b2
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As citoquinas mais bem estudadas durante a endotoxemia sdo as citoquinas pro-

inflamatérias TNF-« e a [L-1. Além destes, outros mediadores pré-inflamatérios sio
sintetizados e secretados como a IL-6, a IL-8 e o PAF. Também os fatores
antiinflamatérios IL-10, catecolaminas e glicocorticorticoides sdo secretados. assim como
os receptores soltiveis do TNF-a (Rs-TNF) e da IL-1 (IL-1RA). Embora estes agentes ndo
sejam intrinsecamente anti-inflamatorios, eles podem modular as atividades biolégicas das
citoquinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-1. No choque séptico e outras desordens
inflamatdrias agudas, o resultado final da biosintese de citoquinas estd inadequadamente
controlado e pode ter mérbidas consequéncias como disfungao organica miltipla ¥

A expressdo de alguns receptores parece ser constitutiva e a expressao de outros
receptores de citoquinas pode ser regulada para cima ou para baixo ap6s a exposi¢do a
ligandos especificos. ou pela ativagdo de vias de sinaliza¢do intracelular por outras
citoquinas 12 Particularmente, o papel e o significado dos receptores soliveis ainda ndo

estd completamente definido (Figura 2).



Figura 2. Balanco inflamatério. 2

CITOQUINAS
Pro-inflamatorias Anti-inflamatorias
TNF-a [L-1RA
[L-1 [L-10
I1.-2 r-TNF-a
[[.-8 esteroides
[EN catecolaminas
PAF febre

Expressao do fator tecidual
Aumento da adesao celular
Ativacio do sistema de contato
Ativacao da fosfolipase

Inducio da sintase do 6xido nitrico
Aumento da produciao de citoquinas

Disfuncao Vasodilatacao Dano
cardiaca microvascular

Figura 2. Balango inflamatorio. Apds estimulo inflamatdrio sio
produzidas citoquinas pré e pro inflamatdrias. Se houver um desiquilibrio
com maior produgdo de citoquinas pré-inflamatdrias haverd aparecimento
de disfung¢do cardiaca, vasodilata¢do e dano microvascular.

Abreviaturas: TNF-a - fator de necrose tumoral; IL-1 - interleucina 1
[L.-2:-interleucina 2; IL-8 -interleucina 8; [L-10 - interleucina 10; IL-1RA
-receptor da interleucinal: IFN -interferon
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A IL-1 € o termo utilizado para duas proteinas relacionadas que sdo a [L-1« e IL-1p.

2.3.1. Interleucina-1 (IL-1)

Estas duas moléculas ativam os mesmos receptores celulares para a IL-1 e, dessa maneira,
compartilham vdrias a¢des bioldgicas 15 Por exemplo, a [L-1-« e a [L-1p sdo consideradas
citoquinas pré-inflamatdrias por apresentarem propriedades pré-inflamatérias semelhantes
a0 TNF-a, sendo que a produgdo de [L-1 € estimulada pelo TNF-« e a IL-1. por sua vez,
potencializa muitos dos efeitos do TNF-« 16

A IL-1 é um polipeptideo produzido por numerosas células como mondcitos,
macréfagos, células endoteliais, células musculares lisas, linfécitos B, astrécitos e
micréglia do sistema nervoso e células mesangiais do rim. A IL-1 € um importante
mediador da resposta da fase aguda do estresse. Dessa maneira, suas ag¢des incluem
inducdo de febre e estimulagdo da sintese hepadtica das proteinas da fase aguda e podem

afetar uma grande variedade de tecidos 17 A IL-1p ¢ a forma predominante de mediador

produzido pelos mondcitos humanos estimulados pela endotoxina, ndo sendo normalmente

18

presente no plasma, porém € detectadano plasma de animais e pacientes com sepse

Com relagdo ao seu comportamento na sepse, estudos em animais mostraram que a
injegao de toxina resultou no aparecimento de sindrome de choque com niveis elevados de
TNF-« e IL-1 ' e que a infusdo de IL-1 em humanos causou febre, anormalidades

hemodinamicas. anorexia, mal estar, artralgia, cefaléiae neutrofilia '%.

2.3.2 - Fator de Necrose Tumoral-a

As células derivadas da linhagem dos mondcitos e macréfagos sao as principais
fontes de TNF-«, mas este também pode ser produzido pelas células gliais. mastécitos,
pelas células de transcrigao nuclear (NK cells), células linfociticas B e T, e ceratindcitos da
pele. Por outro lado fatores enddgenos e exdgenos produzidos por bactérias, virus,

. o . . - i i€
parasitas e tumores sdo capazes de induzir as células a produzirem TNF-« 2,
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Por exemplo. em modelos de sepse, ficou demonstrado que o TNF € produzido em
grande quantidade pelos macréfagos em resposta a estimulos inflamatérios como o LPS e
liga-se a receptores presentes virtualmente em todas as células do organismo. Os
macrofagos quando expostos ao LPS aumentam cerca de tres vezes a taxa transcricional
dos genes nos macréfagos, sendo parte desta transcrigdo mediada pelo fator de transcri¢do
nuclear xf (NF-xf), que estd normalmente presente no citoplasma, até receber um sinal na
superficie celular. O TNF ¢€ liberado sistemicamente quase que imediatamente apds
qualquer insulto. modificando as propriedades das células endoteliais, ativando neutréfilos
e induzindo a liberacdo de outras citoquinas. A combinagdo destes efeitos culmina com o

: 12
colapso cardiovascular "~.

O TNF pertence a uma familiade ligandos que ativam os receptores estruturalmente
relacionados. Estes sinais sao referidos para o desenvolvimento normal e func¢do do sistema
imune. Mutagdes dos genes correspondentes aos ligandos e receptores podem causar
distirbios dos linfécitos, desarranjo do sistema imune ou doenga autoimune -

O TNF-« exerce muitos efeitos diretos ou indiretos. por exemplo. sobre as células
endoteliais. e estes efeitos podem modificar vérios sistemas:

1) Coagulagdo : o TNF-« induz a atividade pré-coagulante das células endoteliais
através da liberagdo do PAF e fator de von Willebrand favorecendo a trombose. Ao mesmo
tempo, regula para baixo a expressdo de trombomodulina que bloqueia a interacdo dos
complexos de proteinaC/proteina S, diminuindo as propriedades anticoagulantes da
superficic das células endoteliais. Controla também a fibrinélise. pela via de modulagio dos
inibidores-ativadores do plasminogénio e ativador do plasminogénio tecidual. Supde-se que

estes efeitos pré-coagulantes sirvam para isolar o local de infeccido do sistema circulatério

21

2) Adesao celular: o TNF-a regula para cima todas as moléculas de adesio celular
ou as expressa de novo na superficie das células endoteliais. Entre as moléculas de adesdo,

0 ICAM-1 mediaa adesdo de varios leucdcitos. Outros elementos sanguineos, tais como as
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plaquetas, via ICAM-1 impedem o fluxo sanguineo promovendo a coagulagdo. Também o
TNF-a pode modificar a forma e/ou afinidade das moléculas de superficie celulares ou, em
outros casos reduzir a expressao das moléculas de adesao ==

3) Quimiotaxia/Transmigragdo: [n vivo, o TNF-a causa marginagio dos
neutréfilos, e durante a inflamagdo, a adesdo € acompanhada de migragdo celular
transendotelial. podendo haver desiquilibrio entre estes dois fendmenos. Pode haver apenas
o fendmeno de adesdo, durante a inflamacdo, levando ao sequestro intravascular.
Alternativamente, também pode ocorrer apenas o fendmeno de migragdo, sem moléculas de
adesdo presentes =

4) Outros efeitos na vasculatura: O TNF-a aciona a liberagdo de prostaglandina E,,
prostaciclina I,, tromboxane A, e 6xido nitrico (o qual exerce efeito vasodilatador) e
endotelina (potente vasoconstritor) das células endoteliais. Estes mediadores podem exercer
efeitos conflitantes e, a principal influéncia do TNF-a dependera da localizagdo onde ¢

produzido e o leito vascular com o qual ele interage ="

2.3.3. Receptores do TNF-a

O TNF-a liberado dentro da circulacdo apés endotoxenemia parece ocorrer em um
padrao estereotipado. Apds endotoxina endovenosa ha um pico de TNF-a em torno de 90 a
120 minutos. o qual desaparece em aproximadamente em 4 a 6 horas. O TNF-«. desaparece
do soro em dois espagos funcionais: a) ligando-se aos receptores do TNF-« e “as proteinas
soltveis ligadas ao TNF-« e b) pelo “clearence™ da proteina pelos rins e figado A

Acredita-se que toda a familia de receptores-TNF-u seja de proteinas
transmembrana que consistem de duas subunidades idénticas. A familia é definida por um
aminodcido rico em cisteina que se repete de tres a seis vezes na regido extracelular. Tem
sido descrito até o momento que o TNF possui dois receptores com afinidade similar: o

receptor 55kd (Rs1-TNF-«) e o receptor 75kd (Rs2-TNF-«) =. Os dois receptores estao

presentes virtualmente em todos os tipos de células, exceto as células vermelhas. A regiao
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extracelular do receptor é que o define como parte da familia, mas as estruturas
intracitoplasmaticas ndo sdo homdlogas, sugerindo que os dois receptores utilizem vias
separadas para a transdugdo intracelular. As vias que sdo ativadas pelo Rs2-TNF-a (75 kd)
sdo desconhecidas. mas os sistemas de segundo mensageiro, para o Rsl- TNF-«, incluem
a proteinocinase C, fosfolipase A2, esfingomielinase e fosfolipase fosfatidilcolina-
especifica. O complexo ligando-receptor TNF € internalizado e metabolizado, mas como
1SS0 ocorre e como € expressa a sua bioatividade € incerta, uma vez que esta pode ser
expressa na auséncia de internalizagdo ou por ligagdo com anticorpos anti-receptores 0

As interagdo entre o TNF-a e seus receptores sdo presumivelmente interagdes
tipicas entre pares de receptor-ligando nestas duas familias moleculares. Os ligandos
triméricos da familia TNF podem causar agregacdo das subunidades dos receptores, dessa
maneira disparando uma resposta celular, desde que anticorpos contra os dois receptores do
TNF-a mimetizam ag¢des do TNF-a. No entanto, ndo estd determinado, como se processa

_ : AT 23
a informagdo entre receptor e ligando, havendo varias hipéteses ~.

Os receptores sollveis das citoquinas competem com os receptores ligados a
membrana regulando a sinalizacdo das citoquinas. Tais receptores soldveis podem ser
receptores ligados a membrana, os quais sdo desprendidos intactos na circulagdo, ou como
formas truncadas (por exemplo os receptores soltiveis doTNF: Rs-TNF-«), ou ainda como
moléculas precursoras que sdo clivadas enzimaticamente (p. ex. IL-1R). Os receptores
soltiveis podem aparecer em resposta a um estimulo, como parte de um processo regulador
independente, que ocorrre naturalmente para limitar os efeitos deletérios dos mediadores
(p.ex.: Rs-TNF-«). Alguns receptores soliiveis tem pouca atividade de ligagdo,
representando perdas superficiais pouco relevantes dos receptores celulares (ex. forma
solivel da IL-2Ra) =4

Em resumo, numerosos estimulos incluindo endotoxemia, o préprio TNF-«, como

também outras citoquinas, induzem a liberagdo de grandes quantidades de produtos dos

receptores do TNF-« degradados por clivagem proteolitica dentro da circula¢do. A fungdo
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destes peptideos chamados de proteinas ligadas ao TNF-«, ou receptores soliveis ¢ incerta.
mas parecem mediar a atividade bioldgica, controlando a dessensibiliza¢do aos ligandos,
diminuindo a disponibilidade, diminuindo a sinalizagdo e estimulando os mecanismos
celulares que podem resultar, até mesmo, em falta de atividade e, parecem depender da
quantidade presente na circulagdo. Baixos niveis dos receptores soliiveis estdo ligados a
estabilizagdo servindo como uma reserva disponivel para liberagdo gradual. Altos niveis de
receptores soltiveis antagonizam os efeitos do TNF-a sinalizando citotoxicidade e’ outras
respostas imunoldgicas =,

A utilidade potencial de tais receptores ou de seus inibidores na interrup¢do da
cascata inflamatdria estd sob investigacdo. Numa tentativa de neutralizar a bioatividade do
TNF, tem sido administrada proteina-1 ligada ao TNF recombinado humano (similar ao
receptor solivel-1 do TNF) para bloquear as modificacdes fisiopatolégicas mediadas pelo
TNF em coelhos durante bacteremia por E. coli. O tratamento com esta proteina melhorou
as varidveis hemodinamicas dos coelhos, suprimindo a atividade do TNF na circulagio,
como também a produgiao de TNF =,

Com relagdo ao papel do TNF-a e seus receptores na fisiopatologia da sepse ou

choque séptico, ainda ndo hd um consenso, havendo necessidade de estudos mais

detalhados para definir sua importancia como indicador progndstico.

3. Disfunc¢do cardiaca e modulac¢io inflamatéria na sepse
O choque séptico em humanos geralmente produz um estado hiperdindmico, com
. 5 & AR PN . . L, 3 * - 7 &~ . ’)6
taquicardia, elevagdo do débito cardiaco e diminui¢do da resisténcia vascular sistémica -°,
Ap6s os primeiros dias da indugdo da hipotensdo pela sepse, ha depressdo da fragio de
ejecdo ventricular direita e esquerda, associada com dilatacdo ventricular. Tanto a
diminuigdo da fragdo de eje¢do como a dilatagdo ventricular se resolvem em um periodo de

. 2
10 a 14 dias nos pacientes que sobrevivem 27,
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No contexto da biologia molecular tem sido proposto que a depressdo miocérdica
presente no choque séptico seja dependente de uma substancia circulante que diminui a
contratilidade miocardica (fator depressor do miocardio - FDM ), substincia esta que de
acordo com modelos animais, parece ser uma citoquina =,

Por exemplo, em estudos utilizando humanos sadios, a administracdo de
endotoxina levou a depressdo da fungdo ventricular esquerda independente de alteragdes no
volume ventricular ou na resisténcia vascular, sugerindo que a endotoxina seja um
importante mediador da disfungdo cardiaca direta na sepse 8 Em outro estudo em
humanos, a administracio de endotoxina promoveu a producdio de TNF-a e, a
administragdo de ibuprofen (inibidor da ciclooxigenase - via tromboxane A,), antes e apds
o desafio com endotoxina, atenuou de modo significativo a resposta cardiovascular 2
administragdo de endotoxina. No entanto, a inibi¢do da ciclooxigenase ndo previniu a
elevacdo dos niveis de TNF-«, sugerindo que este efeito cardiovascular também seja
produzido por outras vias além da ciclooxigenase 3,

A depressio miocdrdica que acompanha o choque séptico também pode ser
responsabilidade do aumento do 6xido nitrico através da sintase do 6xido nitrico induzida
(iNOS) e da sintase do 6xido nitrico constitutiva (cNOS). Ha evidéncias que a expressio
iNOS nos midcitos podem levar a depressao miocdrdicaem “ex vivo ** fendmeno que pode

ser revertido por inibidores da NOS e prevenido por glicocorticoides 1,

4. Disfuncido vascular e mediadores biolégicos na sepse

A resisténcia vascular estd diminuida no choque séptico, em contraste com outras
formas de choque 26 Esta diminuigdo na resisténcia vascular sistémica leva a hipotensdo, a
qual pode ser refratdriaem infec¢oes graves. A disfun¢do vasomotora periférica é um dos
maiores determinantes da mortalidade. pois em ndo sobreviventes ela mantém-se

persistentemente baixa. Tem sido proposto que a diminui¢do da resisténecia vascular
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sistémica encontrada na sepse seja causada pela liberagcdo de autacéides vasodilatadores
(prostaglandinas e prostaciclinas) da membrana das células endoteliais>.

O endotélio funciona como uma barreira ativa que aumenta ou limita a entrada e
saida vascular de substancias secretadas ou metabolizadas por vdrias moléculas, as quais
sdo ativas na regulagdo do tonus vascular, coagulagio e permeabilidade. As células
endoteliais tem seu papel na regulagdo do tonus vascular e fibrinélise através da secrecdo de
vasoconstritores e vasodilatadores >.

A resposta inflamatéria ndo controlada iniciada pelas citoquinas e outros mediadores
exerce seus efeitos finais ao nivel de endotélio microvascular, o qual participa ativamente da
patogénese da inflamagdo. funcionando como uma interface intermedidria na sinalizagdo
dos neutréfilos circulantes. Neste sentido, o endotélio ativado de maneira moderada é
benéfico. mas ativado em excesso pode levar a oclusdo microvascular e disfuncdo =

As células endoteliais quando ativadas por LPS ou por citoquinas, adquirem fungdo
pré-coagulante e pré-trombdtica pela liberagdo da tromboplastina, do inibidor-ativador do
plasminogénio (PAI-1) e do fator ativador das plaquetas (PAF), e pela diminui¢do da
trombomodulina. Em sua superficie, as células expressam novas moléculas de adesdo ou
intensificam as moléculas normalmente presentes, as quais aumentam o recrutamento de
mondcitos. neutréfilos e células de adesdo. Isto facilita a transmigrag¢do de leucécitos, mas
também a destrui¢do das células endoteliais 0

As células endoteliais quando ativadas também produzem mediadores inflamatdrios
tais como interleucinas (IL-1, 1L-6,1L-8), PAF e prostaciclina °. As prostaciclinas sdo
produzidas pelas células endoteliais. Sdo poderosas vasodilatadoras e inibidoras da
agregacdo plaquetaria, sendo liberadas por perturbacdo mecanica ou quimica da membrana
celular 2,

Por outro lado, a mediagdo das anormalidades na contratilidade da vasculatura

muscular lisa na sepse seria também dependente de uma molécula labil liberada pelo

:ndotélio vascular chamada fator relaxador do endotélio (EDFR), também conhecida como
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oxido nitrico (NO ou EDRF-NO) e também pela endotelina-1 (ET-1). Estas duas
substancias podem contrabalancar os efeitos uma da outra: 0 EDRF-NO relaxa a
musculatura lisa e inibe a agregagcdo plaquetdria, enquanto a ET-1 é um potente
vasoconstritor >>. Alémdisto, as citoquinas, tais como TNF-« e IL-1 também liberadas na
sepse e com efeito vascular agiriam por mecanismos tanto endotélio-dependente como
endotélio-independente, alterando a contratilidade da vasculatura muscular lisa na sepse
produzindo predominantemente vasodilatagao =

No choque séptico, tanto os efeitos do NO mediados pelo 3’-5"-monofosfato ciclico
de guanosina (GMPc), assim como seus efeitos t6xicos na respiragdo mitocondrial e
formacdo de radicais livres de oxigénio parecem ser importantes. Na fisiopatogenia da
sepse h4a um aumento da produgdo do NO por vdrias células apds a exposi¢cdo a endotoxina
e este aumento de produgdo de NO pode contribuir para a vasodilatacdo e reatividade
anormais caracteristicas da sepse. Em pacientes com sepse clinica parece haver uma
produgdo basal e continua de NO para regulagdo do tonus vascular pulmonar e sistémico
34.

Sugere-se que a resposta hemodindmica inicial da sepse € de responsabilidade do
¢NOS, pois estudos em roedores injetados com LPS mostram que a queda inicial da
pressdo arterial e do indice cardiaco foram acompanhadas de acidose ldtica significativa e
aumento do nitrato plasmatico, sendo que o uso de L-canavanina (inibidor seletivo da
iINOS) ndo exerceu qualquer efeito na pressdo arterial no estdgio precoce da endotoxemia
ou na auséncia de exposi¢do ao LPS, indicando falta de inibi¢do por este agente %

Em suma, o controle do tonus vasomotor pelas células endoteliais envolve o
equilibrio entre trés produtos primarios, que sdo as prostaglandinas, o 6xido nitrico (NO) e
as endotelinas. No caso da resposta inflamatéria na sepse, ndo estd claro se existe ou nio
um desiquilibrio entre a producdo de NO , prostaglandinas e as endotelinas. De um lado, o

NO e prostaglandinas contribuem para a vasodilatagio macic¢a e colapso vasomotor vista

nos estados hiperdinamicos. De outro lado, as endotelinas siao responsdveis pela
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vasoconstri¢do e pela inibi¢do do 6xido nitrico na vigénciade isquemia, podendo haver um
predominio na produgdo de endotelina, o que pode potencializar o dano endotelial,

induzindo estase microvascular e trombose. Na sepse, este mecanismo ainda ndo estd

definido 3°.

4.1 Endotelina

Entre suas multiplas fungdes biolégicas, o endotélio sintetiza substancias
vasoconstritoras. conhecidas como fatores de contragdo do endotélio (EDCFs), que
incluem as endotelinas, os fatores produzidos pela via da ciclooxigenase (tromboxano A2,
prostaglandinas H2 e anions superéxidos) e possivelmente a angiotensina I1.

As endotelinas sdo peptideos de 21 aminoédcidos podendo ser produzidos por uma
grande variedade de células vasculares e ndo vasculares, estando presentes no cérebro.
rins, intestinos pulmdes e adrenais. No homem existem trés isoformas de endotelina : ET-
I, ET-2e ET-3. A ET-1 € o tnico membro da familia produzida pelas células endoteliais,
porém também é produzida pelas células musculares lisas vasculares, neur6nios e astrécitos
do sistema nervoso central, células endometriais, hepatdcitos, células mesangiais do rim,
células de Sartori e células epiteliais da mama. A ET-1 é considerada o mais importante
vasoconstritor conhecido, além de exercer muitos outros efeitos biolégicos .

As células endoteliais sintetizam um precursor, a pré-pré-endotelina, que sofre
clivagem proteolitica (endopeptidase) gerando uma forma intermedidria inativa (pré-
endotelina ou big-endotelina). Subsequentemente € gerado o peptideo ativo da endotelina.
Esta forma ativa atua, entdo, em receptores especificos das células musculares lisas e ativa
canais de célcio dependentes de voltagem. Os efeitos biolégicos da endotelina sio mediados
pelos receptores especificos ET-A, ET-B ET-C. Os receptores ETA encontram-se
predominantemente nas células musculares lisas e ligam-se preferencialmente *a ET-]
sendo responsdveis pela vasoconstri¢do. Os receptores ETB também estdo presentes nas

células musculares lisas, contribuindo para a vasoconstri¢do, particularmente em baixas
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concentracoes de endotelina. Diferentemente dos receptores ETA. os receptores ETB
podem ser utilizados por todas as trés formas de endotelinas. A ativagdo destes receptores
induz a liberacdo de 6xido nitrico e prostaciclina, e explica a vasodilatagdo transitéria
causada pela aplicacdo intraluminal de endotelina. Ambos os receptores expressam-se em
outros tecidos, incluindo pulmdo, corac¢do, rim cérebro e glandulas adrenais. O terceiro
receptor (ETC), mais especifico para ET3 ndo foi identificado 57,38

Virios fatores sdo capazes de estimular a liberacdo de ET-1, e incluem: o estresse da
bainha da parede do vaso, hipoxia, endotoxina, TNF-«, interferon, adrenalina,
angiotensina, trombina, plaquetas ativadas e alguns prostandides. A liberagdo local de ET-1
deve ser esperada durante qualquer resposta inflamatéria 3 Isto sugere que ET-1 seja
liberada para contrabalancar os efeitos vasodilatadores e modular o tonus vascular. Em
contraste. os vasodilatadores como o 6xido nitrico e prostaciclina inibem a produgdo de ET-
I, através de um mecanismo comum envolvendo a produgdo de 3°-5’- monofosfato de
guanosina. A ET-1 pode estimular a produ¢do do horménio natriurético atrial cardiaco,
talvez como mecanismo compensatério de oposi¢do a agdo vasoconstritora da ET-1,
fazendo com que haja maior retencdo de liquido e adequando a pré-carga em uma fase
inicial. No entanto, o hormonio natriurético atrial aumentado também inibe a produgio
basal de ET-1, uma vez que os efeitos da ativagdo cronica da endotelina se tormam
excessivos e contribuem para a deterioragao da fungdo cardaca £

As endotelinas exercem grande variedade de efeitos bioldgicos em diferentes
tecidos: 1) efeitos hemodindmicos: vasodilatagdo e hipotensdo inicial seguida de
vasoconstrigio potente e efeito pressor sustentado, inotropismo e cronotropismo
miocdrdicos positivos, vasoconstri¢do das artérias corondrias; 2) efeitos renais: aumento da
resisténcia vascular renal, redugdo do fluxo plasmatico renal, aumento da absorg¢do de sédio
devido a efeitos hemodindmicos; 3) efeitos neuroendécrinos: aumento dos niveis

plasmaticos de catecolaminas, renina, aldosterona e fator natriurético atrial, modulacdo da

transmissdo sindptica; 4) efeitos nas células musculares lisas causando contragao das
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c€lulas musculares lisas vasculares, sendo a contragdo das veias mais acentuada que a das
artérias e contragdo da musculatura lisa ndo vascular: e 5) efeitos pré6 mitogénicos e na
transcrigdo de genes 8,

Normalmente os niveis circulantes de endotelina, bem como a producdo de
peptideos em vasos sanguineos isolados sdo relativamente baixos, sugerindo que em
condigdes fisioldgicas pouca endotelina seja produzida devido a auséncia de estimulo e/ou
presenga de mecanismos inibitérios potentes. Sabe-se, também, que a maior parte da
endotelina produzida € liberada albuminalmente, ou seja, diretamente nas células
musculares lisas e ndo na luz dos vasos, atuando mais como agente pardcrino (local) do que
como hormédnio enddcrino (circulante). Entretanto, a importancia da endotelina circulante
ndo pode ser descartada e sugere que a endotelina tenha outras fung¢des além do controle
vasomotor 38.

A despeito dos potenciais efeitos diretos e indiretos no tonus vasomotor hd um
inequivoco aumento da producdo e liberagdo da ET-1 na sepse, mas o seu papel permanece
pouco esclarecido. Como potente vasoconstritor hd uma tentativa de especular que a ET-1
contribui para diminuir o fluxo sanguineo regional a certos 6rgaos, tais como intestino, rim
e pulmao durante a sepse estabelecida. Por exemplo, em um estudo em ratos em que a
sepse foi induzida pela endotoxina, a administracdo de quatro doses de anti-ET'1 causou
reducdo significativa da creatinina plasmadtica. uréia e aumento do volume urindrio,
sugerindo importante papel na disfungao renal ),

No entanto, a utilizagdo dos efeitos do antagonista de receptor ndo seletivo
ETA/ETB em ratos com choque endotoxico sugere que a liberagdo endégena da ET-1 serve
para manter a pressdo de perfusdo e subsequente perfusao organica no choque séptico, uma
vez que o grau de hipotensdo, hiporeatividade a noradrenalina, disfung¢do renal e acidose
metabdlicaaumentaram com o uso do receptor antagonista ndo seletivo ETA/ATB?!,

Em resumo, a sintese de endotelina pode. de um lado, representar um mecanismo

de defesa contra a vasodilatagdo e hipotensao induzida pela sepse. Altas concentragdes de
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endotelina plasmética podem refletir a gravidade do choque hiperdinamico e a necessidade
de um vasoconstritor potente. De outro lado, altas concentragoes de ET-1 podem trazer

prejuizo "a microcirculagdo com perpetuacao do dano tecidual. De qualquer forma, os

clevados niveis de ET-1 em modelos experimentais e de paciente criticamente enfermos

com sepse, sugere que este pode ser um indicador de gravidade, sem no entanto haver

consenso se hd um mecanismo causal para tanto. Além disso, ndo ha evidéncia vilida que

prove a conecgao entre a liberacio de ET-1 e o colapso cardiovascular da sepse em

5
humanos o

5.Indicadores prognosticos biolégicos na sepse

H4 um grande interesse em medidas dos niveis circulantes de citoquinas como

indicadores de gravidade da resposta inflamatdria. Medidas iniciais das citoquinas tem sido

geralmente dificeis de interpretar, talvez porque as citoquinas tenham meia-vida curtas e

estio primariamente nos tecidos e ndo na circulagdo. Além disso, niveis plasmdticos de

receptores soltveis de citoquinas ou dos antagonistas dos receptores também poderiam

refletir a gravidade da resposta inflamatéria. A identificagcdo precoce deste perfil pode

viabilizar estratégias terapéuticas e tal monitoriza¢do pode indicar as possibilidades de

43

sucesso terapéuticoatravés de medidas pouco invasivas .

Alguns destes marcadores tem sido bastante estudados. Por exemplo, quando a IL-
Ip ¢ detectada em estudos de pacientes com sepse, ela parece estar associada com a
a sepse. No choque séptico ela se mantém elevada, no entanto, ndo ha um

gravidade d

. L Y
consenso em relagdo a sua assoc1agao com mortalidade * 42 40,

Por outro lado, as concentragdes de IL.-6 parecem correlacionar-se mais com a

gravidade e prognostico da sepse em humanos, sendo que foram encontradas

concentragdes maiores de 1L-6 em paciente com choque séptico, e a0 mesmo tempo, houve

alidade, APACHE T € pico de TNF-« 7.

correlagdo com a mort
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Em outro estudo com 27 pacientes com sepse e choque séptico, a colheita de
sangue foi realizada entre dez minutos e 12 horas (média de 5 horas) do diagndstico e
repetida a cada 2 horas, num total de trés medidas sequenciais. A avaliacdo do TNF-«
mostrou correlagdo entre os escores de gravidade da sepse e mortalidade 5.

Por outro lado, em um estudo com 38 pacientes, os valores plasmaticos de TNF-«
e [L.-6 coletados no momento da defini¢do de choque séptico. e depois somente apos 24 e
48 horas, falharam em mostrar diferencas significativas entre sobreviventes e nao
sobreviventes, porém tanto TNF-« como a [L.-6 diminuiram no tempo avaliado, de maneira
significativa. No entanto, os valores de lactato, avaliados em conjunto com TNF- « e IL-6,
apresentaram diferencas significativas entre sobreviventes e ndo sobreviventes, sugerindo

T G Q
ser o lactato um melhor indicador progndstico -

Em outro estudo. com 74 pacientes, também foi detectado aumento do TNF-« nas
dosagens das primeiras 24 horas em 25 de 27 pacientes que mantiveram TNF-« detectdvel
em qualquer medida até 7 dias subsequentes. Em dois pacientes o TNF-« s6 foi detectado
em 48 horas apés a entrada no estudo. Os pacientes que tinham maior TNF-a,
apresentaram maior incidéncia de Sindrome de Anglistia Respiratéria Aguda do Adulto
(SARA) e maior mortalidade do que pacientes sem TNF-« detectivel no plasma 0 Por
outro lado. outros estudos ndo mostraram correlagdo do TNF-« com mortalidade em
pacientes com sepse, ¢ o TNF-a foi detectado em apenas 16% dos pacientes com sepse
presumida e em 100% naqueles com sepse definida hd 24 horas. Dos controles normais 5%
apresentaram TNF-« elevado, bem como 8% dos pacientes sem choque séptico 51 Nestes
estudos em que ndo foi detectado TNF-«, pode-se especular que a técnica de
imunoabsorvéncia empregada fosse pouco sensivel, ou que o diagnéstico de choque
séptico ndo fosse adequado.

Em resumo, a tentativade definir o valor prognéstico do TNF-« e outras citoquinas
em pacientes com choque séptico ndo apresentou, até 0 momento, consenso nos resultados,

sugerindo, talvez, que 0 TNF-« ndo seja um indicador fiel para prognéstico 4% 52, por



outro lado. o conhecimento emergente sobre os receptores soliveis do TNF-a e um
possivel papel modulador destes sobre as acoes TNF-a talvez contribua para um maior
conhecimento nesta drea.

Neste sentido, estudos pioneiros em pacientes sépticos, utilizando receptores
soltveis do TNF-«, mostraram que as concentragdes plasmaticas do receptor solivel-1 do
TNF-« foram maiores nos ndo sobreviventes do que nos sobreviventes, embora nao tenha
havido diferenca significativa do receptor-2 soltivel do TNF-a entre sobreviventes e nao
sobreviventes. Houve também correlagdo entre as concentragoes aumentadas dos receptores
soldveis com pobre progndstico e com creatinina sérica elevada, sugerindo que o aumento

dos receptores soliveis em sindrome séptica resultassem da insuficiéncia renal complicando

a sepse -

J4 em outro estudo. em pacientes criticamente enfermos com risco de
desenvolverem disfuncdo orginica miiltipla, a dosagem plasmatica do TNF-« e também
dos receptores soltveis do TNF-«. coletados a cada 24 horas durante 10 dias, foram

significativamente aumentadas nos pacientes ndo sobreviventes com disfun¢do organica
o

muiltipla em relagdo aos sobreviventes e

Em resumo, o significado da interagdo do TNF-a e seus receptores soliveis até
hoje identificados na sepse ou choque séptico, ainda ndo atingiu um consenso, sendo
necessarios estudos mais detalhados para esclarecer aspectos relacionados “a modulagdo
dos efeitos bioldgicos e um eventual perfil prognostico.

O curso natural das endotelinas na sepse clinica é desconhecido, mas o aumento das
concentragdes plasmaticas faz parte da sepse em humanos. Entretanto o significado
fisiopatolégico da endotelina na sepse ndo estd esclarecido. Estudos em humanos mostram
aumento do nivel plasmatico de ET-1 em pacientes com sepse e de sepse associada a
SARA, sugerindo que a produgdo aumentada da ET-1 contribua para o aumento da

resisténcia vascular, hipoperfusdo e desenvolvimento de SARA 33
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Em outro estudo de pacientes com sepse, 0 aumento das concentragdes plasmaticas
de ET-1 foi inversamente correlacionado com o indice cardiaco e positivamente
relacionados com a gravidade da doenga (APACHE II), sugerindo que o aumento da
concentragio de ET-1 com subsequente vasoconstri¢ao e dano da perfusdo tecidual seja um
dos possiveis mecanismos de disfungao organica na sepse o,

Embora a ET-1 seja um importante regulador da resisténcia e distribui¢ao do fluxo,
nio hé dados suficientes para afirmar seu papel como indicador de gravidade da doenga, ou
seu papel na mortalidade. Somente trabalhos com intervengdes especificas podem

determinar se este mediador levaa uma ma evolugdo, se tem efeito benéfico na hipotensdo

induzida pela sepse, ou se € apenas um fendmeno reativo.
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HIPOTESE [ CME0MCny |

No choque séptico hd um aumento da producdo de TNF-a e de seus receptores
soltiveis (Rs1-TNF-« e Rs2-TNF-a), identificando um grupo de pacientes de maior risco
de mortalidade. Um aumento da ET-1 acompanhando o aumento do TNF-a também

configura um valor preditivo positivo para mortalidade em pacientes com choque séptico.

OBJETIVOS
Geral:
Caracterizar o perfil da resposta inflamatéria sistémica em pacientes com choque
séptico através da medida sequencial de mediadores inflamatérios com efeitos
hemodinamicos opostos (TNF-« e seus receptores - vasodilatador predominante - e ET-1 -

vasoconstritor predominante), buscando valores preditivos de mortalidade associados com

estas medidas.

Especificos:

|- Determinar os niveis plasmdticos do TNF-a, RsI-TNF-«, Rs2-TNF-« e ET-1
de forma sequencial ao longo de 24 horas por ELISA (método imunoabsorvente), a partir
da definicdo de choque sépticoe monitoriza¢do hemodinamicano CTI.

2. Determinar o valor preditivo do TNF-«, seus receptores e ET-1 em pacientes

com choque séptico. sobreviventes ¢ ndo sobreviventes.
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MATERIAIS E METODOS

1-Populacio em estudo

Foram estudados pacientes admitidos no Centro de Tratamento Intensivo do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (CTICC) com diagndstico de choque séptico ou que

desenvolveram choque séptico durante a hospitalizagdo no periodo de 14 de margo a 31 de

agosto de 1996.

2- Delineamento do estudo

Estudo de coorte em que foi estudado o perfil sequencial de mediadores

inflamatérios no plasma de pacientes com choque séptico tendo como desfecho a ocorréncia

de ébito.

3- Selecdo da amostra

Os pacientes foram encaminhados ao CTICC pelos servigos de internacgdo, sala de
recuperagdo cirdrgicae emergéncia. Foram incluidos no protocolo de pesquisa aqueles que
preenchiam 0s critérios de choque séptico e que tivessem assinado (ou responsavel) o
termo de consentimento pés-informagao.

A defini¢do utilizada de choque séptico foi a do American College of Chest

57 ~ -
, Ou seja: sepse com hipotensdo a despeito

Physicians/Society of Critical Care Medicine
de adequada ressuscitagdo com volume, além de anormalidades de perfusdo (acidose latica,
oligtria ou alteragao aguda do estado mental). Os pacientes em uso de agentes inotrépicos e
Vasopressores poderiam ndo estar hipotensos no momento da avaliagdo hemodinamica. Em

todos os pacientes fol realizado o escore Acute Physiology and Chronic Health Evaluation

D 3 as primeiras vinte e quatro sc e Ssd )
(APACHE II) nas primeir q horas como avaliagdo progndstica e o nimero de



27

6rgdos que apresentavam disfun¢do no momento da internagdo na CTICC, conforme
critérios de Knaus .

Todos os pacientes foram submetidos "a cateterizagdo urindria e monitorizagdo
hemodinamica da artéria pulmonar, recebendo volume necessario para obtengao de pressdo
de enchimento atrial esquerdo 6tima (o valor 6timo foi considerado pela curva do trabalho
ventricular esquerdo versus pressdo de oclusdo da artéria pulmonar, no “plat6” do valor do
trabalho ventricular esquerdo). Também foram utilizadas drogas vasoativas para
manutengdo da pressao arterial média igual ou maior que 70mmHg, além de suporte
nutricional. antibioticoterapiae cirurgia conforme tratamento padrao da CTICC HCPA, sem
interferéncia dos pesquisadores.

Apés a instalagdo do cateter em artéria pulmonar e reposi¢do adequada de volume
foram realizadas medidas hemodindmicas e de transporte de oxigénio, utilizando monitores
Hewllet Packard. modelo 66S. O momento zero foi definido como aquele das medidas
iniciais p6s monitorizagao hemodinamica e defini¢do diagndstica. No entanto, foi anotado o
tempo decorrido do diagndstico de choque até 0 momento zero da coleta.

Foram excluidos da amostra os seguintes pacientes: a) os pacientes que ndo
preencheram o diagnéstico de choque séptico; b) os menores de 16 anos: ¢) as pacientes
gestantes; d) os portadores de insuficiéncia cardiaca; e) os pacientes com nefrotoxicidade
induzida por ciclosporina: f) os portadores de insuficiéncia renal pos-isquémica; g) os
pacientes com vasoespasmo por hemorragia subaracnéide; h) os portadores de asma
bronquica: 1) 0s portadores de hipertensdo pulmonar primdria; j) os portadores de acidente
vascular cerebral agudo; 1) os pacientes com neoplasias; m) os pacientes com artrite
incluindo artrite reumatéide; n) os pacientes com lupus eritematoso sistémico: m) os
pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida; n) os pacientes com lepra; 0) os
pacientes com leishmaniose: p) 0s pacientes com pneumoconiose € ¢) 0s pacientes com

hepatite alcodlica.



Os mediadores biol6gicos foram analisados de maneira cega pelo pesquisador.
Posteriormente. foram avaliadas as caracteristicas hemodinamicas, APACHE II e disfungdo
organica miltipla (DMOS) e os pacientes admitidos no estudo divididos em dois grupos:

sobreviventes e ndo sobreviventes.

4- Colheita de material

4.1 - Método de colheita - Todas as amostras de sangue foram colheitadas na via
proximal do cateter colocado em artéria pulmonar, apds posicionamento adequado
monitorizado pelas curvas de pressdo. Foram colheitadas amostras no momento zero
(admissdo no estudo), seis, doze e vinte e quatro horas. Nos pacientes que nao
sobreviveram a coletafoi mantida até o 6bito. Foram coletados dez (10) ml de sangue, por
hordrio fracionados em trés frascos com anticoagulante dcido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA). Logo apds a coleta as amostras foram levadas ao laboratério de pesquisa do
HCPA para centrifugacdo. O plasma obtido pela centrifuga¢do das amostras foi separado
em quatro tubos de ensaio ( cada tubo de ensaio continha aproximadamente 2.5 ml| de
plasma) e armazenadoa -20° C para posterior andlise conjunta.

Foram também coletadas amostras de dois voluntdrios saudaveis para o0 TNF-« e
seus receptores ¢ de dez voluntdrios sauddveis para a ET-1 com a finalidade de testar a
adequagdo do método de dosagem dos marcadores por ensaio imunoabsorvente (ELISA).
otimizara curva padrdo ¢ obter parametros controles normais. As amostras de sangue dos
voluntdrios sauddveis foram coletadas por pungdo de veia de antebrago e processadas da

mesma forma que as demais amostras.

4.2 - Método de dosagem plasmatica dos marcadores

A dosagem plasmdtica dos marcadores foi realizada por ELISA quantitativo em

conjuntos comercializados para uso em  pesquisa (R & D Systems, Minneapolis,

Minnesota, EUA).
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5 - Analise estatistica
Os dados toram tabulados e anali istics :
sados no programa Statistics Package for Social
Science (SPSS). As varidveis continuas estdo apresentadas como médias e desvio padrdo
ou erro padrdo, ou mediana pela assimetria dos dados. Foi utilizada a andlise de variancia
(ANOVA) para testes de dosagens repetidas comparando os niveis de mediadores nos
horarios sequenciais. O teste de Mann-Whitney foi utili :
q itney foi utilizado para comparar os dois grupos
(sobreviventes e ndo sobreviventes), sendo considerado estatisticamente significativo um
t=}
p<0.05. As andlises foram realizadas sem o conhecimento prévio dos dados clinicos. Foi
calculado o risco relativo (RR), sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo

positivo (VP+) e valor preditivo negativo (VP-) em vdrios pontos de pontos em relagdo “a

mortalidade.

6- Consideragdes éticas

O projeto de pesquisa foi aprovado pela comissdo de ética e pesquisa do Grupo de
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Ndo houve interferéncia no manejo dos
pacientes com choque séptico, sendo seguidas as rotinas do CTICC. No entanto, foram
coletadas amostras adicionais de sangue para as dosagens dos mediadores bioldgicos,
caracterizando risco minimo. Por esta razdo, os pacientes ou responsiveis foram
esclarecidos quanto ao propésito do estudo e assinaram consentimento informado

previamente " a inclusdo no protocolo.
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RESULTADOS

1- Caracteristicas clinicas da amostra

No periodo de 14 de margoa 31 de agosto de 1996 foram incluidos no protocolo 23
pacientes, sendo posteriormente retirados da amostra dois pacientes, um por apresentar
neoplasia associada e outro porque foi ao 6bito logo apds a coleta, sem completar as
medidas hemodinamicas. Dos 21 pacientes que foram estudados. houve 11 sobreviventes
(52.4%) e 10 ndo sobreviventes (47,6%). Dezenove pacientes completaram a coleta de 24
horas. sendo que | paciente nio completou 6 horas e o outro morreu em [8 horas.

O grupo de sobreviventes foi composto por nove mulheres e dois homens, com
média de idade de 43.7 = 12,8 anos . O grupo dos ndo sobreviventes foi composto por sete
homens e tres mulheres com médiade idade de 64,5 + 16,6 anos (p=0,004).

As demais caracteristicas da amostra sdo apresentadas nas tabelas | e 2.

1.1 Comparacgido das caracteristicas clinicas entre os grupos sobreviventes e
nio sobreviventes

O grupo dos sobreviventes apresentou maior nimero de mulheres e o grupo dos
nio sobreviventes maior ndmero de homens, havendo diferenga significativa na
distribuicdo por sexo (p = 0.02). Os sobreviventes apresentaram uma média menor de
idade quando comparada aos nao sobreviventes (p < 0,004). Na distribui¢io do APACHE
entre os dois grupos também houve diferenga significativa (p = 0,0001) entre sobreviventes
(APACHE = 19.8) e nio sobreviventes (APACHE = 17,1). A presenca de DMOS entre os
dois grupos (p = 0,02), também foi significativamente diferente (sobreviventes = 2,7; ndo
sobreviventes = 3,7).

Nio houve diferenga significativa entre sobreviventes e ndao sobreviventes em
relagdo a média das horas em choque ao entrarem no estudo (19.8 x 154 horas,

respectivamente com p = 0,52).
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Tabela 1- Caracteristicas clinicas da amostra : Sobreviventes

Choque Causa do choque
N’ pac sexo idade APACHE (horas) DMOS séptico
1 M 67 19 20 3 BCP
3 M 60 13 8 2 Suboclusdo intestinal
4 F 62 19 19 3 Erisipela
7 2 43 18 ot S Pncumonia
8 E 32 24 14 3 Pncumonia
9 F 37 15 23 2 BCP
13 F 38 14 20 2 Pncumonia
14 ' 35 24 14 C Tbe pulmonar
16 F 49 18 24 2 Obstrugio Intestinal
17 F 33 16 12 3 Empicma
18 F 35 20 19 3 Pneumonia
Média 43,7% 18,2 * 19,8 2,7 *
+(dp) +(12,8) & (3,7) *(9,3) +(0,9)

*p< 0,05 para média de idade. APACHE. ¢ DMOS para o grupo de sobreviventes e nio
sobreviventes.

Abreviaturas: N° pac - numeragio do paciente na designagdo do estudo: Choque - nimero
aproximado de horas com diagnostico de choque: APACHE- Acute Physiology and Cronic
Health Evaluation: DMOS - Disfungao Muiltipla de ()rgﬁos e Sistemas: Média = (dp) - média

+ (desvio-padrio): Tbe pulmonar- tuberculose pulmonar; BCP- broncopneumonia.
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Tabela 2- Caracteristicas clinicas da amostra: Nido Sobreviventes

Choque Causa do choque
N° Pac sexo idade APACHE (horas) DMOS séptico
Abcesso intraperitoneal
2 M 74 26 2 3
Ulcera perfurada
5 M 74 29 5 4
Pncumonia
6 M 66 28 10 5
Pneumonia
10 F 78 33 10 2
Pnecumonia
i1 M 33 25 18 3
Po  sepse  abdominal
12 F T7 25 24 3 (ulcera perfurada)
Po peritonite por ulcera
15 M 61 25 26 4 perfurada
Pneumonia
19 M 42 25 15 4
Infecgdo em  denvagio
20 M 84 39 22 4 fémuro-poplitca
Pnecumonia
21 F 56 24 22 2
g5 64.5% 27:7% 15,4 3.7%
z/led(ldap) + (16,6) + (4,9) + (8,3) + (0,9)

*p< 0,05 para média de idade, APACHE, e DMOS para o grupo de sobreviventes e nio

sobreviventes.
Abreviaturas: N° pac - numeragdo do paciente na designacdo do estudo; Choque (horas)-
nimero aproximado de horas com diagnostico de choque: APACHE - Acute Physiology and

Cronic Health Evaluation: DMOS - Disfungao Muiitipla de Orgios e Sistemas; Média = (dp) -

média * (desvio-padrao).
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1.2 Comparagio das caracteristicas hemodinamicas e de transporte de
oxigénio entre sobreviventes e ndo sobreviventes

Nio houve diferenca significativa entre as caracteristicas hemodinamicas e de
transporte de oxigénio entre sobreviventes e ndo sobreviventes (tabelas 3 e 4).
Tabela 3. Comparacio das caracteristicas hemodinimicas e de transporte de

oxigénio entre sobreviventes, no horario das 6 horas.

N pac PAM* PAOP_FC _ IC IRVP IRVS IDO2 IVO2 creat
1 82 10 110 335 263 1719 49 141 09
3 85 7 97 2.9 457 2097 700 167 2,5
4 83 9 100 203 551 2994 429 90 1.4
7 78 21 107 27 318 1909 342 115 3,9
8 71 21 121 82 77 560 604 103 5.0%*
9 80 17 78 526 289 1034 699 162 0,5
13 7 19 107 523 214 872 723 143 06
14 8 18 117 335 644 1669 413 992 0.6
16 75 20 115 468 137 1042 531 162 08
17 70 16 120 484 66 942 537 146 1.8
18 & I8 104 479 250 1218 601 112 06
Média 78 = 4,3 =+ 106 = 4,3 =+ 297 =+ 1459+ 552 =+ 131 + 1,6 =
+ (dp) (5.5) (1,7) (12,3) (1,7) (186) (701) (126) (27,9) (1,5)

Abreviaturas: n pac - numeragdo do paciente na designacdo do estudo; PAM* - pressio
arterial média em mmHg (todos os pacientes estavam em uso de drogas vasoativas); PAOP -
pressdo de oclusao da artéria pulmonar; FC - frequéncia cardiaca: IC - indice cardiaco em
I/min/m2: IRVP - indice da resisténcia vascular pulmonar em dina.seg/m2: IRVS - indice da
resisténcia vascular sisttmica em dina.seg/m2; IDO2 - indice da oferta de oxigénio em
ml/min/m2: IVO2 - indice do consumo de oxigénio em mi/min/m2: ** paciente com

insuficiéncia renal cronica.; creat - creatinina sérica em mg/ml.
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Tabela 4. Comparacio das caracteristicas hemodiniamicas e de transporte de

oxigénio entre nao sobreviventes, no horario das 6 horas.

Npac PAM* PAOP FC  IC IRVP IRVS IDO2 IVO2 creat
2 59 26 158 299 722 83 35 151 08
5 58 8 110 2,76 260 1476 440" 195 1,5
6 73 19 114 397 302 946 403 157 44
10 40 9 138 2,68 328 1044 329 122 1.5
11 68 5 133 323 545 1287 390 136 1.6
12 82 1 100 587 231 1008 822 178 2.0
15 71 IS 102 43 443 813 722 130 06
19 103 24 140 6,02 106 1102 86 120 22
20 54 17 93 198 323 1574 321 152 23
21%*% - - - - - - - 0.9
Média 67+ 16+ 121+ 37+ 362+ 11255+ 513+ 149+ 18+
+(dp) 18 (6,2) (22,1) (1,4) (183) (264) (215) (25,3) (1,08)

Abreviaturas: n pac - numeragdo do paciente na designacdo do estudo; PAM* - pressio

arterial média em mmHg (todos os pacientes estavam em uso de drogas vasoativas); PAOP -

pressdo de oclusao da artéria pulmonar; FC - frequéncia cardiaca; IC - indice cardiaco em

[/min/m2: IRVP - indice da resisténcia vascular pulmonar em dina.seg/m2; IRVS - indice da

resisténcia vascular sisttmica em dina.seg/m2; IDO2 - indice da oferta de oxigénio em

ml/min/m2: IVO2 - indice do consumo de oxigénio em ml/min/m2; Creat - creatinina sérica

. . Kk i ao realizadas por obi i
em mg/mi: medidas ndo realizadas por obito do paciente.
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2- Otimizacdo metodolégica do ensaio ELISA

Para otimizagdo do método e das curvas padrdo foram realizadas medidas de
concentragdo plasmatica de TNF-a, RsI-TNF-«, Rs2-TNF-« e ET-1 em amostras de
sangue periférico em voluntarios sauddveis, ndo fumantes e sem histéria de doenca
conhecida. As curvas e as amostras foram processadas em duplicata, sendo realizada uma
curva padrio para cada placa utilizada de marcador biolégico.

As concentragdes de TNF-« encontradas em dois voluntdrios sauddveis foram de
5,06 pg/ml e de 6.5 pg/ml. Os valores normais de referéncia para este ensaio no plasma
coletado com EDTA. para voluntdrios normais sao menores que 15,6 pg/ml. Estes valores
foram obtidos pelo fabricante através da avaliagdo da presenca de TNF-« no plasma de 40
doadores aparentemente sauddveis. A sensibilidade do ensaio € de 4.4 pg/ml.

Os valores plasmaticos de Rs|-TNF-a para os voluntdrios normais no nosso estudo
foi de 95,55 pg/ml e de 99,94 pg/ml. Os valores plasmaticos com EDTA, de referéncia para
este ensaio em 40 voluntdrios normais, pelo fabricante, foi entre 484 a 1407 pg/ml, com
uma média de 914 pg/ml, com sensibilidade de detec¢do minima de 30 pg/ml.

Os valores plasmaticos de Rs2-TNF-« nos voluntdrios normais em nosso estudo
foi de 176,063 pg/ml ¢ de 157,714 pg/ml. Os valores obtidos pelo fabricante em 40
voluntarios normais foram de 829 a 2262 pg/ml, com média de 1500 pg/ml em plasma com
EDTA. A sensibilidade de detec¢ao do Rs2-TNF-« foi menor que 10 pg/ml.

A média dos valores obtidos de ET-1 em dez voluntarios normais foi de 2.5 (= 2.9)
pg/ml. Os valores obtidos pelo fabricante em 25 doadores aparentemente normais foram de
03 a 0,9 pg/ml, com uma média de 0,6 pg/ml. A sensibilidade deste ensaio é < 0,25
pg/ml.

A tabela 5 mostra a comparagdo entre as médias dos voluntarios normais da

amostra. as médias dos sobreviventes e ndo sobreviventes.
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Tabela 5- Comparacio das concentracoes médias, em pg/ml, entre

voluntiarios normais, sobreviventes e nao sobreviventes para os diversos

marcadores.
Sobreviventes Nao p Voluntidrios
sobreviventes normais
TNF-x 11,965 36,716 0.001* 5,06 ¢ 6,5
Rsl- TNF-« 594,768 760,188 0.001%* 95.5 ¢99,94
Rs2- TNF-x 975,534 1055.867 0.53 176.063 e
157,714
ET-1 29211 39.7874 0.002%* 2.5#

¥ ¢ *#* _ p estatisticamente significativo. # - média de ET-1 de 10 voluntdrios normais
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3- Concentracio plasmitica sequencial de TNF-a nos sobreviventes e nao

sobreviventes

A dosagem sequencial de TNF-« nos momentos zero, 6, 12 e 24 horas demonstrou
um aumento nos niveis plasmdtico: ..0s sobreviventes e ndo sobreviventes em todas as
medidas em relagdo aos niveis de voluntarios saudaveis conforme dados do fabricante.
Houve também um aumento significativo em todas as medidas dos ndo sobreviventes em
relagio aos sobreviventes. A evolugdo temporal € apresentada, em mediana, pela

distribuicdo assimétrica na figura 3. As medianas sdo apresentadas na tabela 6.

Tabela 6. Comparacio da dosagem sequencial do TNF-a, entre

sobreviventes e nio sobreviventes (mediana).

Hora 0 Hora 6 Hora 12 Hora 24
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Sobreviventes 8,6 7,44 4,2 1,9
Nio 27,6 21,17 26,87 19,8

sobreviventes
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4- Concentracio plasmatica de Rsl-TNF-a nos sobreviventes e nio
sobreviventes

Os niveis plasmaticos em pg/ml do Rsl-TNF-« foram mais elevados nos ndo
sobreviventes do que nos sobreviventes, sendo a diferenga estatisticamente significativa no
horario das 6 horas (p=0,03) e 12 horas (p=0,03). O comportamento do Rs!-TNF-« pode

ser observado.em mediana, na figura 4. As medianas do Rs!-TNF-« sdo apresentadas na

tabela7.

Tabela 7. Comparacio da dosagem sequencial do Rs1-TNF-a, entre

sobreviventes e nido sobreviventes (mediana).

Hora 0 Hora 6 Hora 12 Hora 24

(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Sobreviventes 487,07 535,32 643,30 648,77
Niao 757,68 763,42 780,91 794,96

sobreviventes
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Figura 4. Valores plasmdticos da dosagem sequencial de Rs1-TNF - o
em pacientes com choque séptico - sobreviventes e ndo sobreviventes.
Houve aumento estisticamente significativo nas dosagens das 6 ¢ 12 h
no grupo dos pacientes ndao sobreviventes comparados aos pacientes
sobreviventes
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5. Concentracao plasmatica do Rs2-TNF-a nos sobreviventes e nao
sobreviventes

As concentragdes plasmaticas sequenciais do Rs2-TNF-« nos pacientes ndo
sobreviventes foram mais elevadas quando comparadas com os pacientes sobreviventes.
No entanto, houve diferenca estatisticamente significativa entre os hordrios das 12
(p=0.006) e das 24 horas (p=0,01). A sequéncia temporal do Rs2-TNF-«, em mediana, ¢
mostrada na figura 5. Aa medianas da dosagem sequencial do Rs2-TNF-« ¢ mostrada na

tabela 8.

Tabela 8. Comparacio da dosagem sequencial do Rs2-TNF-a, entre

sobreviventes e nido sobreviventes (mediana).

Hora 0 Hora 6 Hora 12 Hora 24

(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Sobreviventes 1189,4 1149,86 850,22 800,58
Nao 1231,29 1200,28 932,84 934,96

sobreviventes
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Figura 5. Valores plasmdticos da dosagem sequencial do receptor soliivel 2
doTNF-a em pacientes com choque séptico - sobreviventes e ndo sobreviventes.
Houve aumento significativo deste marcador nos hordrios das 12 e 24 horas no
grupo dos ndo sobreviventes comparativamente ao grupo dos sobreviventes.
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6- Concentracdo plasmitica de ET-1 nos sobreviventes e ndo sobreviventes
As concentra¢des plasmaticas de ET-1 foram superiores em todos os pacientes da
amostra em relagdo aos controles normais, sendo maior nos nao sobreviventes.
As concentragdes plasmaticas de ET-1 foram mais elevadas nos ndo sobreviventes
do que nos sobreviventes, sendo a diferenca estatisticamente significativa apenas no horario
das 6 horas (p=0.02). O comportamento temporal da ET-1, em mediana, pode ser

observada na figura 6.

Os valores das medianas da ET-1 sdo mostradas na tabela9.

Tabela 9. Comparacdo da dosagem sequencial de ET-1 entre sobreviventes e

nio sobreviventes (mediana).

Hora 0 Hora 6 Hora 12 Hora 24
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Sobreviventes 23,06) 22,53 29,19 25.69
b]
Nio 38,00 44,22 37,42 26,19

sobreviventes
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7. Risco relativo (RR), sensibilidade (S), Valor preditivo positivo (VP+),
especificidade (E) e valor preditivo negativo (VP-) das concentracées de
TNF-a, Rsl-TNF-o, Rs2-TNF-a e ET-1

Foi inicialmente realizado o cédlculo da chance (odds ratio - OR) de 6bito pela
concentragdo plasméticados vérios mediadores estudados em quartis, para verificar o ponte
de corte de cada um deles. O ponto de corte ficou estabelecido entre os niveis 2 e 3 de cada
mediador, no horéario das 6 horas, em que houve diferenca significativa entre sobreviventes
e nio sobreviventes em todos os mediadores, exceto para o Rs2-TNF-«, que ndo foi
calculado por ndo haver diferenga significativa entre sobreviventes e ndo sobreviventes
(tabela 10), neste hordrio.

A chance de 6bito (OR) para concentragdes plasmaticas de TNF-« menores que
15,5 pg/ml foi de 20% e para concentracdes maiores que 15,5 pg/ml de 80%. A chance de
6bito (OD) para concentragoes plasmaticas de Rs1- TNF-« menores que 680,244 pg/ml de
30% e, para maiores de 680,244 pg/ml foi de 60%. A chance de morte (OR) para
concentragdes plasméticas de ET-1 abaixo de 27.8 pg/ml foi de 22% e, para valores

maiores de 27,8 pg/ml de 75%.

Tabela 10. Comparacdo entre os pontos de corte, risco relativo, valores
preditivos, sensibilidade e especificidade do TNF-a, Rsl-TNF-a e ET-1

TNF-a (CD) Rs1-TNF-« (CI) ET-1(CD)
PC (pg/ml) 15,5 680,244 27.8
RR 3,3 (0,95-12.,9) 2 (0,68-5,85) 3.4 (093-12.2)
S (%) 77,8 66,7 100
VP + (%) 70 60 72,7
E (%) 72,7 63,6 66.7

VP - (%) 80 70 100




47

Abreviaturas: PC - ponto de corte: RR - risco relativo:; S - sensibilidade: VP + - valor
preditivo positivo: E - especificidade: VP - valor preditivo negativo; (CI) intervalo de

confianga.

Por se tratar de trabalho prospectivo foi calculado o risco relativo (RR) para cada
mediador estudado, exceto Rs2- TNF-a que ndo apresentou diferenca significativa no
horario das 6 horas.

7.1 Valor preditivo, sensibilidade e especificidade do TNF-a ou ET-1

De acordo com os dados obtidos neste estudo. se os valores da concentragdo
plasmaticade TNF-« forem maiores que 15,5 pg/ml e de ET-1 maiores que 27.8 pg/ml, o
TNF-« e a ET-1 serdo marcadores para obito com:

S=100% VP+=727% E=66,7% VP-=100%.

7.2 Valor preditivo, sensibilidade e especificidade do TNF-a ou Rs1-TNFa
De acordo com os dados obtidos neste estudo, se os valores da concentragdo

plasmaticado TNF-« forem maiores que 15,5 pg/ml e do Rs1-TNF-« forem maiores que

680.244 pg/ml, 0 TNF-a € 0 RsI-TNF-« serdo marcadores de 6bito com :

S= 80% VP+ = 66,7% E=63.6% VP-=77.8%.

7.3 Valor preditivo, sensibilidade e especificidade do Rs1-TNF-u ou ET-1

De acordo com os dados obtidos neste estudo, se os valores das concentragdes do
Rs|-TNF-« maior que 680,2 ou ET-1 maior que 27,8 pg/ml, o Rs1-TNF-« e ET-1 serdo
marcadores de bito com:

S= 90% VP+ = 69,2% E=63,6%  VP-=87,5%



DISCUSSAO

A sepse e o choque séptico sdo causas importantes de morbimortalidade. Além
disso a incidéncia da sepse continua a aumentar, e a mortalidade, a despeito do uso de
modernos antibiéticos e dos cuidados intensivos, permanece alta. Indicadores precoces de
mé evolugdo clinica podem ser lteis no manejo desta entidade.

Viérios estudos tem documentado a presenca ou elevagdo de citoquinas ou inibidores
de citoquinas na circulagdo na sepse, tais como TNF-«, interleucinas, interferon e
endotoxinas ¢ ET-1 exercendo uma variedade de efeitos bioldgicos, inclusive até com
efeitos opostos (vasodilatagdo e vasoconstri¢do). Alémdisso, na infecgdo grave hé indugido
ndo somente de citoquinas inflamatdrias, mas também de seus antagonistas naturais, como
os receptores soltveis. Tém sido feita associagdes positivas entre o nivel plasmatico de
algumas citoquinas (TNF-a, [L-6) e a mortalidade. Ja com relagdo ao papel preditivo da
endotelina ha poucos dados disponiveis. Os receptores soltiveis, particularmente aqueles
relacionados com o TNF-a exibem niveis significativamente altos em infecgdo grave, no
entanto. o exato papel desempenhado por estes receptores e seu potencial preditivo
permanece pouco esclarecido.

Em nosso trabalho foi estudada, em pacientes com choque séptico, a concentra¢io
plasmatica de marcadores biolégicos (TNF-«, RsI-TNF-«. Rs2-TNF-a e ET-1)
sequencialmente a cada 6 horas até 24 horas ap6s o inicio de monitorizagdo hemodinamica.
com o objetivo de estabelecer precocemente o valor preditivo quanto a morbimortalidade
destes marcadores. Os resultados obtidos confirmam o padrio caracteristico do
comportamento do TNF-« como indicativo de maior mortalidade, caracterizam com detalhe
o comportamento dos receptores soliveis do TNF-«, e de forma pioneira indicam que o
aumento j4 nas 6 horas (correspondentes a 24 horas de evolugdo do choque séptico - tempo
medido entre o diagnostico e o momento 0) da ET-1 configura pior progndstico, talvez com

maior especificidade do que os outros indicadores estudados.



50

pontos medidos. As medidas plasmaticas do TNF-«, Rsl-TNF-a e ET-1 estudados
mostraram diferenca significativa entre os dois grupos a partir do segundo dia de choque
séptico, ou seja, em torno de 24 horas do inicio da definicdo de choque séptico, se
considerarmos a média de entrada no estudo de 18 horas, coincidindo com as medidas das
6 horas. Em virtude disto, esta medida foi utilizada para andlise estatistica dos parametros e
citoquinas estudadas.

O método ELISA tem permitido um consideravel avango no estudo de diversas
doencas, uma vez que sua técnica apresenta relativa simplicidade e permite avaliagdo ‘i
vivo” do comportamento de diversas substéncias. Particularmente, os ensaios da R & D
Systems para dosagens de mediadores inflamatérios apresentam alta sensibilidade. Por
exemplo, a sensibilidade para o TNF-a € de 4,4 pg/ml, parao Rs]-TNF-a é menor que 30
pg/ml e para o Rs2-TNF-u ¢ menor que 10 pg/ml. Em outros estudos, utilizando outros
métodos imunoabsorventes a sensibilidade para o TNF-« variou de | pg/ml até 39 pg/ml
49. 51 Isto nos favorece pois trabalhamos com um método que nos permitiu detecgdes
bastante sensiveis com estreita variabilidade. A especificidade do método € considerada
muito boa. pois ndo apresenta reatividade cruzada com outros mediadores ou interferéncia
significativa, tanto para o TNF-« como para os receptores soldveis do TNF-a.

A ET-1 apresenta uma sensibilidade neste ensaio da R & D Systems menor do que
I pg/ml. Em relagao a sua especificidade € observada reatividade cruzada relacionada com a
“big-endotelina * < 1%, com a sarafoxina < 2%, com a ET-2 de 45% e com a ET-3 de
14%. No entanto, em outro estudo utilizando fabricante diferente a reatividade cruzada com
ET-1 foi de 52% para ET-2, 96% para ET-3 ¢ de 7% para “big-endotelina” com
sensibilidade em torno de 2,5 pg/ml 53 Portanto, neste estudo utilizamos metodologia com
especificidade ¢ sensibilidade maiores do que aquela dos escassos estudos anteriores no
que diz respeito a sepse.

As dosagens dos marcadores empregados no estudo e a utilizagdo do método

ELISA quantitativo exigiu que fosse feita uma adequagdo do método através da dosagem de
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voluntarios sauddveis. As qualidades das curvas padrdo obtidas e os coeficientes de
correcdo obtidos com equagdes polinomiais de terceiro grau utilizadas, atestam a adequagao
dos ensaios realizados. Além disso, as curvas e as amostras foram processadas em

duplicata para diminuir a variabilidade do método.

Concentracdo plasmitica do TNF-a e seus receptores

O TNF-« é uma citoquina que exerce numerosos efeitos biolGgicos incluindo a
caquexia em pacientes com cancer, disfun¢do cardiaca em inflamagéo sistémica grave, e
choque de diversas etiologias. Niveis séricos aumentados de TNF-« sdo encontrados nas
doencaas descritas acima, em pacientes com artrite reumatdide, lupus eritematoso
sistémico. sindrome da imunodeficiénciaadquirida, lepra e leishmaniose, pneumoconiose e
hepatite alcodlica. entre outros 33 Embora seja evidente que o TNF-« seja benéfico e
indispensavel durante circunstancias fisioldgicas e fisiopatoldgicas. ¢ igualmente evidente
que o TNF-« é um importante mediador do choque e da disfungdo organica miiltipla

l’ﬁ

durante a sepse '~. Também esta tnica citoquina parece ser capaz de disparar o espectro
completo de alteragdes fisiolégicas, humorais e teciduais encontradas na sindrome do
choque séptico. Este amplo espectro de agdes pode modular efeitos benéficos ou ndo,
dependendo da quantidade produzida, sua localizagdo em tecido especifico, a atividade local
das proteinas ligadas ao TNF-« e do meio hormonal e de outras citoquinas.

Estudos em animais apds administracdo de endotoxina ¢ TNF-a demostram as
mesmas alteragdes hemodinamicas que a sepse em humanos, sugerindo que o TNF-a seja

28, 290 .
» =7, Estudos realizados em humanos,

um dos mediadores que causam o choque séptico
nos quais foram medidas as concentragoes plasmaticas de TNF-« apds a administragdo de
endotoxina, mostraram aumento do TNF-« nos primeiros noventa minutos, concomitante

com altera¢des hormonais ¢ metabdlicas, além do aumento da [L-1p e interferon-y. Por

outro lado, o TNF-« também foi detectado em pacientes sauddveis, mostrando que o TNF-

« pode estar presente no soro ou plasma de pessoas normais W,
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Em nosso estudo houve aumento significativo deste marcador em todos os
momentos da dosagem sequencial no grupo de ndo sobreviventes, comparado com o grupo
de sobreviventes, confirmando outros estudos que apontam o TNF-« como um marcador
de pior prognéstico. Houve uma diminuigdo progressiva do TNF-« a partir do momento
zero da colheita até as 24 horas, sendo também este achado compativel com outros
trabalhos descritos na literatura, apesar da defini¢do de horarios diferentes dos outros

%) = i B . , .
49, 50, 52 No entanto, o protocolo por nés utilizado com inicio precoce das

estudos
dosagens, assim como intervalos curtos de 6 horas, permitiu que se identificasse diferenga
estatisticamente significativa em todos os momentos, o que outros estudos ndo haviam
demonstrado, talvez por utilizarem intervalos maiores, possivelmente pouco adequados no
estudo de citoquinas que apresentam meia vida sabidamente curtas.

Também no presente estudo a detec¢do de TNF-« acima de 155 pg/ml foi
associado a uma probabilidade de 6bito de 80% com um RR de 3,5 quando comparados
com pacientes com TNF-a menor que 15,5 pg/ml. Este valor preditivo foi o do momento
da hora 6, a qual foi significativamente diferente do ponto de vista estatistico entre
sobreviventes e ndo sobreviventes. Os valores encontrados em voluntarios normais foram
de 5,06 pg/ml e de 6,5 pg/ml, mostrando, que no nosso estudo, os sobreviventes tinham,
neste momento, uma média plasmatica de TNF-« de 11,323 pg/ml e os ndo sobreviventes
de 38.260 pg/ml. bem acima dos nossos controles normais.

Em relagio a0 Rs2-TNF-« houve um aumento significativo nas dosagens
plasmdticas das 12 ¢ 24 horas dos ndo sobreviventes comparadas com os sobreviventes.
mas ndo foi possivel uma associagdo com seu valor preditivo. Sabe-se que 0 Rs2-TNF-«
também tem uma agdo citotoxicasobre o segundo mensageiro e, talvez, apenas potencialize
a agdo do TNF-« através da geragdo de leucotrienos e prostaglandinas 1>, A expressio do
Rs2-TNF-« em sua curva sequencial sugere que este sinaliza a partir do estimulo do TNF-

«, acompanhando os niveis mais elevados deste nos ndo sobreviventes.
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O Rs!-TNF-« mostrou um aumento significativo nas dosagens de 6 e 12 horas no
grupo de pacientes ndo sobreviventes comparados ao sobreviventes. A curva do Rs1-TNF-
« , no entanto, mostra uma elevagdo progressiva nos dois grupos, com formacdo de um
“platd” entre 12 e 24 horas no grupo dos sobreviventes, sugerindo que o aumento nas
primeiras horas possa sinalizar um efeito protetor do Rs1-TNF-a. Por outro lado, a maior
concentracdo de Rs1-TNF-a na circulagdo dos ndo sobreviventes pode significar uma
sinalizacdo de citotoxicidade pela maior agressdo inicial, secundaria a uma produgdo mais
elevada de TNF-« numa tentativade antagonizar os efeitos do préprio TNF-« i

Em nosso estudo o ponto de corte do Rs1-TNF-« foi de 680,244 pg/ml, com valor
preditivo positivo de 60,%. ou seja, esta ¢ a probabilidade de morte neste ponto de corte,
associada a um RR de 2. Encontramos uma sensibilidade de 66,7% e especificidade de
63.6%. menor que a sensibilidade e especificidade do TNF-a que foram de 77,8% e
72.7%, respectivamente. No entanto, a literatura sugere que o valor prognéstico dos
receptores do TNF-u seja melhor que o préprio TNF-«, uma vez que o TNF-« € de dificil
deteccdo e talvez seus receptores permanegam mais tempo na circulagdo sendo mais facil
avalia-los>!. Em outro estudo o aumento dos receptores soltiveis do TNF-« foi associado
a maior disfun¢do organica nos pacientes nao sobreviventes do que nos sobreviventes,
sugerindo que o0s receptores soldveis do TNF-« tivessem melhor valor preditivo do que o

> No entanto, o valor preditivo para mortalidade destes receptores nio foi

TNF-«
investigado estatisticamente nos estudos acima mencionados, o que talvez explique em

parte interpretagoes diversas sobre o papel deste marcadores.

Concentra¢io plasmatica de endotelina-1

A ET-1 encontra-se aumeniada no choque séptico, no choque cardiogénico. na
insuficiéncia cardiaca, na nefrotoxicidade induzida por ciclosporina, na insuficiéncia renal
pés-isquémica, na hemoragia subaracndide, na asma bronquica, na hipertensdo pulmonar

primdria, na insuficiéncia cérebrovascular aguda, nas neoplasias, na artrite reumatdide, no
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lupus eritematoso sistémico, na sindrome da imunodeficiéncia adquirida, na lepra. na
leishmaniose, na pneumoconiose, na hepatite alcodlica, na sindrome de Hellp e nas
gestantes &8

O curso natural das concentragdes de ET-1 na sepse clinica é desconhecido.
Acredita-se que na sepse em humanos o estimulo para liberagao de endotoxina e TNF-a €
continua pela manuten¢do do foco infeccioso e poderia ser observado por vérios dias.
determinando um estimulo para a producdo de endotelina. No entanto, o significado clinico
patolégico da endotelina na sepse ndo € claro, podendo refletir efeito protetor além da
regulagdo do tonus vasomotor, modulando a liberagdo e atividade de outros agentes
vasoativos tais como NO e eicosanoides das células endoteliais, via receptores ETB 3> 3°.

Na sepse a producdo aumentada de ET-1 € secundéria a endotoxina e ao TNF-«
ativando os neutrdfilos e as células endoteliais, os quais promoveriam a conversdo da big-
endotelina em endotelina. Em um trabalho em ratos para avaliar o efeito da reposigdo de
volume, antibioticoterapiae antiendotoxina na mortalidade e nas concentragdes sanguineas
de ET-1 e outros mediadores, em sepse intraabdominal induzida, foi demonstrado que a
combinacio de antibidticos e reposi¢dio de volume reduziu a mortalidade, mas nao
modificou as concentragdes de ET-1. No entanto, a utilizagdo de anticorpo anti-escherichia
coli E5 reduziu a mortalidade e as concentragdes de endotoxina, ET-1 e TNF-«, mas ndo da
“big-endotelina”, sugerindo diminuigdo da sintese de ET-1 a partir da big-endotelina e
preservagdo do clearence da ET-1 com a utilizagdo dos anticorpos. Portanto o aumento da
ET-1 durante a sepse pode ser secunddria a producdo da endotoxina e TNF-« 6

O aumento acentuado da endotelina no choque séptico e no choque cardiogénico
pode implicarem um papel defensivo, ao invés de patoldgico. O aumento significativo da
ET-1 plasmatica associado a hipotensdo sugere que esta seria necessdria para manter a
circulagdo periférica 3. No entanto, os efeitos vasoconstritores da ET-1 se mantidos

podem se tornar excessivos ¢ contribuir para a deterioragdo da fungdo cardiaca, uma vez

qus Tol demonstrado em pacientes com sepse, que o aumento das concentragdes
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plasmiticas de ET-1 apresentou uma associagdo inversa com o indice cardiaco. sugerindo
que a ET-1 seja um fator depressor do miocdrdio na sepse +2 Também existe contradigio
se a ET-1 é responsavel ou ndo pela disfun¢do organica que acompanha a sepse e choque
séptico, uma vez que 0s trabalhos na literatura sdo contraditérios, e relacionam o aumento
da ET-1 a disfungao renal Ul 2

Em nosso trabalho observamos que as concentragées de ET-1 foram mais elevadas
nos ndo sobreviventes do que nos sobreviventes, havendo diferenca significativa no
hordrio das 6 horas. No entanto, observamos na curva sequencial da ET-1 que os ndo
sobreviventes aumentam os niveis plasmaticos nas primeiras horas e apds apresentam um
decréscimo progressivo do nivel plasmatico em 24 horas, chegando ao mesmo nivel
plasmatico de ET-1 dos sobreviventes. Este comportamento ndo € descrito em nenhum
trabalho prévio em choque séptico em humanos. E possivel que esta resposta dos ndo
sobreviventes seja um marcador "a maior agressio do hospedeiro e sinalize um pior
progndstico ou evolugdo para DMOS, talvez com maior alteragdo da microcirculagdo. O
fato de outros estudos ndo mostrarem esta curva se deve parcialmente as medidas ndo
sequenciais utilizadas, e também o tempo de evolugdo do choque séptico. Em um dos
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estudos foi realizada apenas uma medida plasmaética =~ e em outro, apesar de medidas

sequenciais de seis em seis horas, ndo foi definido tempo de choque, exceto que os
pacientes tinham 24 horas de hospitalizacio em CTI ®,

Sabe-se pela literatura que a ET-1 ¢ removida amplamente pela vasculatura
pulmonar e, o restante, € eliminado pelo rim e leito esplancnico 39 No nosso estudo, em
ambos os grupos de ndo sobreviventes e de sobreviventes a ET-1 estava aumentada, ndo
havendo associacdo com a disfung¢do renal, avaliado pela creatinina plasmatica. Também
nio houve diferenga significativa na resisténcia vascular pulmonar ou resisténcia vascular

sistémica entre os dois grupos ndo se podendo discutir sobre seu efeito vasoconstritor em

0posi¢do a vasodilata¢do produzida pelo NO nestas circulagoes.
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O ponto de corte para ET-1 foi de 27,8 pg/ml, sendo a probabilidade de 6bito para
valores acima do ponto de corte de 75% sendo associado a um RR de 3.4, similar ao do
TNF-« . No entanto, a sensibilidade para ET-1 foi de 100% e o valor preditivo negativo de
[00%, ou seja, a ET-1 é um marcador sensivel, sem falso negativos para progndstico.
Estes valores foram bem acima daqueles encontrados em voluntdrios normais, cuja média
foi de 2,5 (+ 2.9) pg/ml.

O nosso estudo nao tem como objetivo definir o papel da ET-1 nos pacientes com
choque séptico. Apenas podemos especular que o aumento da ET-1 nos sobreviventes
parece ter apresentado um papel protetor, se opondo aos efeitos do TNF-« e demais
mediadores vasodilatadores. Nos ndo sobreviventes, em que foi encontrada uma alta
concentragdo de ET-1, podemos especular que ela provoque alteragdo endotelial e
microvascular com dano isquémico, e represente uma ligacdo importante entre o dano
vascular e a ativagdo de leucdcitos, levando a microtrombose por formagdo excessiva de
produtos metabdlicos como o tromboxane A2, perdendo seu papel protetor. Também
podemos especular que este aumento observado da ET-1 ﬁos ndo sobreviventes seja apenas
uma maneira reativa exagerada a agressdo inicial.

Por outro lado, € possivel especular que o aumento da ET-1 nos ndo sobreviventes
foi paralelo com 0 aumento do TNF-« numa tentativade contrabalancar seus efeitos, sendo

porém incapaz de anular as agdes deletérias deste.

Valor preditivo, sensibilidade e especificidade do TNF-a ou ET-1, TNF-a
ou Rs1-TNF-a e Rs1-TNF-a ou ET-1

Quando avaliamos os valores preditivos dos varios marcadores associados,
verificamos que o melhor desempenho se relacionou as concentragdes plasmaticas do TNF-
« ou ET-1. A presenga destes marcadores em valores superiores a 15,5 pg/ml para o TNF-

« e de 27,8 pg/ml para ET-1 foram marcadores de ¢bito com sensibilidade e VP - de 100%,
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ou seja, sem falsos negativos, com uma especificidade de 66.7%. Os outros marcadores

ndo mostraram um desempenho tdo adequado.

Limitacées do estudo

A interpretacdo dos resultados obtidas neste estudo deve levar em consideragdo
certas limitacdes metodoldgicas.

A auséncia de maior niimero de individuos aparentemente saudaveis na comparacao
do TNF-a e seus receptores dificultaa avaliacdo dos resultados. Dessa maneira, para estes
marcadores utilizamos como referéncia para normalidade aquele valores fornecidos pelo
fabricante a partir de dados obtidos em voluntdrios saudaveis. Idealmente, a utilizagdo de
controles histéricos ndo ¢ considerada metodologia adequada em pesquisa, principalmente
tratando-se de individuos ditos como sauddveis, pois sua condi¢des clinicas sdo
essencialmente desconhecidas pelos investigadores.

O ndmero de pacientes estudados, apesar dos resultados significativos € pequeno,

dessa maneira ndo podemos avaliar se esta amostra € suficiente para validade externa.

Sintese

Em resumo, neste estudo observamos que em pacientes com choque séptico o
grupo de ndo sobreviventes apresenta uma concentragdo plasmdtica mais elevada dos
mediadores estudados do que o grupo de sobreviventes. Foi possivel caracterizara resposta
inflamatéria e o comportamento dos mediadores precocemente estudados em um intervalo
de 24 horas, correspondendo ao segundo dia de evolugdo do choque séptico. Além disto,
ao utilizarmos um protocolo com dosagens plasmaticas precoces de seis em seis horas apos
monitorizagdo hemodindmica, foi possivel definir, de maneira inédita, que altas
concentragdes de ET-1 apresentam valor preditivo para maior mortalidade similar aos
achados do TNF-« (ja mostrado na literatura), até talvez com maior sensibilidade do que

este, ndo apresentando falsos negativos. No futuro, se métodos para mensuragio de
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endotelina plasmadtica forem disponiveis como instrumentos a beira do leito, pode-se
especular que a identificagdo de pacientes com valores elevados, possa precocemente

direcionar estratégias terapéuticas mais agressivas.
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CONCLUSOES
1 - Os niveis plasmaticos encontrados de TNF-«, Rsl-TNF-«, Rs2-TNF-a e ET-1

encontram-se aumentados nos dois grupos de pacientes com choque séptico (sobreviventes

e ndo sobreviventes) em relacdo aos valores de referéncia utilizados.

2 - Os niveis plasmadticos do TNF-«, Rsl-TNF-a e ET-1 dos pacientes ndo sobreviventes

foram significativamente maiores do que os dos sobreviventes no momento das 6 horas.

3- O Rs1-TNF-« apresentou valor preditivo positivo de 60% e especificidade de 63.6%.

4 - O valor preditivo do Rs2-TNF-a ndo foi definido, pois ndo apresentou diferenca

significativa entre o grupo de sobreviventes e ndo sobreviventes no momento das 6 horas.

5 - O TNF-a e a ET-1 apresentaram valor preditivo negativo de 80% e 100%,
respectivamente, sugerindo que o aumento da concentragdo plasmatica da ET-1 seja um

marcador mais fiel. pois ndo apresenta falsos negativos.
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ESTUDOS COMPLEMENTARES

A anilise critica dos resultados obtidos neste estudo permite o levantamento de

algumas questoes que poderiam ser abordadas futuramente da seguinte forma :

1- Estabeleceras concentragdes plasmaticas em grupo de individuos normais para todos os

mediadores estudados, estabelecendo desta maneira controles ndo historicos.

2 - Aumentar o nimero da amostra em trabalho longitudinal sequencial e estabelecer a

evolucdo para disfungdo organica miiltipla e ébito para cada marcador.

3 - Desenvolver estudos experimentais em sepse para determinar a acdo de cada marcador

em 6rgdo isolado, esclarecendo melhor o seu papel no choque séptico.

4 - Testar o uso de antagonistas aos mediadores biolégicos no choque séptico para maior

esclarecimento da fisiopatologia e estabelecimento de terapéuticaapropriada.
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