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Resumo

A sepsis € uma reacdo sistémica grave que leva muitas vezes o paciente a morte.
E uma complexa cadeia de inventos que envolve processos inflamatdrios e néo
inflamatdrios, reacGes humorais e celulares e anormalidades circulatorias. Esta resposta
origina-se ndo sO pela presenca de um agente patogénico mas principalmente pela
resposta exuberada do organismo a esse agente externo que provoca lesdes em tecidos e
0rgdos e que é a maior causa dos problemas. Devido a sua agressividade, é necessario um
rapido diagndstico, e para tal, tem-se recorrido a biomarcadores especificos para este

quadro.

Biomarcadores sdo entidades objetivamente medidas e avaliadas como um
indicador de processos bioldgicos normais, processos patolégicos ou resposta

farmacoldgicas a uma determinada terapéutica.

Palavras-Chave: Sepsis, biomarcadores, infe¢do, inflamacgdo, sepsis severa, chogue

séptico.
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Abstract

Sepsis is a severe systemic reaction that often leads the patient to death. It is a
complex chain of invents involving inflammatory and non-inflammatory processes,
humoral and cell reactions and circulatory abnormalities. This response arises not only
by the presence of a pathogen but mainly by exaggerated body's response to this foreign
agent that causes lesions in tissue and organs and is the major cause of the problems. Due
to its aggressive, rapid diagnosis is needed and for this it has been resorted to specific

biomarkers for this illness.

Biomarkers are characteristics objectively measured and evaluated as an indicator
of normal biological processes, pathological processes, or pharmacological response to a

particular therapy.

Keywords: Sepsis, biomarkers, infection, inflammation, severe sepsis, septic shock.
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Abreviaturas

e ADN- Deoxyribonucleic acid.

e ATP- Adenosine triphosphate.

e CD64- Cluster of differentiation 64.

e CRP- C-Reative protein.

e DAMPs- Danger-associated molecular patterns.

e Endocan- Endothelial cell-specific molecule-1.

e GB- Gldbulos Brancos

e HMGBL1- High-mobility-group box 1.

e IL- Interleukin.

e LBP- Lipopolysaccharide binding protein.

e MIF- Macrophage migration inhibitory factor.

e NET- Neutrophil extracellular traps.

¢ NOD-LR- Nucleotide oligomerization domain-like receptor.
e PAMPs- Pathogen-associated molecular patterns.

e PCR- Polymerase chain reaction.

e PCT- Procalcitonin.

e PRRs- Pattern recognition receptors.

e STREM-1 - Soluble Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells-1.
e SUPAR- Soluble urokinase plasminogen activator receptor.
e TLRs- Tool-like receptor.

e TNF- Tumor necrosis factor.

Vil



Marcadores Bioquimicos de Sepsis

Indice
INAICE de FIGUIAS....uuivnnniireiirriieriieeerieeerteeertneersneeernneersseersseessnnn. Xl
INDICE 08 IMAGENS. ceevurrnerrerrneerneereeerneerseeeneerseesneesnnssmssnsesneennnssnn XII
Capitulo I- INTrOdUGA0. cuieeereeneiieeetiiieteeeeeetinceacescnssnsessssnsansossessnssnsansns 1
1.1 Enquadramento. .......o.ueeriiti it e 1
1.2 ODJECLIVOS. ... e, 2
G 5 1 3
Capitulo 11- DesenVOIVIMENTO..cciiiietreietieietiteaeeeensentencescnsensensescnsansoncnes 4
2.1 Resposta Inflamatoria............o.ooeiiiiiiii e, 4
2.2 SIS, ittt 6
2.2.1- Diferencga entre SIRS € SEPSIS......c.ovviiiiiiiiiiiiiiiiieeii, 11
2.3 Blomarcadores. ... . .ueeet et 12
2.3.1 Proteina C-Reativa..........covveiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee, 13
2.3.2 ProcalCitOning. . ......oueeeeieiieee et 15
2.3.3 Proteina de ligacdo aos lipopolissacarideos......................... 19
2.3.4 PeNtIaxinas. .. .ouuenneintetteit et 21
2.3.5 Fator de necrose tumoral (Tumor Necrosis Factor- TNF)
INterleucing-1 (IL-1).....ouiri i e 23
2.3.6 Interleucing 6.........ovuiiiiiii e 25
2.3.7 Interleucina 8.........oouiiiiiii e 26
2.3.8 Interleucina 12........ooiiiiiii i 28
2.3.9 Fator de inibicdo de migragdo de macr6éfagos...................... 29
2.3.10 Interleucina 10.........oiiuiiiiiii e 30

2.3.11 High-mobility-group box I...........cccccceeeevveveeienevennnnn 31



Marcadores Bioquimicos de Sepsis

2.3.12 Soluble Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells-1...32

2.3.13 Soluble urokinase plasminogen activator receptor............. 35
2.3 14 CDOA. .. 36
2.3.15 Lactato. ..ot 37
2316 Endocan. ... ..., 38

2.3.17 Agentes patogénicos e seus derivados como biomarcadores..39
Capitulo H1- ConcluSOes. .c.ceuieeieeiniiaiierieriieteesesossnsesssssnsensssssssnssnssnes 40

Capitulo 1V- Referéncias Bibliograficas.......cccceviiiiieiiiiiiiiiniienniinieacenns 42



Marcadores Bioquimicos de Sepsis

Indice de Figuras

Figura 1 Diferenciacdo entre diferentes estados se doenga............................. 2
Figura 2 Mecanismos especificos € ndo especificos............oovvvveiiiiiiiiin.... 4
Figura 3 Resposta inflamatoria ao tecido lesado...............cooeviiiiiiiiiiiinin, 5
Figura 4 Inflamacéo iniciada por estimulos de PAMPs e DAMPs.................... 7

Figura 5 Esquema explicativo dos efeitos benéficos a nivel local e maléficos a nivel
sistémicos da vasodilatacdo, recrutamento de leucdocitos e coagulagdo com formacéo de

A 8
Figura 6 Diferenca entre sepsis € SIRS. ... ..ot 11
Figura 7 Respostas sistémicas em sepsis e possiveis biomarcadores................. 12

Xl



Marcadores Bioquimicos de Sepsis

Indice de Tabelas

Tabela 1 Sensibilidade e especificidade de Marcado.....c.cceeeeeeeeeenrenceecnnnnns 15
Tabela 2 Sensibilidade e especificidade de CRP, PCRe GB ....cceeviivevnennnn. 16
Tabela 3 Sensibilidade e especificidade de PCT, IL-6 € 11-8 «..cvuvueiiiiiniininnnns 25
Tabela 4 Valores em pacientes com sepsiS € SIRS ...ciiiieiiiiiiiiieeniiiieenns 33
Tabela Sensibilidade e especificidade de STREM, PCT e CRP 5 .....c.oceuenenes 33
Tabela 6 Sensibilidade e especificidade de STREM € PCT ......cocciiviieevennnnnnns 34
Tabela 7 Niveis de ENdOCaN .....vuveniniuieiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiniinaceneenaeees 38
Tabela 8 Resumos das aplicacdes dos biomarcadores estudados ..............ceeees 41

Xl



Marcadores Bioquimicos de Sepsis

Capitulo I- Introducao

1.1- Enquadramento:

A sepsis é uma reacdo sistémica grave que leva muitas vezes o paciente a morte.
E mais letal nos pacientes mais idosos por isso & medida que a populacio envelhece existe
uma tendéncia para 0 aumento de nimero de casos (Faix 2013). Também apresenta maior

severidade em recém-nascidos.

A sepsis é uma sindrome de uma resposta inflamatdria sistémica na presenca de uma
infecdo e a detecdo baseia-se no cumprimento 2 ou mais critérios associados a essa
sindrome (SIRS- systemic inflammatory responde syndrome) juntamente com a

existéncia de uma infecdo. Os critérios sdo 0s seguintes:

e Temperatura corporal acima de 38° ou abaixo de 36°.
e Batimentos cardiacos acima de 90 batimentos por minuto.
e Mais de 20 inspiragdes por minuto.

e Contagem de células brancas elevada ou baixa ou 10% de neutréfilos imaturos.

Destes critérios para além de necessitar de apresentar dois, um deles tem que ser o
primeiro ou o Gltimo dos apresentados acima (Faix 2013). Quando para além dos critérios
de definicdo de sepsis também existem evidéncias de disfuncéo de algum 6rgéo a sepsis
é considerada sepsis severa. Ja quando ocorre sepsis e disfuncdo cardiovascular, é dada a

designacdo de choque séptico (Goldstein et al., 2005) (Figura 1).
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Figura 1: Diferenciacdo entre diferentes estados se doenca. Adaptado de Faix, 2013.

A sepsis é uma complexa cadeia de eventos que envolve processos inflamatorios
e ndo inflamatorios, reacdes humorais e celulares e anormalidades circulatorias (Pierrakos
e Vincent, 2010). Esta resposta origina-se ndo s pela presenca de um agente patogénico
mas principalmente pela resposta exuberada do organismo a esse agente externo que
provoca lesdes em tecidos e 6rgdos e que é a maior causa dos problemas. Quando se
instala a infecdo sistémica, ocorre um aumento de processos pro-inflamatérios de modo
a tentar eliminar a infecdo e a retirar o tecido infetado. Numa segunda fase, ocorre um
fendmeno anti-inflamatério de maneira a fazer um controlo dos efeitos da fase proé-
inflamatoria. E nesta fase que o sistema imunitario fica fragilizado devido a fenémenos
de imunossupressdo e o individuo fica sujeito a contrair outra infecdo ou a recair de uma

infecdo anterior (Rudiger et al., 2008).

O diagnostico da sepsis € dificil pois os sinais sdo altamente varidveis e néo-
especificos. Para além deste fator, ainda ndo existe um tratamento eficaz para a reacdo
inflamatdria propriamente dita (Faix, 2013) por isso comecaram a ser estudados bio
marcadores na tentativa de indicar a presenca ou auséncia de sepsis e também a sua
severidade e na tentativa de diferenciar infecdo bacteriana de virica ou fungica e ainda

mais importante diferenciar sepsis de SIRS.
1.2-  Objectivos:

Esta tese tem como objetivo compreender melhor os mecanismos da sepsis, 0s
critérios para a sua definicdo e as formas como se faz o seu diagnostico recorrendo a

biomarcadores que sofrem alteragdes quando este quadro se instala.

2
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1.3- Estrutura do trabalho:

De forma a cumprir 0s objetivos propostos, este trabalho encontra-se dividido em 3

partes, sendo essas partes as seguintes:

¢ Introducdo onde se apresenta 0 tema a expor junto com 0s seus objectivos.

e Desenvolvimento onde sdo abordados os principais temas recorrendo a dados
bibliogréaficos retirados de sitios da internet como o PubMed e o PubMed Central.
O motor de pesquisa “Google Scholar” também foi utilizado para pesquisa de
artigos. Também foi realizada uma pesquiza em livros ciéntificos.

e Conclusdes onde é feita uma apreciacdo geral do tema.
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Capitulo I1- Desenvolvimento

2.1- Resposta Inflamatoria

Em condi¢des normais, todos os individuos apresentam defesas no organismo
contra a presenga de microrganismos nocivos. Dentro desses sistemas de defesas naturais
podemos distinguir dois: os mecanismos ndo especificos e 0s mecanismos especificos.
Nos mecanismos ndo especificos, encontram-se 0s que impedem a entrada de agentes
patogénicos que sao as barreiras como a pele e as mucosas e secre¢des e enzimas como a
saliva e as lagrimas, e ainda mecanismos que reagem ap0és a entrada do agente. Fazendo
parte deste Ultimo mecanismo de defesa temos, por exemplo, a fagocitose, a secrecdo de
interferdo e a resposta inflamatoria. Dentro dos mecanismos especificos, encontram-se a

imunidade mediada por células e a imunidade humoral (Figura 2).

Defense mechanisms

I\Mflecific mechﬁns Specifijnechanisms \

Preventing agents entry Following agents entry Cell-mediated immunity Humoral-mediated immunity
Barriers: Inflammatory response v
Skin mucous Phagocytosis A

<

Interferon
Secretions and enzymes:

Gastric
Saliva
Tears
Mucus

Figura 2: Mecanismos especificos e ndo especificos. Adaptado de Silva et al., 2006

A resposta inflamatdria comeca com um a lesdo provocada pela entrada de agentes
quimicos, agentes fisicos e agentes patogénicos. Aquando dessa entrada, vai ser libertado
no organismo mediadores quimicos de forma a conter a ameaca pois vao promover a
dilatagdo capilar, o aumento da permeabilidade capilar, quimiotaxia, diapedese,
proliferacdo de linfocitos e febre, que por sua vez, vdo causar no organismo em questao

dor, aumento da sensibilidade, inchago e vermelhidéo (Figura 3).

4



Marcadores Bioquimicos de Sepsis

Chemical agent

A

Physical agent <<—=Injured tissue =——=> Pathogenic microorganism

'

Chemical mediators

Capillary dilatation  Increased Chemotaxis Systemic response
Capillary permea-
bility

Increased regional  Fluid leakege Diapedesis Fever

blood flow

Leukocytes prolife-
ration

v
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Figura 3: Resposta inflamatoria ao tecido lesado. Adaptado de Silva et al., 2006

Esta resposta vai provocar a libertagdo de citoquinas que por sua vez vao recrutar
macrofagos e neutréfilos e ativar células endoteliais (Silva et al., 2006). Isto vai levar a
ativacdo paracrina e autdcrina que vai despoletar a ativacao das cascatas de coagulacao
que, por sua vez, originam fendbmenos tromboticos. Estes acontecimentos descritos acima
sdo designados por primeiro estdgio. Normalmente as respostas inflamatorias néo
ultrapassam este estagio devido ao equilibrio entre fendmenos pré-inflamatérios e anti-
inflamatdrios que se mantém em homeostasia. Quando pequenas quantidades de
citoquinas conseguem entrar na circulacdo é perdido esse estado de equilibrio e ocorre
uma amplificacdo da resposta. Esse é designado por segundo estagio. Ao ocorrer essa
perda de homeostasia ocorre uma resposta sistémica massiva com efeitos destrutivos das

citoquinas levando a um estado de SIRS.

Instalado esse estado, ocorre vasodilatacdo sistémica levando a hipotensédo,
aumento da permeabilidade vascular sistémica que por sua vez origina edemas, depressdo
da contracdo do miocéardio que provoca dano microvascular e lesdes nos midcitos (Davis
e Hagen, 1997).
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2.2- Sepsis

A sepsis esta dependente de fendmenos relativos a viruléncia do agente infecioso
e também a fendmenos de resposta imunoldgica do hospedeiro. Como foi referido acima,
nesta resposta normalmente comeca por haver uma fase pré-inflamatéria seguida de uma
fase anti-inflamatdria. A fase pro-inflamatdria € normalmente exuberada e provoca danos
nos tecidos e a fase anti-inflamatoria provoca uma imunossupressao que pode levar o
individuo a desenvolver outras doencas oportunistas (Perl et al., 2006). Quando o equilibrio
entre os mediadores pro-inflamatorios e anti-inflamatorios fica comprometido, a sepsis

desenvolve-se (se tiver por causa um microorganismo).

Os agentes patogénicos como por exemplo bactérias, virus, parasitas entre outros,
possuem moléculas na sua superficie designadas por PAMPs (pathogen-associated
molecular patterns) (as bactérias ndo patogénicas e comensais também possuem este tipo
de moléculas) que se vao ligar ao PRRs (pattern recognition receptors) do individuo
originando uma resposta (Namas et al,. 2012). Para aléem dos PAMPs, que sdo de origem
exogena, existem outras moléculas de origem enddgena capazes de se ligar aos PRRs e
sdo designadas por DAMPs (danger-associated molecular patterns). Essas moléculas séo
libertadas quando ocorre um trauma ou lesdo no organismo como, por exemplo, uma
fratura de algum osso ou trauma hemorrégico. Ao ocorrer a ligacdo de PAMPs ou DAMPs
aos PRRs, vai ocorrer uma resposta parecida com a resposta séptica mas que na verdade
ndo o é pois trata-se de uma inflamacéo estéril (Ward 2012).Como exemplos de DAMPs
temos o DNA mitocondrial que é reconhecido por um recetor designado TLR9. Outras

moléculas DAMPs sdo, por exemplo, as histonas H3 e H4 (Figura 4).
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Figura 4: Inflamacéo iniciada por estimulos de PAMPs e DAMPs. Adaptado de Cinel e
Opal, 2009.

Quando ocorre uma infecdo local, as defesas do organismo entram em acdo e
tentam um rapido controle sobre a mesma, e é 0 que normalmente acontece. Mas, por
vezes, 0S micro-organismos conseguem ultrapassar estas defesas e amplificar a infecéo
que anteriormente era local tornando-a numa inflamacéo sistémica. Para acompanhar esta
amplificacdo da infecdo, o organismo amplifica também as suas respostas e o que a nivel
local era positivo passa a ser negativo a nivel sistémico como, por exemplo a
vasodilatacdo sistémica que leva ao choque séptico ou a ativacao sistémica de neutrofilos
e mondcitos que leva a lesdo aguda do rim e do pulm&o. Apesar da resposta sistémica ser
importante em muitos casos, quando ocorre de forma desequilibrada, pode levar a

consequéncias graves (Figura 5).
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Figura 5: Esquema explicativo dos efeitos benéficos a nivel local e maléficos a nivel
sistémicos da vasodilatacdo, recrutamento de leucdcitos e coagulacdo com formacéo de
NET. Adaptado de Seeley et al., 2012.

Para ocorrer sepsis, € necessario que o sistema imunitario inato (ndo especifico)
seja ativado. Este sistema inato é aquele com que o individuo ja nasce e dele fazem parte
por exemplo os macrofagos, mondcitos, basofilos, etc. Esta ativacdo é feita por trés
familias de PRRs, gque sdo recetores que vao reconhecer moléculas estranhas. Os TLRs
(tool-like receptors), os NOD-LR e ativadores de caspase citoplasmatica. Estas familias
ativam o sistema inato que, por sua vez, vai regular o sistema imunitario adaptativo
(especifico) que € o sistema imunitario que se vai modulando a medida que organismo é
apresentado a novos antigénios. Elas sdo fortemente expressas tanto em células do
sistema inato como do sistema adaptativo e também em células endoteliais e epiteliais. A
familia mais estudada s&o os TLRs e no humano s&o conhecidos 10 até ao momento. Os
TLRs 1, 2, 4, 5, e 6 sdo expressos na superficie celular e reconhecem uma grande
variedade de moléculas da superficie celular de agentes estranhos como bactérias, virus,
fungos, etc. Por sua vez 0s TLRs 3, 7, 8 e 9 sdo expressos no reticulo endoplasmatico e
em endossomas onde reconhecem &cidos nucleicos microbianos. Desses TLRs o mais
estudado é o TLR4 que é muito eficaz na resposta a bactérias gram-negativas devido a
presenca de lipopolissacaridios nessas bactérias. Quando este TLR se liga ao

lipopolissacaridio, forma um complexo que provoca a translocacgdo nuclear de AP-1, NF-
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KB e IRF3 que sdo fatores de transcricdo que se véo ligar a regides promotoras de
citoquinas tais como fator de necrose tumoral, interleucina 1B e interleucina 6, regides
promotoras de quemocinas, de intermediarios reativos de oxigénio e sintetase do 6xido

nitrico. Este fendmeno vai ajudar a atrair neutrofilos e mondcitos para o local da infecdo.

Um dos grandes ativadores da resposta do hospedeiro a infecdo e ao dano € o
inflamassoma. O inflamassoma é um complexo macromolecular que é necessario para a
ativacdo da caspase-1 e a clivagem do pro-IL-1B inativo para a sua forma ativa. S&o
“montados” de forma diferente dependendo do PRR que foi ativado. Quando operacional,
esta macromolécula ativa a caspase-1 que, por sua vez vai clivar membros da familia IL-
1 tais como IL-1B e IL-18 nas suas formas ativas. A IL-1B é uma proteina inflamatoria
pirogenica que aumenta a expressao de moléculas de adeséo nas células endoteliais, o que
aumenta o recrutamento de neutréfilos e mondcitos ao local de infegdo. Por outro lado, a
IL-18 ndo é pirogénica e induz a expressao de interferdo y pelas células T e natural Killers.
Durante a sepsis, os inflamassomas servem para amplificar a sinalizacdo da inflamacdo,

em que a sua extensao esta dependente da duracdo da ativacdo dos inflamassomas.

Na sepsis também sdo de elevada importancia uns corpusculos designados de
plaquetas. As plaquetas contribuem para a formacdo de coagulos e para manter a
homeostasia mas também apresentam um papel na defesa do organismo e na
fisiopatologia da sepsis. Expressam TLR2, TLR4 e TLR9 o que lhes permite detetar
diretamente patogénios invasores. Quando ativadas, as plaquetas matam diretamente os
patogénio através da libertacdo de proteinas microbicidas como, por exemplo, as
trombocidinas que estdo armazenadas nos granulos plaquetarios. Para além de neutralizar
diretamente agentes invasores, as plaquetas também regulam a funcdo das células
endoteliais e dos leucdcitos. Quando o TLR4 é estimulado, as plaquetas ligam-se ao
endotélio e “sequestram” neutrofilos o que aumenta 0 Seu recrutamento e também
aumenta a sua capacidade bactericida por aumentar os niveis de TNF, por secretar IL-1B
e por secretar tromboxano A. Este tipo de mecanismos é positivo quando se trata de uma
infecdo localizada mas quando se trata de uma infecdo sistémica, pode piorar a lesdo
pulmonar, diminuir o fluxo microvascular de sangue e induzir disfungdo do miocérdio.
Os lipopolissacarideos e citoquinas inflamatdrias aumentam a adesdo plaquetaria ao
endotélio e, para além disso, os lipopolissacarideos também aumentam a expressao do

fator tecidual nas células endoteliais e nos mondcitos levando a ativagdo da cascata de
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coagulacdo. Estas reacdes a presenca de lipopolissacarideos leva ao aumento de

agregacdo plaquetaria e a formacdo de microtrombos (Seeley et al., 2012).

Os mastocitos sdo também agentes importantes pois quando ocorre infecdo sofrem
desgranulacgdo e libertam IL-6 e TNF que recrutam neutréfilos e mondcitos que durante
a infecdo local sdo benéficos mas a nivel sistémico ndo o sdo. Quando mastocitos longe
do local de infecdo comecam a desgranular, levam a um aumento da infecdo sistémica e
promovem fendmenos de apoptose nos linfocitos o que piora o quadro de sepsis pois 0
organismo fica sujeito a uma infecdo oportunista (Seeley et al., 2012).

Em conjunto com as plaquetas e 0os mastdcitos, mencionados acima, os neutrofilos
desempenham um papel fundamental pois matam agentes invasores diretamente atraves
de substancias antimicrobianas, protéases e peroxidases. Outra forma que os neutréfilos
usam para eliminar agentes € a formacdo de NET (neutrophil extracellular traps) que €
uma estrutura extracelular em forma de teia que é formada quando os neutro6filos expelem
ADN gendmico impregnado com substancias antimicrobianas (Seeley et al., 2012).A
formacdo desta teia € um fendmeno de morte celular dos neutréfilos mas diferente de
apoptose e de necrose. A NET serve para aprisionar micro-organismos no local da infecédo
e também para impedir a propagacdo das suas proteinas citotoxicas. A sua formacdo esta
grandemente dependente da expressdo de TLR4 em plaquetas pois foi observado que
guando ocorre delecdo do TLR4 plaquetario, a formacao de NET é fortemente reduzida.
Tal como exemplos de sistemas de defesa anteriores, este sistema também é benéfico em
infecGes localizadas mas € prejudicial em infecbes sistémicas pois pode provocar

trombose microvascular e lesdes pulmonares.

Em contraste com a forte resposta pré-inflamatéria, numa fase mais tardia ocorre
a fase de imunossupressao através da libertacdo de citoquinas anti-inflamatorias como
por exemplo a IL-10. Um dos fendmenos que mais contribui para a imunossupressao
nesta fase de sepsis € a apoptose de células do sistema imunitario das quais 0s exemplos
mais relevantes sdo os linfdcitos e as células dendriticas que constituem um dos grupos
celulares mais importantes na apresentacdo de antigénios. Isto contribui para que o

sistema imunitario fique fragilizado o que leva a uma maior probabilidade de infecéo.

Como referido acima, durante esta condi¢do, ocorrem alteracbes na micro e
macrocirculacdo pois ocorre vasodilatacdo e deplecdo do volume intravascular. Estas

alteracdes afetam o correto enchimento do coragdo o que diminui 0 seu output. Por
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consequéncia, vai haver menos transporte de oxigénio por parte do sangue para os tecidos
conduzindo a uma hipoxia. As mitocondrias sd0 0s componentes que mais utilizam
oxigenio para produzir ATP que é usado como energia pelo organismo. Ao ocorrer dano
nas mitocéndrias no processo inflamatdrio vai ocorrer uma menor producdo de ATP
originando um balanco negativo de energia. De maneira a minimizar os efeitos negativos
o organismo comega a “desligar” a maioria dos processos celulares ficando s6 o
estritamente necessario que aliado a falta de irrigacdo dos 6rgaos, leva a uma espécie de

animacao suspensa que leva a disfuncéo do 6rgdo (Rudiger et al., 2008).

2.2.1- Diferenca entre SIRS e Sepsis

Tal como ja foi referido acima, a SIRS é uma sindrome de resposta inflamatdria sistémica.
Nesta sindrome, ndo existe infecdo por parte de um agente patogénico sendo uma
inflamacdo sistémica asséptica. Ja no caso da Sepsis, existe igualmente uma inflamacao
sistémica tal como na SIRS mas com a existéncia de uma infe¢do. Desta forma, o fator

diferenciador entre estes dois quadros ¢ a infecdo (Figura 6).

Trauma

Queimadoras

Pancriatite

Figura 6: Diferenca entre sepsis e SIRS. Adaptado de Davies e Hagen, 1997.

11



Marcadores Bioquimicos de Sepsis

2.3- Biomarcadores

Biomarcadores sdo entidades objetivamente medidas e avaliadas como um
indicador de processos bioldgicos normais, processos patolégicos ou resposta

farmacoldgicas a uma determinada terapéutica (Strimbu e Tavel, 2010) (Figura 7).

* Cytokines/chemokines

Recognition *  Inflammatory cells .
v Cell surface markers Clinica
Stimuli == o)\ == o Complement system = w— presentation | we
* Receptors (soluble)
DAMP Coagulation system (e.g. SIRS)
+ Complement

+ Vascular system

_ +  Coagulation factors
¢ Tissue

*  Acute phase reactant

1

Pathogen factors Bliomarkers Hostfactors

o Ect

Figura 7: Respostas sistémicas em sepsis e possiveis biomarcadores. Adaptado de Cho
e Choi, 2014.

Até hoje os biomarcadores foram agrupados em 4 grupos distintos; Biomarcadores
de diagnostico, de monitorizacdo, estratificacdo e de substituicdo. Os biomarcadores de
diagndstico servem para determinar a presenca ou auséncia de doenca. Biomarcadores de
monitorizacdo sdo moléculas que sofrem alteracdo no decurso da doenca permitindo,
assim, aos médicos fazer uma correta avaliacdo da sua evolucao e efetividade terapéutica.
Biomarcadores de estratificacdo sdo usados para permitir separar pacientes por classes de
severidade permitindo modular o esquema terapéutico. J& os de substituicdo servem para

prever a resolucdo da doenca (Standage e Wong, 2011).
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2.3.1- Proteina C-Reativa (C-Reative Protein- CRP)

A proteina c-reativa, € uma proteina de fase aguda produzida pelo figado, regulada
pela IL-6, apds inflamagdo ou danificag&o tecidular. A sua semivida no plasma é de 19
horas tanto o individuo se encontre saudavel ou doente. A concentracdo média é de 0,8
mg/L, sendo que quando ocorrem estimulos inflamatorios os seus valores véo até aos 500
mg/L. A sintese hepéatica comeca rapidamente ap6s o estimulo subindo os valores de
concentracdo em 5 mg/L em cerca de 6 horas. O pico € atingido as 48 horas. Quando o
estimulo cessa, as concentracdes sdo rapidamente reduzidas a uma velocidade semelhante
ao racio de clearance de CRP plasmatica. A CRP consegue reconhecer e aderir a
patogénios e a celulas danificadas estimulando a sua eliminacdo por interagdes com
celulas e mediadores inflamatorios (Pepys e Hirshfield, 2003).

E um marcador clinico usado para o estudo da presenca ou auséncia de infeco e
sepsis. Também tem sido usado para diferenciar pacientes com pneumonia de pacientes
com infe¢bes endotraqueais e para diagndstico de apendicite e diferenciacao de infecdes

bacterianas de viricas (Reinhart et al., 2012).

Pévoa et al, 2011, realizaram um estudo em que, num periodo de 12 meses,
observaram adultos com sepsis. Foram seguidos durante os primeiros 5 dias na UCI. Este
estudo concluiu que a medi¢do diaria dos niveis de CRP a seguir a prescricdo de
antibidticos € util a partir do terceiro dia para obter a previsdo da resolucdo da doenca.
Este estudo também observou que niveis decrescentes de CRP nos primeiros 5 dias estava

associado a melhor progndstico (Pévoa et al., 2011).

Um outro estudo também realizado por Pdvoa et al, 2005, observou o poder
diagnéstico da CRP, da temperatura corporal e do nimero de células brancas no
diagnostico de infecdo em pacientes em estado critico. Estes parametros foram medidos
diariamente numa populacdo de 76 pacientes infetados e 36 pacientes ndo infetados.
Concentracfes de CRP superiores a 8,7 mg/dl foram relacionadas com infecéo
apresentando valores de 93,4% de sensibilidade e 86,1% de especificidade. A combinagéo
dos valores de CRP e de temperatura corporal subiram a especificidade do diagndstico de
infecdo para 100%. (P6voa et al., 2005).

Ja Sierra et al, 2004, observaram 125 pacientes com SIRS, sendo que 55 nédo

apresentavam sinais de infecdo e 70 diagnosticados com sepsis. Como controlo, foram
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usados 25 pacientes com enfartes agudos do miocardio ndo complicados e 50 individuos
saudaveis. Dessa forma, foram criados 4 grupos consistindo o grupo 1 e 2 de individuos
com SIRS, estando no grupo 1 individuos com infegdo e no grupo 2 sem infecdo. Ja os
grupos 3 e 4 pertenciam ao controlo, sendo o grupo 3 representando por pacientes com

infecdo ndo sistémica e o grupo 4 representado por individuos saudaveis.

O grupo composto por individuos saudaveis, apresentou os menores valores de
CRP na ordem de 0,21 mg/dl. O grupo de pacientes com enfarte agudo do miocérdio,
apresentaram valores de 2,2 mg/dl. O grupo dos pacientes com sepsis apresentou 0s
valores mais altos de CRP na ordem de 18,9 mg/dl superando o grupo com SIRS sem

infecdo com valores de 1,7 mg/dl (Sierra et al., 2004).

A partir destes dados, € possivel concluir que a medi¢do dos niveis de CRP
apresentam-se elevados diferenciando pacientes sem infecdo de pacientes com infecédo

dentro de um curto periodo de tempo.

Apesar da sua ampla utilizacdo apresenta uma grande desvantagem que € a sua
baixa especificidade como biomarcador de sepsis no individuo adulto. Por sua vez em
criancas, apresenta bons resultados sendo muito usado para o diagnostico inicial de sepsis
nas primeiras 24 horas de vida, onde a sua sensibilidade esta compreendida entre 29 e
100%, que é considerado um valor muito alto (Hofer et al., 2012). Também é muito usado
para monitorizar os pacientes ap6s cirurgia onde 0s niveis costumam estar elevados
comparativamente a niveis pré-operatorios mas que caiem rapidamente excetuando-se o

caso de infecdo pos-operatoria presente.
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2.3.2- Procalcitonina (PCT)

A procalcitonina é um percursor da hormona calcitonina e é sintetizada por células
C datiroide, por macrofagos, células do figado e do pulmé&o.. Tendo os seus niveis séricos
normalmente baixos, em caso de resposta inflamatoria estes sobem consideravelmente.
As infecOes bacterianas aparentam ser as que causam as maiores subidas dos seus niveis.
Também existem provas de que 0s seus picos sdo maiores em infecdes por bactérias do
tipo gram-negativas. Em infegBes bacterianas os niveis séricos de procalcitonina
comecam a subir 4 horas ap6s o inicio da infe¢do e atingem o seu pico entres as 8 e as 24
horas (Kibe et al., 2011). Apresenta uma semivida de 25 a 30 horas (Maruna et al., 2000).
Em pacientes que foram sujeitos a cirurgia, 0s niveis aumentam retornando ao normal 12
a 24 horas ap0s a cirurgia em caso de ndo haver infe¢do ao contrério da CRP que se

mantém elevada um maior nimero de dias ap06s cirurgia (Kibe et al., 2011).

Nos dltimos anos, a procalcitonina tem sido estudada como marcador para a
distingdo entre SIRS e sepsis. Foi concluido que pode ser usada como um adjuvante no
diagndstico em juncdo com outras técnicas mas que isoladamente ndo apresenta grande
significado. E mais utilizada para descartar uma infegdo caso 0s seus niveis sejam baixos

ja que quando estes sao altos, pode ou nao haver infecdo (Kibe et al., 2011).

Balci et al, 2003, realizaram um estudo envolvendo 33 pacientes da unidade
intensiva. Os pacientes foram diagnosticados com SIRS, sepsis e choque séptico. Neste
estudo sdo comparados 0s niveis séricos de procalcitonina com CRP, TNF, IL-2, IL-6 e
IL-8 de forma a determinar qual marcador apresenta melhor especificidade e

sensibilidade na diferenciacdo de SIRS e sepsis.

Apos minuciosa anélise, ficou provado que a procalcitonina apresenta uma maior
sensibilidade e especificidade (85% e 91% respetivamente) do que todos 0s outros
parametros estudados (Balci et al., 2003) (Tabela 1).

CRP TNF IL-2 IL-6 IL-8 PCT
SENSIBILIDADE ‘ 58% 55% 63% 51% 68% 85%
ESPECIFICIDADE ‘ 58% 66% 55% 53% S57T% 91%
Tabela 1 Sensibilidade e especificidade de Marcadores. Adaptado de Balci et al., 2003
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Um outro estudo realizado por Guven et al, 2002, analisou os valores de PCT,
CRP e de contagem de globulos brancos em pacientes com pelo menos dois critérios dos
acima referidos para a SIRS. Foram inseridos neste estudo, 34 pacientes com sinais de

SIRS que posteriormente foram divididos em dois grupos.

O primeiro grupo era composto por pacientes onde ndo havia suspeita de sepsis
tendo apenas infecGes menores como, por exemplo, do trato respiratorio. Este grupo
serviu de grupo controlo. O segundo grupo era composto por individuos com suspeita de

sepsis.

Foi possivel concluir que o grupo com suspeita de sepsis apresentou valores
maiores de PCT do que o grupo sem suspeitas de sepsis. O resultado para sepsis era
considerado positivo quando pacientes com infecdo bacteriana documentada
apresentavam valores de PCT superiores a 2 pg/L, niveis de CRP superiores a5 mg/L e
contagem de glébulos brancos inferior a 4000 ou superior a 12000 células/mm (Guven et
al., 2002). A sensibilidade e especificidade de cada parametro para esses valores estdo na
tabela 2.

CRP PCR GB
SENSIBILIDADE ‘ 78,9% 68,42% 47,4%
ESPECIFICIDADE ‘ 100% 0 46,7%
Tabela 2 Sensibilidade e especificidade de CRP, PCR e GB. Adaptado de Guven et al.,
2002

A partir destes valores conclui-se que a PCT apresenta melhor sensibilidade e

especificidade dos que os outros dois parametros no diagndéstico de sepsis.

A PCT ndo tem sido apenas estudada para o uso diagnéstico como referido acima.
Alguns estudos como por exemplo um estudo realizado por Giamarellos-Bourboulis et
al, 2002, demonstrou que a PCT também tem um valor elevado no prognostico de doentes
com sepsis. Segundo esse estudo, quanto mais elevados estavam os niveis séricos, pior o
prognoéstico sendo maior a probabilidade de mortalidade (Giamarellos-Bourboulis et al.,
2002).
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Outra funcdo que tem sido analisada em varios estudos é a sua medicdo para
decisdo de terapia antibidtica, pois quando os niveis descem para valores aceitaveis, 0s
antibidticos podem ser suspensos sem aumentarem a mortalidade. (Reinhart et al., 2012).

Limitacoes

Existem limitagdes no uso de PCT como acima descrito pois ocorrem
frequentemente elevacdes dos niveis sericos por motivos ndo especificos como por
exemplo em situacéo de extremo stress (por exemplo, trauma severo, cirurgia ou ataque
cardiaco). Por este motivo, a PCT descrimina melhor a presenca ou auséncia de infecédo
em pacientes ndo sujeitos a cirurgia. Algumas doencas autoimunes como por exemplo a
doenga de Kawasaki e vasculite também estdo associados a niveis elevados. J& em sepsis
originado por Céandida, os niveis de PCT sédo reduzidos ou mesmo normais sendo o seu
uso como biomarcador em sepsis fungica desaconselhado. Nestes casos, utilizam-se
componentes da parede celular dos fungos como por exemplo o 1,3-B-glucano como
marcadores (Reinhart et al., 2012).

Toxicidade da procalcitonina na sepsis

Muitos estudos até agora conseguiram concluir que a PCT tem efeitos agressivos
nos individuos com quadro de sepsis. Estes estudos foram realizados com base em
descobertas que o metabolismo da PCT em hamsters era semelhante ao dos humanos. A
partir desta premissa, foi realizado um modelo virulento de peritonite introduzindo no
peritonio placas de agar contendo E. Coli. Os niveis séricos de PCT e a mortalidade de
72 horas corresponderam a dose bacteriana administrada. Seguidamente, a dose foi
ajustada para atingir uma mortalidade de 50%. A PCT que anteriormente tinha sido
administrada a animais saudaveis e ndo tinha provocado efeitos tdxicos foi administrada
a animais com sepsis que resultou numa mortalidade de aproximadamente 100% (Nylén
etal, 1998). Este valor demonstra a capacidade toxica desta pré-hormona num ja instalado
quadro de sepsis, 0 que leva muitos investigadores a ponderar o efeito terapéutico da sua

neutralizacéo.
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Para atingir esse objetivo de neutralizacéo foi criado um antissoro a partir de uma
cabra, especifico para a por¢do média da PCT e foi administrada em hamsters com sepsis
aumentando marcadamente a sobrevivéncia quer a neutralizacdo fosse realizada num

estagio inicial ou final (Nylén et al, 1998).

A luz destes resultados, foi realizado outro estudo mas desta vez em porcos com
um modelo de sepsis bastante forte tentando atingir mortalidade rapidamente. Neste
estudo, os autores tentaram observar se ao mudarem a especificidade do local do antissoro
iriam conseguir os mesmos objetivos e para isso sintetizaram um antissoro em coelhos
com especificidade para a por¢do amino-terminal da pré-hormona. Depois de ja instalado
0 quadro grave de sepsis foi entdo administrado o antissoro que diminuiu a mortalidade a

curto prazo quer no inicio ou no fim.

Os dados retirados sdo bastantes promissores no que toca a neutralizacdo da PCT
para fins terapéuticos melhorando a taxa de sobrevivéncia mesmo em doentes que ja

apresentam um estagio evoluido da doenca (Wagner et al, 2002).

Apesar da sua toxicidade, a PCT é um dos biomarcadores mais estudados mais

promissores na ajuda no diagnostico e prognoéstico do quadro septico.
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2.3.3- Proteina de ligacao a lipopolissacarideos (Lipopolysaccharide
Binding Protein- LBP)

A proteina de ligacdo a lipopolissacarideos € uma proteina de fase aguda
produzida maioritariamente por hepatocitos. A sua indugdo ocorre cerca de 12 horas apds
o0 estimulo quer por parte de bactérias gram-negativas quer por parte de bactérias gram-
positivas (Orlikowsky et al., 2006). A semivida no soro é de 12 a 24 horas (Behrendt et
al., 2004). Nos humanos, a proteina de ligacdo a lipopolissacarideos costuma encontrar-
se numa concentracdo sérica de 5 a 10 microgramas por mililitro mas esses niveis
aumentam durante a fase aguda da reacdo atingindo picos de 200 microgramas por
mililitro (Reinhart et al., 2012).

A proteina de ligagdo a lipopolissacarideos liga-se aos lipopolissacarideos das
bactérias Gram-negativas formando um complexo de ligacdo. Por sua vez, esse complexo
liga-se ao CD14 e a recetores toll like originando uma transcri¢do de citocinas e outros

mediadores pro-inflamatorios (Bloos e Reinhart, 2014).

Alguns estudos, concluiram que esta proteina podia ser usada como um marcador
de infecdo e um marcador de severidade e progndéstico. Apesar disso, um estudo mais
recente demonstrou que a discriminacédo de pacientes sem infecdo de pacientes com sepsis
severa foi de eficacia moderada e que falhou em discriminacdo de pacientes com sepsis

sem disfuncéo organica (Reinhart et al., 2012).

Devido ao facto de haver mais associacdes entre niveis elevados de proteina de
ligacdo a lipopolissacarideos e infecdes por parte de bactérias gram-negativas, Blairon et
al, 2014 conduziram um estudo em pacientes com sepsis severa e choque séptico
avaliando a correlacdo entre os niveis de LBP e infe¢bes por parte de bactérias gram-
positivas e fungos. A concluséo foi que os niveis de LBP eram sensivelmente semelhantes
quer em infecBes por parte de bactérias gram-negativas quer por infecdes por parte de
bactérias gram-positivas e fungos. Também foi concluido que episddios posteriores de
sepsis severa ou choque séptico no mesmo individuo apresentam valores menores de
LBP. A luz destes resultados, percebe-se que a proteina de ligacio a lipopolissacarideos
ndo é uma boa ferramenta para diagnosticar o microrganismo responsavel pela infecao
(Blairon et al., 2014).
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Villar et al, 2009, mediram as concentragdes sérias de LBP no dia de admissao,
apos 48 horas e apds 7 dias, de 180 pacientes com sepsis severa. O intuito deste estudo, é
observar o poder progndstico da LBP.

No dia de admissdo, os niveis de LBP entre o grupo de sobreviventes e ndo
sobreviventes foi semelhante (117,4 pg/ml nos sobreviventes e 129,8 pug/ml nos nédo
sobrevivente). J& na medicao realizada nas 48 horas apds admissao, os niveis de LBP
eram superiores no grupo dos ndo sobreviventes do que no grupo dos sobreviventes (77,2
pg/ml nos sobreviventes e 121,2 pug/ml nos ndo sobreviventes). Por fim, no dia 7, os niveis
também se encontravam ligeiramente superiores no grupo dos ndo sobreviventes (64,7
pg/ml nos sobreviventes e 89,7 pg/ml nos ndo sobreviventes) (Villar et al, 2009). Estes
resultados provam que a partir das 48 horas os niveis de LBP sdo bons indicadores de
severidade e mortalidade.
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2.3.4- Pentraxinas

Pentraxinas sdo uma superfamilia de proteinas envolvidas em respostas de fase
aguda que atuam como recetores de reconhecimento padrdo. A proteina c-reativa é uma
pentraxina curta, e Como as pentraxinas curtas, as pentraxinas longas como, por exemplo,
a pentraxina 3 sdo secretadas por varias células (Reinhart et al., 2012). A sua sintese é
estimulada por citocinas e endotoxinas. A concentracdo normal no plasma é de 2 ng/ml.
Em condigdes inflamatdrias, 0s seus niveis sobem rapidamente atingindo concentra¢es
compreendidas entre 200 e 800 ng/ml em 6 a 8 horas (Bastrup-Birk et al, 2013). Ligam-
se especificamente a fungos, bactérias e virus induzindo fagocitose por ligacdo ao fator
de complemento Clg. Em pacientes com sepsis severa e choque séptico, niveis
persistentes altos de pentraxina 3 nos primeiros dias foram associados com mortalidade.

Um estudo realizado por Bastrup-Birk et al, 2013 avaliou os niveis de pentraxina
3 em 261 pacientes com SIRS, usando como controlo 100 amostras sanguineas de dadores
de forma a observar a capacidade de biomarcador que a pentraxina apresenta no
diagndstico de SIRS, sepsis, sepsis severa e choque séptico. Como ja era de esperar, 0s
niveis de pentraxina 3 nos pacientes (média de 71,3 ng/ml) foram superiores aos do
controlo (0 ng/ml). Estes niveis de pentraxina 3 apresentaram uma sensibilidade de 89,1%
e uma especificidade de 85,0% para a discriminacdo entre pacientes e controlo. Niveis
superiores de pentraxina 3 foram associados a sepsis, sepsis severa e choque séptico
(Bastrup-Birk et al., 2013). Também foi possivel concluir que pacientes que
apresentavam maiores niveis no dia de admissao, obtiveram uma maior mortalidade ao

fim de 90 dias do que o restante grupo.

Num estudo realizado por Uusitalo-Seppalé et al., 2013, 537 pacientes foram
divididos em 5 grupos. O grupo 1 consistia em pacientes sem SIRS e sem infecdo
bacteriana; o grupo 2 era constituido por pacientes com infecdo mas sem SIRS; o grupo
3tinha SIRS mas ndo apresentava infe¢do; o grupo 4 tinha sepsis (ou seja infegcéo e SIRS)
mas sem faléncia organica; e o grupo 5 apresentava sepsis severa. Foram feitas medicoes
dos niveis de pentraxina 3 e os niveis médios foram de 2,6 ng/ml para o grupo 1, 4,4
ng/ml para o grupo 2, 5,0 ng/ml para o grupo 3, 6,1 ng/ml para o grupo 4 e 16,7 ng/ml
para o0 grupo 5. Ja 0s ndo sobreviventes apresentaram uma média de 14,1 ng/ml contra
uns 5,1 ng/ml por parte dos sobreviventes (Uusitalo-Seppala et al., 2013). Estes dados

permitem concluir que aquando da admissdo dos pacientes no hospital, a medicdo dos
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niveis de pentraxina 3 sdo Uteis para prever sepsis severa e mortalidade pois nos pacientes

com sepsis severa e nos ndo sobreviventes os niveis foram muito superiores.

Os estudos referidos acima permitem concluir que a pentraxina 3 € um bom
biomarcador de prognostico fornecendo dados importantes sobre como tratar

determinado paciente dependendo dos valores dos niveis séricos.
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2.3.5- Fator de necrose tumoral (Tumor Necrosis Factor- TNF) e

interleucina-1 (IL-1)

Citocinas sdo pequenas proteinas mediadoras do sistema imunitario. Quando sao
libertadas, as citocinas pro-inflamatorias levam a uma ativacéo do sistema imunologico
nato e adaptativo que vai aumentar ainda mais a produgédo de citocinas. Esta crescente

libertacdo é designada por cascata de citocinas (Shulte et al., 2013).

Dentro das citocinas pro-inflamatdrias mais estudadas estdo o TNF e a IL-1 que

inclui interleucina 1 alfa e interleucina 1 beta.

O TNF néo deriva apenas de células imunes ativadas como por exemplo 0s
macrofagos mas também por células ndo imunes como por exemplo os fibroblastos em
resposta a um estimulo inflamatério. Apos esse estimulo, a producdo do fator de necrose
tumoral comeca passado cerca de 30 minutos (Shulte et al., 2013). Apresenta uma
semivida de 17 minutos (Cho e Choi, 2014). O fator atua por via de recetores
transmembranares especificos levando a ativacao de células imunes que, por sua vez, vao

libertar mais mediadores imunitarios.

O TNF tem um papel muito importante na sepsis devido aos seus mecanismos de
acdo. Quando é libertado, atua em células como macrofagos, aumentando a sua producédo
por células progenitoras, promove ativacdo e diferenciagdio e aumenta a sua
sobrevivéncia. Estes mecanismos descritos aumentam consideravelmente a resposta
inflamatdria. Também aumentam a capacidade de adeséo das integrinas em neutrofilos
promovendo a sua movimentacdo entre tecidos. Outro mecanismo potenciador é a sua
capacidade de ativar a coagulacdo. Devido ao seu papel ativador de macrofagos referido
acima, vai fazer com que estes secretem mais citocinas, mediadores lipidicos e espécies

reativas de oxigénio e nitrogénio que leva a induc¢éo de disfuncdo organica.

Waage e Espevik, 1987, analisaram amostras de 79 pacientes com meningite
meningocacica e sepsis, ou ambos, de forma a medir os niveis de TNF em 10 de 11
pacientes que morreram e em 8 de 68 que sobreviveram. Desta forma foi possivel concluir
que o TNF apresenta correlagdo com severidade e mortalidade mostrando-se um bom

marcador prognoéstico (Waage e Espevik, 1987).
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A IL-1 é libertada primeiramente por macréfagos ativados tendo efeitos
semelhantes ao TNF no que toca a posterior libertagdo de mais mediadores. A infusdo do
TNF recombinante em humanos provocou SIRS e resultados semelhantes foram
encontrados para a IL-1 sendo que os dois atuam sinergicamente para induzir um estado
semelhante a choque caracterizado por permeabilidade vascular, edema pulmonar e

hemorragias.
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2.3.6- Interleucina-6

Uma citocina muito estudada é a interleucina-6. Esta interleucina é uma
glicoproteina produzida por vérias células do organismo como, por exemplo, macrofagos,
fibroblastos e células dendriticas sobre o estimulo de TNF e IL-1 (Bloos e Reinhart,
2014). Os seus valores em individuos saudaveis sdo indetetdveis aumentando em
situacdes de trauma, infecdo ou algum tipo de stress. Esse aumento € realizado de forma
répida levando a uma cascata de eventos inflamatorios (Palmiere, Augsburger, 2014). O
seu pico aparece duas horas apos infecdo e mantém-se durante muito mais tempo do que
o fator de necrose tumoral e a IL-1 (Bloos e Reinhart, 2014). Os efeitos da IL-6 no
organismo sdo a ativacdo de linfdcitos B e T, ativacdo da coagulacdo e modulacdo da
hematopoiese.

Harbarth et al, 2001, realizaram um estudo de forma a comparar a capacidade
diagnostica da PCT com a IL-6 e a IL-8. Foram usados 78 pacientes sendo que 18
apresentavam SIRS, 14 casos de sepsis, 21 casos de sepsis severa e 25 casos de choque
séptico. De todos os marcadores, a PCT foi o marcador que melhor sensibilidade e
especificidade apresentou para distinguir SIRS de sepsis (Harbarth et al., 2001) (Tabela
3).

PCT IL-6 IL-8
SENSIBILIDADE ‘ 97% 67% 63%
ESPECIFICIDADE ‘ 78% 2% 78%
Tabela 3 Sensibilidade e especificidade de PCT, IL-6 e 11-8. Adaptado de Harbarth et
al., 2001

Apesar de ndo apresentar grande poder diagnostico, apresenta poder prognostico
pois 0s seus niveis estdo associados a mortalidade e severidade. Contudo, mesmo
apresentando estas caracteristicas de marcador progndstico, tal como outros marcadores
0s seus niveis elevados podem ser causados por estimulos ndo infeciosos tal como trauma

e cirurgia.
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2.3.7- Interleucina-8 (1L-8)

A IL-8 é uma quimiocina produzida por varias ceélulas como mondcitos,
macrofagos e fibroblastos. Tem atividade quimiotética para linfécitos T, eosinofilos e
basofilos. E capaz de estimular muitas atividades dos leucdcitos polimorfonucleares
como, por exemplo, a explosdo oxidativa onde ocorre uma libertacdo de espécies reativas
de oxigeénio, exocitose de determinados granulos, libertacdo de protéases e aumento de
expressdo de integrinas. Devido a todas estas fungfes no organismo, a I1L-8 € uma
importante citocina pré-inflamatoria. Os seus niveis no sangue tém sido relacionados com

a severidade da doenca e o seu desfecho (Marie et al., 1997).

Num estudo realizado por Hack et al., 1992, foram comparados individuos
saudaveis com pacientes com sepsis tendo em conta os seus niveis de IL-8. Nos
voluntarios saudaveis, os niveis estavam compreendidos entre os 6 e os 41 pg. JA em
individuos com sepsis 0s niveis variavam entre 7 e 66000 pg/ml. Apesar desta diferenca,
esta citocina provou-se incapaz de diferenciar sepsis de sindrome inflamatorio sem
infecdo. Também foi incapaz de discriminar infe¢cGes provocadas por bactérias gram-
positivas de infecGes provocadas por bactérias gram-negativas. Relativamente ao
desenvolvimento de choque séptico, a IL-8 mostrou-se capaz de oferecer um bom
prognostico pois os pacientes foram divididos em 4 grupos e o grupo com maiores niveis
de IL-8 apresentou maiores niveis de desenvolvimento de choque. Quanto ao seu poder
progndstico de mortalidade, os dados estatisticos ndo foram relevantes ndo oferecendo

ferramentas prognosticas neste ambito (Hack et al., 1992).

Relativamente a sepsis neonatal, foi realizado um estudo conduzido por
Boskabadi et al., 2010, que observou 80 recém-nascidos sendo que 38 eram casos e 42
eram controlos. Os dados permitiram concluir que os niveis de IL-8 nos pacientes que se
veio a provar terem culturas bacterianas positivas eram 34 vezes maiores do que nos
individuos saudaveis o que tem levado a diminuicdo de uso de antibioticos em meio
hospitalar. Quando associado a outro biomarcador como, por exemplo, CRP a sua
capacidade diagndstica melhora significativamente. Também foi possivel perceber o
poder prognostico da IL-8 pois em recém-nascidos que ndo sobreviveram os niveis foram

cerca de 3,3 vezes superiores do que os sobreviventes (Boskabadi et al., 2010).
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Em resumo, esta citocina ndo € um marcador diagnostico de eleicdo pois nao
apresenta grande capacidade de diferenciar SIRS de sepsis e 0 seu uso como marcador
prognostico de mortalidade também néo apresenta grandes vantagens. Ja como marcador
de progndstico de severidade apresentou algumas aplicacdes conseguindo prever

desenvolvimento de choque.
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2.3.8- Interleucina-12

A interleucina-12 é estruturalmente relacionada com a familia das interleucina-6.
Esta citocina é produzida maioritariamente por fagécitos como macréfagos, neutréfilos e
células dendriticas. Regula o sistema imunitario induzindo a producdo de interferdo-y por
células T e natural killers, que por sua vez ativam os macrofagos que vdo aumentar a
producdo de citocinas. A IL-12 também apresenta capacidade de aumentar a proliferacdo
e criacdo de coldnias de progenitores hematopoiéticos (Schulte et al., 2013).

Contudo, o seu papel na sepsis continua controverso. Depois de alguns estudos
chegou-se a concluséo que niveis elevados de IL-12 estdo relacionados com um aumento

da sobrevivéncia ao contrario de niveis baixos que estdo relacionados com mortalidade.

Um desses estudos foi realizado por Mancuso et al., 1997, onde foi observado o
papel desta citocina em sepsis neonatal provocada por estreptococos do grupo B. Em
animais onde foi administrado um composto anti-IL-12 houve um aumento da
mortalidade e em animais administrados com IL-12 recombinante houve uma reducdo da
mortalidade (Mancuso et al., 1997).
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2.3.9- Fator de inibicdo de migracdo de macrdéfagos (Macrophage
Migration Inhibitory Factor- MIF)

O fator de inibicdo de migracdo de macrofagos é uma citocina pré-inflamatoria
produzida por vérios tipos de células desde mondcitos, macrofagos, células enddcrinas e
endoteliais, em resposta a estimulos inflamatérios (Grieb et al., 2010). Esta citocina
aumenta as respostas antimicrobianas dos macréfagos, devido a sua capacidade de
aumentar a sua sobrevivéncia, aumentando a expressao de TLR4. Também aumenta o seu
recrutamento. Estimula a produgdo de outras citocinas como, por exemplo, o TNF,
interferdo-y e IL-1, ativando também células T. Em condi¢Ges normais, 0s seus niveis
estdo entre 0s 2 e 10 ng/mL. As concentracdes costumam estar elevadas durante infecdes
(Cho, Choi, 2014).

A primeira prova do papel do fator de inibicao na sepsis foi dada por Calandra et
al., 2000, que demonstrou que os niveis eram bastante elevados em pacientes com sepsis
e ainda mais elevados em pacientes com choque sético (Calandra et al., 2000). Contudo,
ndo apresenta bom poder de diferenciacdo de doentes sem infecdo para doentes com
infecdo tal como provou Lehmann et al., 2001, num estudo que realizou envolvendo
pacientes com sepsis e pacientes em estado critico pds-operatorio. Os seus niveis eram
muito maiores nestes dois grupos do que no grupo controlo saudavel. Apesar disso, entre
eles, ndo apresentavam diferencas significativas (Lehmann et al., 2001).

Bozza et al, 2004, observaram 42 pacientes medindo os niveis de fator de
migracdo e chegaram a conclusdo que este marcador apresenta boas caracteristicas

prognosticas de severidade e mortalidade (Bozza et al., 2004).

Embora possua fraco poder diagndstico, varios investigadores afirmam possuir

bom poder progndstico prevendo estados com pior resolucao.
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2.3.10- Interleucina-10 (1L-10)

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatoria produzida por vérias células do sistema
imune como, por exemplo, monacitos, macréfagos e linfdcitos B e T. Ficou provado em
estudos in vitro que a IL-10 tem um poder de supressao sobre citocinas pro-inflamatorias
como por exemplo o TNF e a IL-1 diminuindo as suas concentracdes e consequentemente
os seus efeitos inflamatorios. Em estudos realizados em modelos de murinos, a
administracdo de IL-10 protegia os ratos de uma endotoxemia letal e a sua
imunoneutralizacdo revertia este processo (Shulte et al., 2013). Também foi observado
que em estados mais avancados, a administracdo de IL-10 piorava o quadro sendo que 0

efeito benéfico desta citocina estd muito depende da altura em que é administrada.

Inibe as citocinas pro-inflamatorias das células Thl, incluindo o interferon e o
TNF (Chuang et al., 2013).

Num estudo realizado por Chuang et al., 2013, foram medidos os niveis séricos
do fator de inibicdo de migracdo de macréfagos e de 1L-10 em 153 pacientes com choque
séptico. Embora teoricamente no modelo de sepsis fosse considerado que primeiro ocorria
uma fase pro-inflamatdria e mais tarde anti-inflamatoria, este estudo demonstrou que 0s
niveis dos dois tipos de citocinas sdo elevados simultaneamente no inicio. Tambem foi
possivel concluir que a IL-10 é um bom biomarcador de progndéstico conseguindo prever

mortalidade na altura de admisséo, 48 horas, 72 horas e até 15 dias (Chuang et al., 2013).

Andaluz-Ojeda et al, 2012, realizou um estudo onde chegou a conclusdo que
niveis de IL-10 eram mais elevados em pacientes no primeiro dia de sepsis severa ou
choque séptico, estando esses niveis correlacionados com uma maior mortalidade
(Andaluz-Ojeda et al., 2012).
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2.3.11- High-mobility-group box 1- HMGB1

A HMGBL1 é uma proteina nuclear e citoplasmatica mediadora de inflamacéo com
propriedades de fator de transcri¢do e de crescimento. A sua producédo € estimulada por
TNF e IL-1 (Park et al, 2005). Tem um papel importante na estimulacdo que exerce sobre
os macrofagos e monécitos para a libertacdo de citocinas. E libertada por macréfagos
ativados mas a sua concentracdo demora mais a aumentar do que, por exemplo, o fator de
necrose tumoral e a IL-1. Os seus niveis demoram cerca de 8 a 12 horas a atingir valores

detetaveis (Cho e Choi., 2014). Em individuos saudaveis, esta proteina ndo é detetavel.

Num estudo realizado por Gaini et al., 2007 foram medidos os niveis de HMGB1
em pacientes com sepsis, sepsis severa, pacientes infetados sem apresentar SIRS e
pacientes sem infecdo. Para além destes grupos ainda existia um grupo controlo composto
por individuos saudaveis. Foi possivel concluir que os niveis foram substancialmente
mais elevados nos pacientes do que no grupo controlo. No entanto, entre 0s pacientes,
ndo houve significancia estatistica entre os restantes grupos ndo sendo este biomarcador

capaz de diferenciar situacdes de infecdo ou nédo (Gaini et al, 2007).

Hou et al., 2009, realizaram um estudo em ratos de forma a estudar os efeitos do
HMGB-1 na severidade do quadro séptico. Para esse efeito, foram inoculadas 3 doses de
lipossacarideos em grupos diferentes (4,8, e 16 mg/kg). O grupo de controlo, foi
inoculado com o veiculo apenas. Os niveis de HMGB-1 subiram entre 8 a 32 horas,
chegando ao pico cerca de 24 horas depois da inoculacdo, sendo superiores nos grupos
inoculados do que no grupo controlo. Dentro dos grupos inoculados, o grupo com maior
dose de lipossacarideos apresentou maiores niveis de HMGB-1. Foi também concluido

que 0 HMGB-1 esté relacionado com severidade (Hou et al., 2009).
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2.3.12- Soluble Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells-1 —
STREM-1

O TREM-1 é um membro da superfamilia das imunoglobulinas que é produzido
em maior quantidade em células mieloides como, por exemplo, fagécitos na presenca de
bactérias ou fungos. A sua expressdo é regulada por fluidos biolégicos humanos e por
tecidos infetados com bactérias gram-positivo e gram-negativo (Palmiere e Augsburger,
2014). Os fagocitos ativados libertam uma forma solavel (STREM-1) que aparece no

plasma. Em situacfes onde néo existe infe¢do os niveis de STREM-1 mantém-se baixos.

Num estudo realizado por Zhang et al., 2011, foi comparado o poder diagndstico
e progndstico do sTREM-1 relativamente 8 CRP e a PCT. Foram observados 52 pacientes
sendo que 15 apresentavam sepsis e 37 apresentavam sepsis severa. Os niveis dos 3
biomarcadores foram medidos nos dias 1,3,5,7,10 e 14 ap6s admissdo. Conclui-se entdo
que os niveis de STREM-1 em individuos com sepsis severa era superior aos individuos
com sepsis no primeiro dia e que os niveis dos outros dois biomarcadores nao
apresentavam grandes diferencas entre os dois grupos. Relativamente a capacidade
prognostica, o grupo dos ndo sobreviventes apresentava valores superiores de STREM-1
relativamente ao grupo dos sobreviventes em todos os pontos temporais. Por sua vez 0s
valores de CRP e de PCT foram sempre descendo ao longo do tempo em ambos 0s grupos.
Deste estudo tira-se a conclusdo que o STREM-1 apresenta melhor poder de diagnostico

e prognostico do que os outros biomarcadores estudados (Zhang et al., 2011).

Ja num estudo realizado por Wu et al., 2012 foi observado que o0 STREM-1
apresenta capacidade moderada para diferenciar sepsis de SIRS mas que isoladamente

ndo apresentava grande capacidade diagndstica (Wu et al., 2012).

Su et al., 2012, avaliaram também estes 3 marcadores (STREM, PCT e CRP) de
forma a analisar o seu poder diagnostico em diferenciar SIRS de sepsis e 0 seu poder
prognostico de mortalidade e severidade. Foram usados 144 pacientes da unidade de
cuidados intensivos, sendo que 60 apresentavam SIRS e 84 sepsis. De seguida, de acordo
com os resultados da cultura sanguinea, foram divididos em 2 grupos: com cultura
bacteriana positiva (33 pacientes) e com cultura bacteriana negativa (51 pacientes). Por
fim, de acordo com a sobrevivéncia a 28 dias, todos os pacientes foram divididos entre

sobreviventes e ndo sobreviventes (Su et al., 2012).
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No dia de admissdo, os niveis de STREM-1, PCT e CRP foram superiores no grupo

de sepsis do que no grupo com SIRS. Os valores estdo na tabela 4:

STREM-1 PCT CRP
SESPIS ‘ 149,06 pg/ml 11,4 mg/dl 2,86 ng/ml
SIRS ‘ 59,97 pg/ml 8,3 mg/dl 0,33 ng/ml

Tabela 4 Valores em pacientes com sepsis e SIRS.Adaptado de Su et al., 2012

Ja os niveis de sensibilidade e especificidade para diagndstico entre SIRS e sepsis

foram os seguintes (Tabela 5):

STREM-1 PCT CRP
SENSIBILIDADE ‘ 83% 55% 35%
ESPECIFICIDADE ‘ 81% 83% 98%
Tabela 5 Sensibilidade e especificidade de STREM, PCT e CRP. Adaptado de Su et al.,
2012

A partir destes dados podemos concluir que o STREM apresenta a maior
capacidade dos 3 para distinguir sepsis de SIRS sendo a sua sensibilidade bastante

superior.

Relativamente a capacidade progndstica destes marcadores, no grupo com cultura
bacteriana negativa, os niveis ndo se diferenciaram muito entre sobreviventes e ndo
sobreviventes. Ja no grupo com cultura positiva, todos os marcadores apresentaram niveis
mais elevados no grupo dos ndo sobreviventes mas apenas o STREM e a procalcitonina
foram significativamente diferentes sendo que apenas estes dois apresentam um bom

poder progndstico segundo este estudo.

Os valores de sensibilidade e especificidade destes dois marcadores para
progndstico de mortalidade foram (Tabela 6):
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STREM-1 PCT
SENSIBILIDADE ‘ 100% 90%

ESPECIFICIDADE ‘ 68% 63%
Tabela 6 Sensibilidade e especificidade de STREM e PCT. Adaptado de Su et al., 2012
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2.3.13- Soluble urokinase plasminogen activator receptor- SUPAR

O uPAR é um recetor de sinalizacdo de superficie expressado em Varios
leucocitos. Esta envolvido em vérias fungdes imunoldgicas tais como adesdo celular,
diferenciacéo, proliferacdo e migracdo. Na presenca de um processo inflamatorio o uPAR
é clivado da superficie das células por parte de protéases na sua forma soltvel (SUPAR).
Os seus niveis costumam estar mais elevados em situac@es de presenca bacteriana, viral,
cancro, queimaduras ou doengas reumaticas. Pode ser medido a partir de varios fluidos

como, por exemplo, urina, saliva e fluido de lavagem bronquica (Cho, Choi, 2014).

Em 2012 um estudo de revisao feito por Backes et al., 2012, concluiu que o SUPAR
apesar de apresentar niveis elevados em sepsis e SIRS, ndo apresenta bom poder
diagndstico pois ¢ um marcador ndo-especifico de inflamacdo. No entanto, a nivel
prognastico apresenta bons resultados estando a sua elevada quantidade associada a um
pior prognostico do paciente (Backes et al., 2012).

Outro estudo de revisdo publicado em 2012 por parte de Donadello et al., 2012,
obteve resultados semelhantes indicando a fraca capacidade diagndstica e forte

capacidade progndstica deste marcador (Donadello et al., 2012).

Um outro estudo realizado por Huttunen et al., 2011, reforcou o estatuto de bom
indicador prognéstico do suPAR. Neste estudo, foram recolhidas amostras de 132
pacientes com bacteriemia. Os valores foram medidos no dia 1 e 4, no dia 13 e 18 e depois
da recuperacdo. Nos dias 1 e 4 os niveis de SUPAR foram bastante superiores no grupo
dos ndo sobreviventes (15,8 vs 7,3 ng/ml). Ja a sua sensibilidade foi de 83% e a
especificidade de 76% (Huttunen et al., 2011).

Devido a estes dados € seguro concluir que o SUPAR ndo é um bom biomarcador
para diferenciacdo de sepsis e SIRS mas é um bom biomarcador para observacéo de
severidade ajudando no esquema terapéutico.
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2.3.14- CD64

CD64 é wuma glicoproteina de membrana expressada por células
polimorfonucleares com afinidade para a regido Fc das IgG. A sua expressdo esta
aumentada em casos de infecdes bacterianas, normalmente ao final de algumas horas apés
a ativacdo do sistema imune inato. E regulada por citocinas inflamat6rias como por
exemplo a IL-12 e o INF-y (Davis et al, 2006). Ndo é expressa por individuos saudaveis
estando por isso a sua elevacao relacionada com infecdo (Cho, Choi, 2014).

Num estudo realizado por Icardi et al., 2009, ficou demonstrado que a medicéo
dos niveis de CD64 apresentam utilidade no diagnostico de sepsis apresentando uma boa
sensibilidade e especificidade (94,6% e 88,7% respetivamente) (Icardi et al., 2009). Ja
num estudo realizado por Streimish et al., 2012, onde se observou a capacidade do CD64
como marcador da sepsis neonatal ficou provado que este marcador tem a capacidade de
prever culturas positivas no sangue e que ajuda na decisdo de toma ou suspensdo de
antibidticos sendo por isso de extrema importancia para o diagnostico precoce (Streimish
etal., 2012).

Cortegiani et al., 2010, também concluiram a utilidade do CD64 no diagnostico
realizando um estudo com 3 grupos diferentes. Um grupo com sepsis, outro com SIRS
positiva e outro com SIRS negativa. Os resultados mostraram que os niveis de CD64 eram
superiores nos individuos com sepsis do que nos outros dois grupos (Cortegiani et al.,
2010).Cardelli et al., 2008, avaliaram 112 pacientes da unidade de cuidados intensivos
com suspeitas de quadro séptico. Em 52 pacientes foi efetivamente provado esse quadro
através de cultura de sangue positiva. O CD64 foi capaz de distinguir esses pacientes dos
restantes com uma elevada especificidade e sensibilidade (95% e 96% respetivamente),
sendo efetivamente mais especifico que a procalcitonina (Cardelli et al., 2008). Hsu et
al., 2011, mostraram que em pacientes em unidade de cuidados intensivos respiratorios,
0 CD64 era melhor que a procalcitonina para distinguir SIRS de sepsis severa e choque
séptico (com uma sensibilidade de 89% e especificidade de 96%). Neste estudo, 0 CD64

também foi correlacionado com mortalidade (Hsu et al., 2011).

A partir destes dados, pode-se concluir que o CD64 é um bom marcador tanto de

diagnostico como de prognostico apesar de mais estudos serem requeridos.
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2.3.15- Lactato

Niveis elevados de lactato costumam ocorrer quando ocorre hipoxia em tecidos.
Estd presenta um quadro de acidose lactica quando o lactato se apresenta em
concentracdes iguais ou superiores a 45 mg/dl. Pacientes em estado critico podem
apresentar niveis de lactato na ordem de 18 mg/dl sendo considerados niveis normais
apesar de os valores de referéncia serem de 10 mg/dl (Koliski et al, 2005). Em situagdes
normais a nivel celular, a producéo de energia ocorre gracas a glicose e ao oxigénio,
havendo transformacdo de glucose em piruvato produzindo duas moléculas de ATP.
Depois o piruvato entra no ciclo de Krebs produzindo mais ATP. No entanto, quando um
tecido estd em condicdes de hipoxia, o piruvato é transformado em lactato fazendo parte
da metabolizacdo anaerdbia. Quando isto acontece normalmente o figado metaboliza o
lactato a glucose sendo por isso facil de concluir um quadro de disfuncdo hepética quando
0s nhiveis de lactato sdo bastante elevados (Cho e Choi, 2014). Devido a esta razdo, €
possivel concluir através dos niveis de lactato a presenca de choque séptico. Varios
estudos relacionaram o0s niveis de lactato com mortalidade em sepsis. Num estudo
realizado por Marty et al., 2013, a clearance de lactato era mais elevada no grupo dos
pacientes que sobreviveram do que no grupo dos ndo sobreviventes tendo sido portanto,
concluido que a clearance de lactato oferece uma boa ferramenta de progndstico de
mortalidade em doentes com sepsis (Marty et al., 2013).

Krishna et al., 2009, chegaram a conclusédo que niveis elevados de lactato estavam
relacionados com mortalidade e que o tratamento direcionado para a reducdo desses

niveis pode melhorar as hipoteses de sobrevivéncia (Krishna et al., 2009).

Mikkelsen et al, 2009, analisaram 830 pacientes com sepsis severa e choque
séptico no departamento de emergéncia. O objetivo foi de avaliar a relacdo entre niveis
de lactato e mortalidade. Os pacientes foram depois divididos em dois grupos: um grupo
sem presenca de choque e um grupo com presenca de choque. No grupo sem choque, a
média de concentragdes de lactato inicial estava muito aumentada nos ndo sobreviventes
relativamente aos sobreviventes. Resultados semelhantes foram reportados no grupo que

apresentava choque (Mikkelsen et al, 2009).

Jat et al., 2011, fizeram descobertas semelhantes no seu estudo publicado em 2011 onde
observaram que niveis de lactato elevados estavam associados com mortalidade (Jat et
al., 2011).
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2.3.16- Endothelial cell-specific molecule-1- Endocan

Varios estudos tém relacionado a ativagdo das celulas do endotélio com sepsis.
Dos varios efeitos que o endotélio regula durante a resposta séptica podemos referir, por
exemplo, alteracdes no balangco homeostatico, permeabilidade vascular, fluxo
microcirculatério e inflamac&o. Por causa disso tem havido um aumento de interesse pelo
estudo de biomarcadores do endotélio em casos de sepsis. Um desses biomarcadores € o
endocan (endothelial cell-specific molecule-1) que € altamente expresso por células
endoteliais e é bastante regulado por citocinas pré-inflamatorias (Palmiere e Augsburger,
2014). Em individuos saudaveis 0s seus niveis sdo baixos. Para além desse fator, 0s seus
niveis em individuos com sepsis, choque séptico e sepsis severa S0 superiores aos
individuos saudaveis e os seus niveis estdo relacionados com severidade. Num estudo de
Parmentier et al., 2010, ficou provado que o endocan apresenta capacidade prognostica
pois 0s seus niveis elevados foram relacionados com mortalidade ao passo que 0s seus
niveis mais reduzidos foram relacionados com uma maior taxa de sobrevivéncia
(Parmentier et al., 2010). Uma outra vantagem deste biomarcador € a facilidade da sua
medicdo em fluidos organicos como por exemplo o sangue. Num outro estudo realizado
por Lassalle et al., 2012, resultados semelhantes foram encontrados sendo possivel

relacionar os niveis de endocan com severidade e mortalidade (Lassalle et al., 2012).

Outro estudo com resultados semelhantes foi conduzido por Scherpereel et al,
2006, onde niveis de endocan se encontravam superiores em individuos com sepsis do
gue em individuos com SIRS e em controlos saudaveis. Niveis de endocan também foram
superiores em pacientes com choque séptico do que sepsis severa e sepsis (Scherpereel et
al, 2006).

Os niveis encontram-se na tabela 7:

SEPSIS SIRS CONTROLO
ENDOCAN 2,71 ng/ml 0,77 ng/ml 0,68 ng/ml
Tabela 7 Niveis de Endocan. Adaptado de Scherpereel et al, 2006

A nivel progndstico, pacientes que ndo sobreviveram apresentaram maiores niveis
de endocan do que os sobreviventes (6,98 vs 2,54 ng/ml), apresentando uma sensibilidade

de 75% e uma especificidade de 84%.
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2.3.17- Agentes patogeénicos e seus derivados como biomarcadores

A grande diferenca entre sepsis e SIRS é que em quadro séptico existe a presenca
de um agente patogenico como, por exemplo, uma bactéria ou um fungo havendo portanto
uma infecdo. Desse modo, um marcador que seria ideal para a correta distin¢ao entre estes
dois quadros seria a detecdo direta do agente agressor ou mesmo de algum dos seus
componentes ou produtos. No entanto, as técnicas de anélises de amostras de pacientes
demoram cerca de 72 horas a apresentar o resultado sendo que é um tempo muito longo
para fazer uma decisdo terapéutica. Outro inconveniente destas técnicas € que apenas
cerca de 30 % dos pacientes com sepsis € que apresentam cultura positiva (Bloos e
Reinhart, 2014).

De forma a tentar contornar estes obstaculos, tem sido dada mais atencdo ao PCR
(polymerase chain reaction) onde teoricamente o tempo de espera para obter um resultado
seria de 6 a 8 horas. Ficou provado em estudos que o PCR apresenta mais sensibilidade
em relacdo aos testes normais pois os resultados positivos sdo cerca do dobro do que em
andlises classicas. No entanto, ainda uma grande parte dos pacientes com sepsis continua
a obter um resultado negativo e o0 tempo necessario para o resultado foi de cerca de 24

horas e ndo as 6 inicialmente estipuladas (Bloos e Reinhart, 2014).

Shang et al., 2005, realizaram um estudo onde colheram amostras de 172
pacientes com possivel septicemia utilizando o teste de cultura de sangue e PCR para
detecdo de possiveis microrganismos. Dos 172 casos, 17 deram positivo no PCR que
apresentou um numero de positivos superior ao da cultura de sangue (9,88% vs 4,65%).
Quando a cultura de sangue foi usada como controlo, a sensibilidade do PCR foi de 100%
e a especificidade foi de 97,85% (Shang et al., 2005). Estes dados provam que a técnica
de PCR apresenta uma grande sensibilidade e especificidade fornecendo uma ferramenta

importante no rapido diagndsticos de sepsis.

Outra forma de PCR que tem sido estudada para aplicacdo nestes casos que € o
RT-PCR onde € usada uma transcriptase reversa para detecdo de RNA ribossomal
bacteriano. Um estudo de Fujimori et al., 2010, debrugou-se sobre este assunto fazendo
uma comparagdo entre esta técnica e a cultura de sangue normal mostrando que o RT-
PCR acusou positivo todas as amostras positivas na cultura de sangue e mais algumas

culturas que tinham acusado negativas nos testes sanguineos (Fujimori et al., 2010).
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Capitulo I11- Conclusoes

Avaliacdo dos Biomarcadores

As duas grandes aplicagbes dos biomarcadores em sepsis sdo para diagnostico,
diferenciando SIRS de sepsis, e sepsis de sepsis severa e choque séptico e prognostico
fornecendo a capacidade de estratificar os pacientes de acordo com a previsdo de
resolucdo do seu caso. Estas aplicacfes sdo de enorme importancia pois permitem uma

avaliacdo mais rapida e posterior tratamento dependendo de cada caso.

Muitos pacientes com SIRS ndo necessitam de tomar antibi6ticos pois ndo apresentam
infecdo e ao administrar antibidticos em pacientes que ndo necessitam esta-se a aumentar
as resisténcias bacterianas aos mesmos. Da mesma maneira, um individuo com sepsis
necessita de antibidticos o mais rapido possivel de forma a evitar piorar o quadro. E por
este motivo que os biomarcadores com boas propriedades diagndsticas sdo extremamente
importantes pois séo capazes de diferenciar sepsis de SIRS possibilitando, por sua vez,
um modo de acdo adequado.J& as propriedades prognosticas de um biomarcador sdo
também bastante importantes pois ao avaliar os seus niveis é fornecida informacdes sobre
como o paciente vai progredir e dessa forma sdo tomadas acGes de acordo com essa

progressao.

Todos estes fatores, se usados corretamente, sdo capazes de diminuir o tempo de

internacéo e resolucdo de doenca.

A partir dessa premissa, varios biomarcadores foram estudados de forma a concluir qual
ou quais melhor se adequam tanto a diagndstico como prognostico. Para ja os exames
efetuados por rotina para o diagnostico de sepsis sdo as medicdes de CRP, de PCT e as
culturas celulares que indicam se existe ou ndo infecdo. A nivel progndstico, varios
marcadores oferecem boas ferramentas como por exemplo a PCT, sTREM, CD64,
lactato, endocan, as IL-6 e 12, o MIF, a IL-10 e 0 HMGB-1 pois 0s seus niveis foram
relacionados com severidade e mortalidade.A nivel diagndstico poucos marcadores
oferecem boa sensibilidade e especificidade sendo que a grande maioria ndo consegue
uma distin¢do entre sepsis e SIRS satisfatoria. Os marcadores com melhores provas dadas
nesse aspeto sdo a procalcitonina, 0 STREM e o CD64 sendo que estes dois ultimos

apresentam resultados ainda mais promissores que a procalcitonina. Apesar do estudo dos
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biomarcadores estar a ser intenso ainda sdo necessarios muitos mais estudos de varios
biomarcadores para se poder afirmar com certeza que existe um biomarcador ideal.
Apesar de alguns oferecerem ferramentas importantes, de forma individual ndo sdo de
grande significancia sendo melhor usados em combinacdo com outros meios de
diagnostico como por exemplo, a cultura celular. As aplicacdes dos biomarcadores estdo

resumidas na tabela 8:

Diagnostico Prognostico

CRP +/- +/-
PCT + +

LBP - +/-
PTX3 +/- +
TNF-a - -
IL-6 - +

IL-8 - +/-
IL-12 - +
MIF - +
IL-10 - +
HMGB-1 - +
STREM ++ +
SUPAR - +
CD64 ++ +
Lactato - +
Endocan +/- +
Agentes + -

Patogénicos

Tabela 8: Resumos das aplica¢bes dos biomarcadores estudados.
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