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1 —Introducao

A sepse continua sendo um dos maiores desafios para a medicina
intensiva. Apesar de recentes avangos no entendimento de sua
fisiopatologia e da aplicagdo de novos recursos terapéuticos, a incidéncia
dos quadros sépticos estd aumentando e a taxa de mortalidade permanece

elevada, excedendo 50% na dependéncia da populagdo avaliada (PRESTERL
et al., 1997; ANGUS & WAX, 2001; FIORETTO, 2003; SHARMA & KUMAR, 2003;
TETTA et al., 2003; RIVERS et al., 2005; HARTVIG et al., 2006).

Originalmente traduzida como “putrefacao”, ou seja, decomposicao
de material organico (MARIK, 2002), atualmente a sepse € reconhecida
como uma sindrome clinica heterogénea, tipicamente associada a resposta
sisttmica do organismo frente a um agente infeccioso, quer seja este
bactéria, fungo, virus ou parasita (AYRES, 1985; BALK & BONE, 1989; BONE
etal., 1992).

A definigdo clinica de sepse e de quadros correlatos tem motivado
inimeras pesquisas. Em 1989, BONE et al. descreveram a “sindrome
séptica” para codificar grupos de pacientes que mostravam evidéncia de
resposta sistémica a infec¢do, mas que nao demonstravam, uniformemente,
sinais classicos de infeccdo. Os sinais e sintomas inicialmente descritos
incluiam aumento da temperatura corporal, taquicardia, taquipnéia,
anormalidade da contagem de células brancas do sangue periférico e
evidéncia de disfun¢do organica.

Em 1992 uma reunido de especialistas coordenada pelo “American
College of Chest Physicians / Society of Critical Care Medicine” (BONE et
al., 1992) prop0s unificacdo conceitual para definir a resposta sistémica a
infeccdo, 0 que serviu como base para o surgimento de novos conceitos
como o de Sindrome da Resposta Inflamatoria Sistémica (SRIS), sepse e

sua evolucdo para choque séptico. O conceito de SRIS descreve a resposta
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organica comum a uma grande variedade de insultos infecciosos ou ndo
como trauma, queimadura, pancreatite etc, sendo caracterizada pela
presenga de duas ou mais das seguintes manifestagdes clinicas: temperatura
corporal > 38°C ou < 36°C; taquicardia (frequéncia cardiaca maior que 90
bpm); taquipneia (frequéncia respiratoria maior do que 20 rpm) e alteracao
na contagem de globulos brancos (>12.000 cels/mm? ou presenga de mais
de 10% de células jovens). Foi estabelecido que sepse ¢ a SRIS causada por
infeccdo documentada ou suspeitada clinicamente. A reunido teve por
objetivo padronizar estes conceitos para detectar a doenga o mais
precocemente possivel de acordo com sua apresentagdao clinica. Também
objetivou relacionar sua fisiopatologia com a resposta inflamatdria e assim
possibilitar intervengao terapéutica precoce (BONE et al., 1992).

Entretanto, desde sua publicagdo esses critérios foram muito
dificeis de ser transpostos para criancas, pois utilizavam parametros
especificos de adultos. Assim, para tornar a defini¢do de sepse e dos
quadros correlatos mais aplicavel para a pediatria, alguns autores
propuseram modificacdes nos critérios originais de SRIS, incluindo valores
normais de acordo com a idade para frequéncia cardiaca (FC), frequéncia
respiratoria (FR), pressdo arterial (PA) e contagem de células brancas
periféricas (HAYDEN, 1994; PARKER, 1996). Os valores absolutos dos sinais
vitais para adultos foram substituidos por parametros fisioldgicos baseados
em desvios-padrao acima ou abaixo da média apropriada para a idade da
crianca.

A aplicagdo dos critérios estabelecidos pela conferéncia de
consenso de 1992 também encontrou resisténcia entre os intensivistas de
adultos, pois logo depois de sua publicacdo, os critérios adotados para
definicdo de SIRS foram considerados muito amplos € ndo especificos.
Utilizando este critério, muitos pacientes que nao apresentavam inflamagao

sistémica ou infec¢do foram incluidos no diagnostico de sepse. Outro
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problema que surgiu apds a conferéncia de 1992 foi que, ao se definir
critérios  estritos para sepse, outros itens importantes foram
desconsiderados, como: curso temporal do processo infeccioso, sitio da
infec¢do, agente agressor € os processos fisiopatoldgicos subjacentes. Em
editorial cldssico publicado em 1997, VINCENT criticou a legitimagdo do
conceito de SRIS por sensibilidade excessiva, falta de conexdo com a
fisiopatologia, falta de especificidade e por ndo serem claros os beneficios
no cuidado de pacientes e na melhoria de pesquisas na area.

Assim € que, em 2001, uma nova conferéncia de consenso foi
conduzida pelas sociedades de medicina intensiva dos Estados Unidos e da
Europa para rever estas definicdes (LEVY et al., 2003). Este novo consenso
reafirmou a importancia do diagnostico precoce de sepse, utilizando
critérios clinicos e laboratoriais, visto que a efetividade de novas estratégias
de tratamento estd diretamente relacionada com a rapidez com a qual o
diagnostico € estabelecido (DELLINGER et al., 2004).

Em 2005, foram publicados os resultados da conferéncia de
consenso para as defini¢des de sepse em pediatria (GOLDSTEIN et al., 2005),
com as especificagdes para a faixa etaria pediatrica: infeccdo documentada
ou suspeitada, febre (>38,5°C) ou hipotermia (<36°C), FC maior do que
dois desvios-padrao para o valor esperado para a idade, taquipneia: valor
acima do esperado para a idade, estado de consciéncia alterado, balango
hidrico positivo, hiperglicemia, leucocitose (>12.000 cels/mm?®) ou
leucopenia (<4.000 cels/mm?). Ainda foram definidas outras varidveis
hemodinamicas e de disfung¢do organica e de perfusao tecidual.

Como mencionado anteriormente, os sinais e sintomas de sepse nao
sdo especificos e, algumas vezes, levam a erro diagnéstico, o qual ja ¢
particularmente dificil em criancas e idosos (LUZZANI et al., 2003; MEISNER,
2005). Além disso, ha relatos de que o atraso no diagndstico associa-se a

manuten¢ao, demora na retirada e¢ maior utilizagdo de antibidticos,
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favorecendo o aparecimento de cepas microbianas altamente resistentes
(ACCP/NIAID/NHBIW 1997; VINCENT, 1997). Ainda mais alarmante ¢ que,
infelizmente, os sinais clinicos ou as alteragdes laboratoriais mais tipicas da
sepse sdo tardios, quando ja ha disfuncao organica e consideravel aumento
da mortalidade (MEISNER, 2005).

Por essas dificuldades € que os participantes do consenso de 2001
alertaram que, para o diagnostico de sepse e situacdes correlatas, a andlise
clinica ¢ insuficiente, sendo util enfocar mediadores bioquimicos capazes
ndo apenas de distinguir a resposta inflamatoria a infeccdo de outros tipos
de inflamag¢do, bem como indicar a gravidade e o progndstico dos
pacientes. VINCENT, em 2000, refor¢ando seu sentimento de discordia em
relacdo ao diagndstico de sepse por critérios tao simplistas, considerou até
mesmo vergonhoso que tanta énfase tivesse sido dada aos quatro sinais de
inflamacao descritos inicialmente, o que seria uma tentativa de
simplificacdo de um processo tdo complexo como a sepse. A partir de
entdo, ganhou entusiasmo o estudo de mediadores bioquimicos de sepse.

Para compreender o papel dos mediadores bioquimicos na sepse ¢
quadros correlatos ¢ importante, resumidamente, descrever sua participagao
na fisiopatologia da sindrome.

Na sepse e no choque séptico produtos e toxinas bacterianas ativam
células do sistema imunologico para sintetizar mediadores pro-
inflamatorios e citocinas reguladoras antiinflamatérias (SHARMA & KUMAR
2003). Para que a defesa contra a infeccdo se inicie de maneira eficaz ¢
necessaria a participacao de citocinas com fun¢do fundamentalmente pro-
inflamatoria, como, por exemplo: fator de necrose tumoral-alfa (TNF-alfa),
Interleucina-1(IL-1), IL-6 e IL-12 (CHIZZONITE et al., 1998; DINARELLO,
2000; GOLDMANN et al., 2005; MIZUNO et al,, 2005). A IL-6 ¢ a maior
estimulante da sintese de proteinas hepdaticas, como a proteina C reativa

(PCR). Além das citocinas anteriormente citadas, ha a liberagdo do fator de
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ativagcdo plaquetaria e interferon-gama (IFN-gama). Estas ultimas, por sua
vez, podem ativar os macrofagos, leucdcitos e células endoteliais,
perpetuando o processo (LIVINSTON et al, 1995; FIORETTO, 2003). A
estimulagdo produzida pelo TNF-alfa, IL-6 e outras citocinas determina a
liberagdo de procalcitonina (PCT), que amplia o processo inflamatério
(MEISNER, 2000; MARISCALCO, 2003; SAUER et al., 2003). A resposta pro-
inflamatéria inicial ¢ controlada por moléculas anti-inflamatérias:
receptores especificos de algumas citocinas (IL-4, IL-6, IL-10, IL-11 e IL-
13) e pelos receptores especificos para IL-1, TNF e IL-18 (GOLDIE et al.,
1995; GOGOS et al., 2000; EMMANUILIDIS et al., 2002). Em condigdes
fisiologicas, todas essas moléculas comportam-se como imunomoduladoras
e, portanto, limitam o efeito potencialmente deletério da reacgdo
inflamatoria. Em condigdes patoldgicas, a resposta anti-inflamatoria pode
ser insuficiente para antagonizar a atividade inflamatoria ou, ao contrario
ser inibidora do sistema imune, deixando o hospedeiro a mercé da infecgao.

Os mediadores descritos tém sido considerados uteis para avaliar a
presenca, gravidade e evolugao clinica da sepse, com destaque para a PCR,

PCT (CASEY et al., 1993; PINSKY et al., 1993; MULLER et al., 2000; HARBATH et
al., 2001; MULLER & BECKER, 2001; MARCHALL et al., 2003; SIMON et al., 2004;
STRYJEWSKY et al., 2005) e IL-12 (MANCUSO et al., 1997; GENG et al., 2000;

LAUW et al., 2001; WEIGHARDT et al., 2002; MIZUNO et al., 2005).

Entre as proteinas de fase aguda, a PCR foi a primeira descrita por
TILLETT & FRANCIS em 1930. E uma proteina pentamérica sintetizada
principalmente pelos hepatocitos, depois da liberagdo de algumas citocinas
como IL-6 e IL-1. Apos estimulo agudo, a concentragdo plasmatica da PCR
aumenta em até 6 horas, chegando a dobrar seus niveis em 8 horas, com
pico maximo em torno de 50 horas (YOUNG et al., 1991; ENGUIX et al., 2001).
Sendo medida pela nefelometria ou turbidimetria, tem seus valores basais

em torno de 1 mg/dL em adultos, elevando-se até 1.000 vezes em resposta
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ao estimulo inflamatorio, variando de paciente para paciente (RENY et al.,
2002; SIMON et al., 2004).

Varios estudos clinicos tém mostrado a utilidade da PCR no
diagnostico e seguimento de quadros infecciosos (YOUNG et al., 1991;
HOGEVIK et al., 1997). No entanto, parece ndo ser util para o diagnostico de
infeccao (HATHERILL et al., 1999; RENY et al., 2002). Quando combinada com
os sinais clinicos de SIRS, ¢ melhor que outras varidveis utilizadas até
entdo como, por exemplo, a contagem absoluta de células brancas (RENY et
al., 2002). Outro estudo mostrou a utilidade da dosagem de PCR na
gravidade e intensidade da disfun¢do de 6rgdos e mostrou sua correlagao
com escores de gravidade em adultos (LOBO et al., 2003), sendo
recentemente, incluida entre os critérios diagnosticos de sepse nesta
populagdo (LEVY et al., 2003).

Na literatura ha estudos que apoiam o uso da PCR (SUPRIN et al.,

2000; PENEL et al., 2001; CLAEYS et al., 2002; HAMBACH et al., 2002; BELL et al.,
2003; CHAN et al., 2004; CASTELLI et al., 2006) contrapondo-se a outros que

ndo mostraram utilidade na andlise do mediador para o diagndstico de
infeccdo e sepse (De WERRA et al., 1997; HATHERILL et al., 1999; CASADO-
FLORES et al., 2003; SIERRA et al., 2004, POVOA et al., 2005; GAINI et al., 2006).
A PCT, horménio precursor da calcitonina, ¢ uma proteina com 116
aminodacidos, normalmente secretada pelas células “C” da glandula tireoide
em resposta a hipercalcemia. Sob condi¢des normais, concentracdes séricas
muito baixas (<0,1 ng/mL) de PCT sao detectadas (WHICHER et al., 2001).
De forma mais significativa, processos inflamatorios induzem a liberacao
extratireoidiana de PCT, cujos niveis aumentam entre trés e quatro horas,
atingem pico em 6 horas e, entdo, um platd de até 24 horas. A PCT ¢
degradada por uma protease especifica, permanecendo elevada por até 48
horas (MEISNER, 2000; CARROL et al., 2002). O sitio exato da producao da

PCT extratireoidiano ndo ¢ conhecido. No entanto, acredita-se que o figado
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seja a maior fonte de PCT extratireoidiana (NIJSTEN et al., 2000) € que,
também, células mononucleares do sangue periférico produzam o
mediador, apds estimulagdo com lipopolissacaride (OBERHOFFER et al.,
1999).

A primeira descrigdo de aumento da concentracdo plasmatica de
PCT em sepse foi publicada por ASSICOT et al. em 1993. Os autores
estudaram, prospectivamente, 79 criancas (recém-nascido até 12 anos) com
suspeita de infeccdo e observaram que os niveis de PCT foram muito
baixos nos pacientes sem infec¢do, muito elevados naqueles com infecg¢ao
grave e que os niveis diminuiram rapidamente durante tratamento
antibioticoterapico (BRUNKHORST et al., 1998). Em 1996, GENDREL et al.
encontraram resultados semelhantes, estudando recém-nascidos.

Desde entdo, pesquisas tém sido realizadas para determinar se a
PCT ¢ um mediador especifico de infeccdo e sepse, com resultados
conflitantes. Diversos estudos demonstraram que a PCT pode ser util no
diagndstico precoce e como indicador de gravidade de criangas com sepse
(HATHERILL et al., 2000; ENGUIX et al., 2001; HAN et al., 2003; CASADO-

FLORES et al., 2003; CARROL et al., 2005), assim como de adultos (MEISNER et
al., 1999; SCHWARTZ et al., 2000; SELBERG et al., 2000; WANNER et al., 2000;
BRUNKHORST et al., 2000; CLAEYS et al., 2002). Outros estudos, porém, tém

mostrado resultados contrarios, questionando o valor da PCT no
diagndstico e progndstico de pacientes com sepse € choque séptico, em

adultos, criangas e neonatos (MIMOZ et al., 1998; LAPILLONE et al., 1998;
RUOKONEN et al., 1999; UGARTE et al., 1999; SUPRIN et al., 2000; VINCENT,
2000; LECHARMY et al., 2001; RESCH et al., 2003). Além disso, h4 evidéncias

de aumento do nivel plasmatico de PCT em pacientes com SIRS de
etiologia nao infecciosa, como choque cardiogénico (De WERRA et al., 1997),
grande queimado (CARSIN et al., 1997, Von HEIMBURG et al., 1998), choque

térmico (NYLEN et al., 1998) e pds-operatorio (MEISNER et al., 1998).
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Estes achados conflitantes geraram um editorial de MONERET, em
2002, no qual o autor diz: “Cara PCT, vocé ndo ¢ um marcador especifico
de infecgdo bacteriana”, deixando aberta a questdao da utilidade da PCT em
pacientes s€pticos.

Da mesma forma que os niveis séricos de PCR, a PCT também foi
incluida entre os critérios diagnosticos de sepse em adultos (LEVY et al.,
2003) e o Food and Drug Administration (FDA) liberou a dosagem de PCT
para ser utilizada em conjunto com outros exames laboratoriais € a
avaliacdo clinica, no primeiro dia de admissdo, para acompanhamento dos
quadros de sepse e choque séptico (MEISNER, 2005).

A interleucina-12 (IL-12) € o principal mediador da resposta imune
inata inicial a microorganismos intracelulares e ¢ indutora essencial da
imunidade mediada por células. Foi identificada originalmente como
ativadora da fungao citolitica das células Natural Killer (NK) (KOBAYASHI
et al., 1989; STERN et al., 1990), mas sua agdo mais importante ¢ estimular a
producdo de IFN-gama pelas células T (WOLF et al., 1991; GOLDMANN et al.,
2005), bem como pelas células NK. Existe como um heterodimero de
subunidades de 35 kD e 40 kD ligadas por pontes de sulfeto (GILLESSEN et
al., 1995; LING et al.,, 1995). As principais fontes de IL-12 sdo fagocitos
mononucleares ativados, células dendriticas e células B.

A IL-12 tem papel na protecao contra infeccoes, sendo demonstrado
que sua deficiéncia leva a infec¢des de repeticdo (HARAGUCHI et al., 1998).
NOVOTNY et al., em 2006, mostraram que a depressao na produgdo de IL-12
pode limitar de forma importante a defesa do hospedeiro contra infecgdes
no periodo pos-operatdrio, aumentando a taxa de mortalidade por sepse.

Em geral, a maioria dos estudos que avaliaram IL-12 e sepse foi
realizada em modelos experimentais (GENG et al., 2000; LAUW et al., 2001;
MIZUNO et al., 2005). Em humanos, estudo recente de 1.113 pacientes que se

submeteriam eletivamente a cirurgia do trato digestivo superior e inferior,
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os autores isolaram células mononucleares do sangue periférico dos
pacientes, estimularam as mesmas com endotoxinas provindas de cepas de
Escherichia coli e quantificaram a produgao de IL-12 nestas células para
correlacionar tal producao a sobrevida ou nao dos pacientes (WEIGHARDT
et al., 2002). Os resultados mostraram que os pacientes que evoluiram para
obito por sepse produziram quantidades substancialmente menores de IL-
12, enquanto que pacientes sépticos que apresentaram maior producdo de
IL-12 sobreviveram. Os autores concluiram que a IL-12 ¢ um fator preditor
de mortalidade por sepse no periodo poés-operatorio. De modo semelhante,
EMMANUILIDIS et al. (2002) observaram em 66 pacientes que desenvolveram
sepse no periodo pos-operatorio niveis significativamente mais baixos de
IL-12 que no grupo controle, mas sem diferenca de valores entre os
sobreviventes € os nao sobreviventes. No entanto, ha estudos que
observaram que a IL-12 tem efeito maléfico na resposta inflamatoria,
associando-se a aumento de mortalidade em sepse e quadros correlatos
(ABDI, 2002; HEREMANS et al., 2000; JANSEN et al., 1996).

Em pediatria ha apenas um estudo que mostrou correlagdo positiva
entre os niveis plasmaticos de IL-12 e o escore de gravidade Pediatric Risk
of Mortalility em pacientes internados em unidade de terapia intensiva com
o diagnostico de meningococcemia (HAZELZET et al., 1997).

Em vista da dificuldade e da importancia do estabelecimento do
diagnostico precoce de sepse e dos resultados conflitantes e, algumas
vezes, inexistentes sobre o papel da PCR, PCT e IL-12, assim como pela
escassez de estudos em pediatria que tenham avaliado esses mediadores, a
utilidade dos mesmos em criangas sépticas esta para ser definida.

Nossa hipotese ¢ que PCR, PCT e IL-12 sdo uteis tanto para o
diagndstico como para avaliar a gravidade de criangas com quadros

sépticos apds o periodo neonatal.
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2 — Objetivos

Os objetivos do estudo foram:

1- Estudar o comportamento dos niveis plasmaticos de PCR, PCT e
IL-12 em criancas com diagndstico de sepse ou choque séptico;

2- Determinar o valor destes mediadores no diagnostico dos quadros
sépticos;

3 - Verificar se PCR, PCT e IL-12 sdo indicadores de gravidade dos
pacientes, sendo capazes de discriminar criancas com diagnéstico de sepse

daquelas com choque séptico.

Objetivos
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3. Pacientes e Métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade
de Medicina de Botucatu da Universidade Estadual Paulista-UNESP. Foi
obtido consentimento por escrito dos pais ou responsaveis pelas criangas antes

da inclusdo das mesmas na pesquisa.

3.1 — Pacientes, Definicoes e Monitorizaciao

No periodo consecutivo de janeiro de 2004 a dezembro de 2005,
criancas de 28 dias a 14 anos de idade, admitidas na UTI-Pediatrica com
diagndstico de sepse ou choque séptico, foram incluidas prospectivamente no
estudo. A UTI-Pediatrica conta com oito leitos e esta inserida no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP, hospital terciario de
referéncia da regido centro-sul do Estado de Sdo Paulo (DRS-6), atendendo a
uma meédia de 30 pacientes por més. A unidade conta com equipe
multidisciplinar composta por enfermeiros, fisioterapeutas e médicos
devidamente treinados, sendo todos os médicos diaristas e 80% dos
plantonistas titulados em medicina intensiva. Além disso, a unidade ¢
credenciada pela Associacdo de Medicina Intensiva Brasileira como Centro
Formador de Intensivistas Pediatricos.

Os pacientes foram acompanhados por meio de um protocolo que
continha dados de identificacdao, idade, diagnosticos de entrada e saida, foco
primario de infec¢do, horario do diagnodstico de sepse/choque séptico, volume
hidrico administrado, drogas vasoativas utilizadas, os critérios para defini¢ao
de sepse, choque séptico e disfungdao de multiplos 6rgaos, culturas solicitadas

¢ os germes isolados.
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Sepse foi definida de acordo com os critérios estabelecidos pela
Conferéncia de Consenso de 2001, publicada em 2003 (LEVY et al., 2003),
associada a inclusdo de valores normais de acordo com a idade para algumas
variaveis biologicas, segundo HAYDEN (1994) ¢ GOLDSTEIN et al. (2005).
Assim, sepse foi caracterizada pela presenga de sinais e sintomas de SRIS
associados a infeccao, aqui entendida como processo patologico causado pela
invasdao de um tecido, fluido ou cavidade corporal, normalmente estéril, por
um microorganismo patogénico. A SRIS foi identificada pela presenca de dois
ou mais dos seguintes critérios, sendo pelo menos um deles a alteracdo da
temperatura ou a contagem anormal de leucocitos: 1) Temperatura (retal, oral
ou central) maior que 38,5°C ou menor que 36°C; 2) Taquicardia, FC média
maior que dois desvios-padrdo acima do normal para a idade na auséncia de
estimulacdo externa, uso cronico de drogas ou estimulo doloroso OU
Bradicardia (valida para criancas menores de 1 ano de idade) definida como
FC média menor que o percentil 10 para a idade, na auséncia de estimulo
vagal, drogas beta-bloquedoras ou cardiopatia congénita; 3) Taquipnéia,
definida como FR média maior que dois desvios-padrao acima do normal para
a idade, OU necessidade de ventilagdo mecanica para processo agudo, nao
relacionado a doenca neuromuscular ou anestesia geral; 4) Contagem de
leucdcitos elevada ou diminuida para a idade (ndo secundaria a quimioterapia)
OU neutrofilos imaturos representando mais que 10% do total.

Choque séptico foi definido como sepse associada a disfungdo
cardiovascular. Disfungdo cardiovascular foi caracterizada quando, apesar da
administragdo intravenosa de 40 ml/kg de salina isotonica, em uma hora,
algum dos seguintes parametros estava presente: Hipotensdo, pressao arterial
sistolica (PAS) menor do que o percentil cinco para a idade ou menor que dois

desvios-padrao do normal para a idade OU necessidade de droga vasoativa
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(Dopamina > 5 pg/kg/min; ou Dobutamina, Epinefrina ou Norepinefrina em
qualquer dose) para manter PA normal, OU dois dos seguintes itens: acidose
metabolica sem causa aparente (Déficit de Base maior que -5mEq/L); aumento
do lactato arterial (maior que duas vezes o limite superior da normalidade);
oliguria (débito urindrio menor que 0,5 mL/kg/h); perfusdo periférica lenta (>5
segundos); diferencial entre temperatura central e periférica maior que 3°C.

Seguindo estas definigdes, os pacientes foram distribuidos em dois
grupos de estudo a admissdo: Grupo Sepse (GS) e Grupo Choque Séptico
(GCS). A classificagdao dos pacientes em sepse e choque séptico foi realizada
pelo médico diarista e reavaliada por todo o grupo em duas visitas gerais
durante a semana. Acrescenta-se que, como a ultima conferéncia de consenso
sobre defini¢des de sepse em pediatria foi publicada quando o estudo ja estava
em andamento, realizou-se revisdo dos protocolos para adequagdo do
diagnostico, quando necessario.

Como parte do atendimento de rotina de pacientes com sepse, culturas
do sangue, urina, fezes, outros fluidos e, ocasionalmente, do liquido
cefalorraquidiano foram obtidas. As drogas vasoativas utilizadas para
recuperar os pacientes em choque, o volume de fluido administrado dentro da
primeira hora e o nimero de 6rgdos funcionalmente comprometidos foram
anotados diariamente. Disfungdo de multiplos 6rgaos e sistemas (DMOS) foi
determinada pela presenca de pelo menos dois orgaos com disfungdo
diagnosticada pelos critérios estabelecidos por WILKINSON et al. (1987).
Exames radioldgicos do torax e abdome foram realizados quando indicados
clinicamente. O escore PRISM (Pediatric Risk of Mortality) foi obtido de
todos os pacientes. Este escore foi proposto para aferir o risco de oObito a
admissao com base na medida da pressdo arterial sistélica e diastélica, FC e

FR, PaO, e PaCO,, reagdao pupilar, escala de coma de Glasgow, tempo de
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protrombina, bilirrubina sérica, potéassio, calcio, glicose e bicarbonato

(POLLACK et al. 1988).

3.2 — Critérios de exclusao

Foram excluidas criangas com doencas inflamatorias sistémicas
cronicas, doengas neurologicas degenerativas, imunodeficiéncia primdria ou
adquirida, aquelas em uso de corticoterapia, antiinflamatorios nao hormonais e
antibioticos por mais de 24 horas, as vitimas de traumatismo e queimaduras e
as criancas em pos-operatorio. Também foram excluidas as criangas que na
adequagdo do diagndstico as novas defini¢des nao preencheram os critérios de

sepse ou choque séptico.

3.3 — Analises Laboratoriais

3.3.1 - Coleta de sangue e separaciao do plasma

A primeira coleta de sangue para a determinagdo dos niveis dos
mediadores bioquimicos foi realizada em tempo inferior a oito horas do
diagnéstico clinico das sindromes, para avaliar sua utilidade como forma de
diagnosticar sepse, sendo este momento considerado o tempo zero (T0) de
avaliagdo. Passadas 12 horas da primeira coleta, nova amostra foi obtida
(tempo 12 horas — T12h). Os resultados das andlises bioquimicas nao foram
disponibilizados para os médicos diaristas.

Para a determina¢do dos niveis plasmaticos de IL-12, PCR e de PCT
foram coletados 3 mL de sangue no TO e a mesma quantidade de sangue na

dosagem subsequente, sendo o material obtido a partir de cateter posicionado
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em veia central. Apos a coleta, o sangue era imediatamente colocado sob
refrigeracdo e, em prazo nao superior a oito horas, o material era centrifugado

para dosagem dos mediadores no plasma.

3.3.2 - Método de ELISA para dosagem de IL-12

A dosagem de IL-12 foi realizada por ensaio imunoenzimatico ou
método de ELISA (Enzyme-linked immunosorbant assay). Microplacas de
ELISA compostas de 96 alvéolos (Maxosrb — Nunc™) foram sensibilizadas
com 100uL de anticorpo monoclonal de camundongo anti- IL-12 humana na
concentragio de 4pg/mL (R & D Systems'™). O tampdo utilizado para
diluicao foi salina tamponada com fosfato (PBS) com pH=7,4. O periodo de
sensibilizagdo utilizado foi de 18 horas a 4°C em cdmara Gmida. Apds a
sensibilizagdo, a microplaca com o anticorpo monoclonal anti-IL-12 humana
foi lavada trés vezes com PBST (PBS adicionado de 0,05% de tween 20), 400
ul/alvéolo, e bloqueada com 300 pL/alvéolo de tampao de bloqueio composto
por 1% de albumina bovina sérica (BSA-Sigma'") e 2% de soro de cabra
inativado, diluidos em PBS. O periodo de bloqueio utilizado foi de duas horas,
a temperatura ambiente, seguido de quatro lavagens sucessivas para posterior
adicao das amostras e curva padrdo na placa. Um volume de 100 pL de
plasma de cada amostra foi depositado em cada alvéolo da microplaca e esta
incubada por duas horas a temperatura ambiente. Ao mesmo tempo, foram
adicionados oito padrdes de IL-12 recombinante (R & D Systems ™) no
intervalo de concentragdo de 15,6 a 2000 pg/mL. Apos a retirada das amostras
da placa e lavagem dos alvéolos, o anticorpo de cabra anti IL-12 humana
conjugado com biotina (R & D Systems' ) foi adicionado na concentracdo de

300 ng/mL. Logo apds a incubagdo de duas horas, em temperatura ambiente, a
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placa foi lavada novamente com PBST e incubada com streptoavidina
conjugada com peroxidase (R & D Systems') diluida 1:200, conforme
recomendado pelo fabricante.

Como substrato, foi utilizada solu¢do de Tetrametilbenzidina
(Pharmingen-BD™). O tempo de reagdo foi de 30 minutos ¢ o bloqueio
realizado com H,SO,4 4 N. A leitura da placa foi realizada em leitor de ELISA
a 450 nm. O coeficiente de variagdo intra-assay foi de 5% e inter-assay de 7%
com limite minimo de deteccdo de 3,9 pg/mL. Todas as concentragdes dos
anticorpos conjugados e IL-12 recombinante utilizados no ELISA seguiram a
recomendacao do fabricante. As densidades Opticas obtidas na curva-padrao
foram semelhantes a curva de concentracao fornecida pelo fabricante.

Esta metodologia permitiu a identificacao da subunidade p70 da IL-12,

fracdao biologicamente ativa do mediador.

3.3.3 — Método de dosagem de PCT

A PCT foi dosada por método semiquantitativo por meio de
imunocromatografia (B.R.A.LH.M.S PCT®-Q-Diagnostica GmbH,
Hennigsdorf, Germany), o denominado teste rapido.

O tempo de reacdo ¢ de 30 minutos ap6s a deposicdo do soro ou
plasma sobre a fita de imunocromatografia. O teste usa um anticorpo
monoclonal anticatacalcina conjugada com um tragador e um anticorpo
policlonal de carneiro na fase solida. Depois do soro ou plasma ser depositado
nas fitas, o tragador liga-se a PCT e forma um complexo antigeno-anticorpo
marcado. Este complexo move-se por capilaridade pela fita e passa através da
area, contendo as seguintes classes de bandas-teste: < 0,5 ng/mL; > 0,5

ng/mL; > 2 ng/mL; > 10 ng/mL.
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O teste ¢ executado pipetando-se seis gotas ou 200 puL. de soro/plasma
dentro da cavidade redonda da B.R.A.H.M.S PCT"-Q. Depois de 30 minutos,
determinam-se as variacdes da concentracdo de PCT da amostra. A validade
do teste € verificada, primeiramente, pela visualizacdo de uma banda controle
e, depois, as concentragdes sdo determinadas por comparagdao de intensidade
de cor da banda teste com a cor dos blocos do cartdo de referéncia.

As possiveis interpretacdes para as classes de concentragdes de PCT
sdao as seguintes: 1) < 0,5 ng/mL = sepse ¢ improvavel, podendo haver
infec¢ao localizada; 2) > 0,5 ng/mL e < 2 ng/mL = sepse ¢ possivel; 3) > 2
ng/mL e < 10 ng/mL = infec¢do bacteriana complicada por inflamagao

sistémica e 4) > 10 ng/mL = choque séptico (MEISNER, 2000).

3.3.4 - Dosagem da Proteina C-reativa

A quantificacdo de proteina C-reativa foi realizada por quimica seca
por meio do aparelho Vitros 950, Johnsons & Johnsons ™. A sensibilidade do

método foi de 0,7 mg/dL (7 mg/L) e o volume de soro utilizado de 11 pL.

3.4 — Analise Estatistica

Os grupos sepse e choque séptico foram comparados quanto a idade e
o sexo, foco primario de infeccdo e escore PRISM a admissdo. Os niveis
plasmaticos de IL-12, PCR e PCT foram comparados nos dois momentos de
avaliagdo (TO e T12h) dentro de cada grupo e entre os grupos de estudo.

Como as varidveis estudadas nao apresentaram aderéncia a

distribuigdo normal das probabilidades, foram utilizados testes nao
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paramétricos para analise dos dados e as medidas descritivas expressas pela
mediana e semi-amplitude total.

Para a andlise da distribui¢ao de freqiiéncia de sexo, focos de infecgdo,
classes de PCT por tempos e grupos e alteragao de classes segundo os grupos,
foi utilizado o teste de Goodman para contrastes entre ¢ dentro de populagdes
multinomiais (GOODMAN et al, 1965). O teste U de Mann-Whitney foi
utilizado para estudar as diferengas entre os grupos segundo a idade e o escore
PRISM. Para comparar os niveis plasmaticos de PCR e de IL-12 nos dois
tempos de avaliagdo e entre grupos foi utilizada a analise de medidas repetidas
em grupos independentes (STREINER & NORMAN 1994). Para a andlise da
concordancia entre o diagnoéstico clinico e os niveis de IL-12 e de PCR foi
utilizado o teste de Qui-quadrado.

A correlagdo entre os niveis séricos de IL-12 e de PCR dos pacientes
dos dois grupos e os valores do escore PRISM foi determinada pelo
coeficiente de correlagdo de Spearman.

Para a indicagdo das significancias dos testes, foram utilizadas letras
minusculas para indicar os resultados das comparacdes entre grupos, fixada a
categoria da resposta e letras maiusculas nas comparagdes das categorias de
resposta dentro dos grupos.

Todas as conclusodes foram discutidas no nivel de 5% de significancia.
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4 — Resultados

4.1 — Inclusio e exclusao dos pacientes

No periodo eleito para o estudo, 689 pacientes foram admitidos na
UTI-Pediatrica, sendo que 59 preencheram os critérios diagnosticos de sepse
(GS) e 65 de choque séptico (GCS). Do GS foram excluidos 12 pacientes
(seis por uso de antibioticos por mais de 24 horas; quatro em pds-operatério;
dois por doenga neuroldgica degenerativa) e 22 do GCS (12 por uso de
antibioticos ha mais de 24 horas; trés por doenca inflamatéria cronica em
atividade; dois por doenga neuroldgica degenerativa; dois por uso prolongado
de corticoides; trés por Obito antes da coleta do material). Apds a coleta foram
excluidas outras duas amostras do GCS e uma do GS por volume insuficiente
de soro para realizacdo das dosagens bioquimicas. Desta forma, foram

estudados 87 pacientes, sendo 46 do GS e 41 do GCS.

4.2 - Comparaciao dos grupos — Caracteristicas gerais

A tabela 1 mostra a comparagdo dos grupos quanto a idade, sexo e
escore PRISM. Os grupos nao diferiram estatisticamente quanto a idade (GS:
mediana = 24 meses e variacdo de 2 a 167; GCS: mediana = 12 meses ¢
variagdo de 1 a 204; p > 0,05) e sexo (masculino — GS =25; GCS =24 -p >
0,05 e feminino — GS = 21; GCS = 17 - p > 0,05). Os grupos foram
estatisticamente diferentes quanto a gravidade da doenga, sendo o escore
PRISM maior no GCS [GCS: 29 (19,6-33,5) > GS: 17,8 (16-21,7); p<0,05].

A frequéncia de desenvolvimento de DMOS foi significantemente

maior no GCS [GCS: 42/41 (97,7%) versus GS: 11/46 (23,4%); risco
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relativo= 4,17; p<0,05]. Trés (6,4%) pacientes do GS e 11 (25,6%) do GCS

foram a obito.

Tabela 1 — Comparagdo entre o grupo sepse (GS) e o grupo choque séptico (GCS) quanto a

idade, escore Pediatric Risk of Mortality (PRISM), expressos como mediana e variagdo € o

S€XO0.
GS GCS Nivel
Variavel (n=46) (n=41) Descritivo
Idade em meses 24 12 p>0,05°
(2 - 167) (1 -204)
Sexo (niimero)
Masculino 25 24 p> 0,05
Feminino 21 17
PRISM 17,8 29 p <0,05°
(16-21,7) (19,6-33,5)

n = numero de pacientes. “Teste U de Mann-Whitney; "Teste de Goodman.

Foi1 possivel isolar microorganismos a partir de hemocultura e cultura
de liquor em 54 pacientes. Hemocultura foi positiva em 40 pacientes, sendo 29
(72,5%) do GCS, e a cultura de liquor foi positiva em 14 criancas, 11 (78,6%)
do GCS. Em 38 (70,4%) pacientes foram isolados germes gram-negativos (P.
aeruginosa; H. influenzae; A. baumanii; Klebsiella species), em 11 (20,4%),
gram-positivos (S. aureus; S. pneumoniae; S. epidermidis) e em outros quatro
(7,4%) pacientes a infecc¢do foi polimicrobiana. Infecgao fungica (C. albicans)

foi diagnosticada em um paciente (1,8%).
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Os pulmdes foram o foco primario de infecgdo na maioria dos
pacientes do GS [pulmao: 32 (69,5%) versus sistema nervoso central: cinco
(11%) versus intestino: quatro (8,5%) versus outros: cinco (11%); p < 0,05] e
na comparagdo entre os dois grupos [GS: 32 (69,5%) versus GCS: 15
(36,6%); p < 0,05]. Dentro do GCS ndo houve diferenga estatisticamente
significante na distribuigdo de frequéncias entre os focos de infec¢do, como

pode ser observado na tabela 2.

Tabela 2 — Comparagdo entre o grupo sepse (GS) e o grupo choque séptico (GCS) quanto

aos focos primarios de infecgao.

Focos de Infeccao

Grupos Total
Pulmao SNC Intestino Outros
GS 32(69,5bB  5(11)aA 4 (8,5)aA 5(11)aA 46
GCS 15(36,6)aA 11 (26,8)aA  8(19,5)aA  7(17,1)aA 41

n (%); SNC: sistema nervoso central; Teste estatistico: Teste de Goodman.
Letras mintsculas: comparam os grupos, fixada a categoria (focos de infec¢ao).
Letras maitusculas: comparam as categorias dentro de cada grupo.

Letras diferentes: indicam diferengas significantes. p<0,05.
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A figura 1 ¢ uma ilustragdo representativa da comparacao dos grupos

quanto aos focos de infeccao.

100- lll

90+ 69.5 \ p<0,05 p<0,05 p<0,05
b

Porcentagem

Pulmao SNC Intestino Outros

Focos de Infecgao

Figura 1 — Comparacgao entre os grupos sepse (em barras azuis) e choque séptico (em

barras vermelhas) quanto aos focos de infec¢do. Teste de Goodman.
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4.3 — Marcadores Bioquimicos

4.3.1 — Interleucina — 12

Comparagcdo entre grupos

Os niveis plasmaticos de IL-12 ndo diferiram estatisticamente entre
os grupos no TO [GS: 1,23 (0 —511,62) = GCS: 0,24 (0 — 226,43); p= 0,135]
e no T12h [GS: 6,11 (0 — 230,52) = GCS: 1,32 (0 — 61,0); p = 0,129], como

apresentado na Tabela 3.

Comparacao entre os tempos de coleta

Analisando-se o fator tempo de coleta, observou-se que no GS nao
houve diferenca estatisticamente significante nos valores dos niveis
plasmaticos de IL-12 entre os dois momentos [TO: 1,23 (0 —511,62) =T 12h:
6,11 (0 — 230,52) - p= 0, 075]. Por outro lado, no GCS houve aumento
estatisticamente significante dos niveis de IL-12 de TO para T 12h [TO: 0,24
(0-226,43)<T 12h: 1,32 (0—-61,0) - p=0, 018].
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Tabela 3 — Mediana e variacao dos niveis plasmaticos de Interleucina-12 (IL-12 — pg/ml) na
comparagdo entre os grupos sepse (GS) e choque séptico (GCS) nos dois momentos de

coleta: tempo inicial (TO — a admissao) e 12 horas ap0s a primeira coleta (T 12h).

Grupos GS GCS
(n=46) (n=41)
Momentos
TO 1,23 aA 0,24 aA
(0-511,62) (0—-226,43)
T 12h 6,11 aA 1,32aB
(0 —-230,52) (0-61,0)

n = namero de pacientes; Testes estatisticos: Andlise de Medidas Repetidas.
Letras mintsculas: comparam os grupos, fixados os momentos.

Letras maiusculas: comparam os momentos de analise dentro de cada grupo.
Letras diferentes: indicam diferengas significantes — p<0,05

Diagnaostico clinico e limite de deteccdo de IL-12

Avaliou-se a concordancia entre o diagnéstico clinico e os niveis
plasmaticos de IL-12. Observou-se que tanto em TO quanto em T12h foi maior
a frequéncia de pacientes que apresentaram niveis de IL-12 acima do limite de
deteccdo para os dois grupos, sem, no entanto, haver diferenca estatistica
significante entre as freqliéncias de criangas com niveis acima e abaixo do

limite de deteccao, como ilustrado na Tabela 4.
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Tabela 4 - Numero de dosagens e porcentagem de pacientes com niveis
plasmaticos de interleucina-12 (IL-12) acima e abaixo do limite de deteccao
(2,34 pg/ml) para os grupos sepse (GS) e choque séptico (GCS) nos dois
momentos de coleta: a admissao (tempo zero - TO) e 12 horas apods a primeira

coleta (T 12h).

Limite de Detecc¢ao

Momentos Grupos Total
Acima Abaixo
GS 29 (63,04)Aa 17 (36,96)Aa 46
TO
GCS 22 (53,6)Aa 19(46,4)Aa 41
T12h GS 26 (56,5)Aa 20(43,5)Aa 46
GCS 26 (63,4)Aa 15 (36,6)Aa 41

n (%); Teste estatistico: Qui-quadrado.

Letras minusculas: comparam os grupos, fixados os momentos.

Letras maiusculas: comparam os momentos dentro do grupo para os limites.
Letras diferentes: indicam diferencas significantes — p<0,05.
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4.3.2 — Procalcitonina

PCT no tempo zero

A tabela 5 mostra a distribui¢do dos pacientes entre as classes de
niveis plasmaticos de PCT (< 0,5 ng/mL = sepse improvavel, podendo haver
infeccdo localizada; > 0,5 ng/mL e < 2 ng/mL = sepse possivel; > 2 ng/mL e
< 10 ng/mL = infec¢do bacteriana complicada por inflamagao sistémica e > 10
ng/mL = choque séptico) no T0, para os grupos sepse e choque séptico.

A PCT foi indicador de gravidade no TO, pois discriminou os pacientes
com choque séptico daqueles com sepse, j4& que a maioria dos pacientes do
GCS ocupou a classe > 10 ng/mL, diferentemente do que ocorreu com as
criancas do GS, sendo a diferenga entre os grupos, para esta classe,
estatisticamente significante [GCS: 30 (71,3%) > GS: 14 (30,4%) - p<0,05].
Dentro do GCS, a frequéncia de pacientes que ocupou a classe mais elevada
de PCT, foi significantemente maior que a de pacientes em outras classes
[classe >10: 30 (71,3%) > classe > 2-< 10: 7 (17,1%) = classe > 0,5-< 2: 4
(9,8%) = classe<0,5: 0(0%) — p < 0,05]. Por outro lado, no GS, nao houve

diferenga estatistica na distribui¢do dos pacientes entre as classes de PCT
[classe >10: 14 (30,4%) = classe > 2-< 10: 11 (24%) = classe > 0,5-< 2: 13
(28,2%) = classe<0.,5: 8 (17,4%) —p > 0,05].
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Tabela 5 — Distribuigdo dos pacientes do grupo sepse (GS) e do grupo choque séptico

(GCS) entre as classes de procalcitonina (PCT) no tempo zero de avaliacao (TO).

Classes de PCT no TO
Grupos Total
<0,5 >0,5-<2 >2-<10 >10
GS 8 (17,4)aA 13 (28,2)aA 11 (24)aA 14 (30,4)aA 46
GCS 0 (0,0)aA 4 (9,8)aA 7(17,1)aA 30 (71,3)bB 41

n (%); Teste estatistico: Teste de Goodman.

Letras mintsculas: comparam os grupos, fixadas as classes de procalcitonina.
Letras maiusculas: comparam as classes dentro de cada grupo.

Letras diferentes: indicam diferengas significantes. p<0,05.
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A figura 2 ¢ uma ilustragdo representativa da distribuicdo dos pacientes

entre as classes de PCT no TO.

Porcentagem de pacientes

<05 205-<2 22-<10 210

Classes de procalcitonina (ng/mL) no T 0

Figura 2 — Distribui¢do dos pacientes dos grupos sepse (barras azuis) ¢ choque
séptico (barras vermelhas) entre as classes de nivel plasmatico de procalcitonina

no tempo zero de avaliagdo (TO0). Teste de Goodman.

PCT no tempo 12 horas

No T12h (Tabela 6) o comportamento da PCT foi semelhante ao T0, ou
seja, foi significantemente maior a frequéncia de pacientes do GCS na classe
> 10, quando comparado o GS [GCS: 34 (82,9%) > GS: 10 (21,3%) -
p<0,05]. Além disso, houve diferenca estatisticamente significante entre os

grupos para a classe > 2-< 10, favorecendo o GS.
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Dentro do GCS observou-se diferenca estatistica entre a freqiiéncia de

pacientes na classe mais alta comparada com as demais [classe >10: 34

(82,9%) > classe > 2-<10: 4 (9,8%) = classe > 0,5-< 2: 3 (7,3%) > classe<0,5:

0(0%) — p < 0,05]. Por outro lado, no GS, ndo houve diferenga estatistica na

distribui¢do dos pacientes entre as classes de PCT [classe >10: 10 (21,7%) =
classe > 2-< 10: 19 (41,3%) = classe > 0,5-< 2: 11 (24%) = classe<0.5: 6

(13%) —p > 0,05].

Tabela 6 — Distribui¢do dos pacientes do grupo sepse (GS) e do grupo choque séptico

(GCS) entre as classes de niveis plasmaticos de procalcitonina (PCT) no tempo 12 horas de

avaliagdo (T 12h).

Classes de PCT no T 12h

Grupos Total
<0,5 >0,5-<2 >2-<10 >10
GS 6 (13)aA 11 (24)aA 19 (41,3)bA  10(21,7)aA 46
GCS 0 (0,0)aA 3(7,3)aB 4 (9,8)aB 34 (82,9)bC 41

n (%); Teste estatistico: Teste de Goodman.

Letras mintsculas: comparam os grupos, fixadas as classes de procalcitonina.
Letras maiusculas: comparam as classes dentro de cada grupo.

Letras diferentes: indicam diferengas significantes — p<0,05.
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A figura 3 ¢ uma ilustragdo representativa da distribuicao dos pacientes

entre as classes de PCT no T 12h.

100 B Grupo Sepse (GS) . #
90+ B Grupo Choque Séptico (GCS)

Porcentagem de pacientes

<0,5 >=0,5-<2 >=2-<10 >=10

Classes de procalcitonina (ng/mL) no T 12h

Figura 3 — Distribuicdo dos pacientes dos grupos sepse ¢ choque séptico
entre as classes de nivel plasmatico de procalcitonina no tempo 12 horas de
avaliagdo (T 12h). * p < 0,05 na comparacao entre os grupos para a classe >
10 (GCS>GS) e para a classe > 2-<10 ng/mL (GS>GCS); # p < 0,05
comparando a classe > 10 com as classes >2-<10, >0,5-<2 e <0,5 dentro do
GCS; * p < 0,05 comparando as classes >2-<10 e >0,5-<2 com a classe <

0,5 dentro do GCS. Teste de Goodman.
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A tabela 7 mostra, mais especificamente, a distribui¢do da alteracao de
classe de PCT no T12h, segundo os grupos sepse e choque séptico. Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos quanto a mudanga de classes,
predominando manuteng¢do sobre aumento ou diminui¢do. No GS os pacientes
aumentaram ou diminuiram de classe de forma semelhante, enquanto que no
GCS, apesar do predominio de manutencgdo, foi significantemente maior a
frequéncia de pacientes que passou de uma classe mais baixa para uma mais

alta (p<0,05).

Tabela 7 — Distribuicao da alteragao de classe da procalcitonina (PCT) do tempo zero (T0)
para o tempo 12 horas (T 12h), segundo o grupo sepse (GS) e o grupo choque séptico
(GCS).

Alteracao da classe de PCT de T0 para T 12h

Grupos Total
Aumento Manutenc¢ao Diminuicao
GS 5(10,9)aA 39 (84,8)aB 2 (4,3)aA 46
GCS 8 (19,5)aB 32 (78)aC 1(2,5)aA 41

n (%); Teste estatistico: Teste de Goodman.

Letras mintsculas: comparam os grupos, fixada a alteracdo de classe de procalcitonina.
Letras maiusculas: comparam as classes dentro de cada grupo.

Letras diferentes: indicam diferengas significantes — p<0,05.
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4.3.3 -PCR

Comparagcao entre 0s grupos

Os niveis plasmaticos de PCR (tabela 8) ndo foram significantemente
diferentes comparando os grupos choque séptico e sepse no TO [GS: 14,05
(1-36,5) = GCS: 12,9 (0,5-52,2) — p=0,706] ¢ no T12h [GS:13 (0,4-39,4) =
GCS: 15,3 (0,9-38,1); p=0,6].

Comparacao entre os tempos de coleta

Analisando-se o fator tempo de coleta, observou-se que ndao houve
diferencga estatisticamente significante nos valores dos niveis plasmaticos de
PCR entre os dois momentos nos grupos estudados [GS— TO0: 14,05 (1-36,5) =
T12: 13 (0,4-39,4);p= 0,188 — GCS- TO: 12,9 (0,5-52,2) = T12: 15,3 (0,9-
38,1) - p=0,428].
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Tabela 8 — Mediana e variagdo dos niveis plasmaticos de PCR na comparagdo entre os
grupos sepse (GS) e choque séptico (GCS) nos dois momentos de coleta: tempo inicial

(T0-a admissao) e 12 horas apds a primeira coleta (T12h).

Grupos
GS GCS
n=46 n=41
Momentos ( ) ( )
TO 14,05 Aa 12,9 Aa
(1-36,5) (0,5-152,2)
T 12h 13 Aa 15,3 Aa
(0,4-394) (0,9 -38,1)

n = nimero de pacientes; Testes estatisticos: Andlise de Medidas Repetidas.
Letras mintsculas: comparam os grupos, fixados os momentos.

Letras maiusculas: comparam os momentos de analise dentro de cada grupo.
Letras diferentes: indicam diferengas significantes — p<0,05

Diagnostico clinico e limite de deteccdo da PCR

Observou-se que em TO e em T 12h foi significantemente maior a
freqliéncia de pacientes com niveis de PCR acima do limite de detec¢ao
estabelecido pelo método (> 1 mg/dL) tanto no GS como no GCS, sem, no

entanto, haver diferenca significante entre os grupos (tabela 9).
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Tabela 9 — Numero de dosagens e porcentagem de pacientes com niveis plasmaticos de

Proteina C Reativa (PCR) acima e abaixo do limite de detec¢do (> 1 mg/dL) para os grupos

sepse (GS) e choque séptico (GCS) no tempo zero (TO - inferior a oito horas do diagndstico

clinico), 12 horas apos a primeira coleta (T12h).

Limite de Deteccio

Momento Grupo Total
Acima Abaixo
GS 46 (100)aB 0 (0,0)aA 46
TO
GCS 39(95,2)aB 2 (4,8)aA 41
GS 42 (91,5)aB 4 (8,5)aA 46
T 12h
GCS 40 (97,6)aB 1 (2,4)aA 41

n = nimero de pacientes; Testes estatisticos: Andlise de Medidas Repetidas.

Letras minusculas: comparam os grupos, fixados os momentos.

Letras maiusculas: comparam as categorias acima e abaixo dentro de cada grupo.

Letras diferentes: indicam diferencgas significantes — p<0,05

4.3.4 — Mediadores e gravidade da doenca
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No TO os niveis plasmaticos de IL-12 ndo mostraram correlacio
positiva significante com o escore PRISM dos pacientes do GCS (Correlacao
de Spearman — p= 0,215; r =- 0,20) ¢ do GS (Correlacao de Spearman — p
=0,852; r=0,0285). O mesmo foi observado para a PCR em ambos os grupos:
GCS (Correlagao de Spearman — p=0,0249; r=0,342) e GS (Correlagdo de
Spearman — p=0,199; r=- 0,190).

Com relagdo as dosagens de PCT, observou-se que o valor médio do
PRISM dos 30 pacientes do GCS, que ocuparam a classe mais alta de PCT,
foi significantemente mais elevado que a média do PRISM das 14 criangas do
GS, na mesma classe de PCT (GCS: 31,15 +£ 591 > GS : 18,78 £ 5,75 — p<
0,05 ), no TO.

Os valores individuais dos niveis plasmaticos de IL-12, bem como
algumas caracteristicas dos pacientes de ambos os grupos, sdo apresentados

em tabelas especificas no apéndice.
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5 — Discussao

A sepse e o choque séptico se mantém como um dos grandes desafios
para a medicina intensiva, estando entre as maiores causas de morbidade e
obito nas modernas unidades de tratamento intensivo (CASADO-FLORES et al.,
2003). Recentes estimativas indicam que ha mais de 750.000 casos de sepse
nos Estados Unidos por ano e cerca de 200.000 desses casos evoluem para
Obito (CHANG-LEE et al., 2007 ANGUS & WAX, 2001). Ha necessidade prioritaria
de identificacdo precoce de pacientes com alto risco de evolucao para o 6bito
por meio de pronta andlise laboratorial ou de prova clinica consistente de
rapida realizacdo. Entretanto, muitos desses pacientes, inicialmente,
encontram-se em servicos de emergéncia e podem ter o diagnostico de sepse
atrasado em fun¢do das investigagdes iniciais habituais (STREHLOW et al.,
2006).

O diagnéstico de sepse € dificil, pois os sinais clinicos frequentemente
se sobrepdem a outras situa¢des clinicas ndo infecciosas causadoras de
resposta inflamatdria sistémica. Por esta razdo, varios estudos tém enfocado a
utilizagdo de protocolos pré-estabelecidos com o objetivo de reduzir a
letalidade pela melhora do diagnostico e do tratamento de criangas (CARCILLO
et al., 2002; PARKER et al., 2004) e adultos (DELLINGER et al., 2004) com quadros
sépticos.

Na conducao dos doentes sépticos, a identificagdo/diagnostico precoce
da infec¢do ¢ o elemento que tem o maior impacto sobre o curso clinico,
tratamento e sobrevida dos pacientes. Tanto ¢ assim que, em 2004,
DELLINGER et al. publicaram o Surviving Sepsis Campaign e, posteriormente,
RIVERS et al., em 2005, relataram a importancia das primeiras seis horas de

atendimento e das primeiras 24 horas de interna¢do, respectivamente, golden
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hour ¢ silver day. Estes protocolos alertaram para o fato de que o diagndstico
deve ser realizado o mais cedo possivel.

Como descrito anteriormente, os primeiros sinais clinicos de sepse nao
sdo, habitualmente, tipicos ou especificos. Consequentemente hd a
necessidade de se encontrar mediadores confiaveis da resposta inflamatoria a
infeccao.

Em vista da importancia do diagnostico precoce de sepse, da PCT e da
PCR ja terem sido incluidas entre os critérios diagnosticos de sepse em adultos
e, também, em razdo da escassez de estudos em pediatria que tenham avaliado
mediadores de infeccdo grave, objetivamos estudar o comportamento dos
niveis plasmaticos de PCT, IL-12 e PCR em criangas com sepse/choque
séptico.

Demonstramos que os niveis de IL-12 ndo diferiram de forma
estatisticamente significante entre os dois momentos estudados para as
criangas com sepse. No caso dos pacientes com choque séptico, entretanto,
houve aumento estatisticamente significante nos niveis desta interleucina de
TO para T12h. Quanto a concordancia entre o diagndstico clinico e os niveis
plasmaticos de IL-12, cerca de 50% dos pacientes apresentaram niveis de IL-
12 acima do limite de detec¢do para os dois grupos estudados e nao houve
correlacdo entre os niveis plasmaticos da IL-12 com o escore PRISM. Quanto
a PCT, observamos que foi maior a frequéncia de pacientes do GCS que
ocupou a classe mais alta de nivel plasmatico do mediador no TO e que esta
frequéncia aumentou ainda mais no T12h, fato que ndo ocorreu com os
pacientes do GS. Adicionalmente, os niveis mais altos de PCT associaram-se
com os valores mais altos do PRISM para as criangas do GCS. Com relagdo a

PCR ndo foram observadas diferencas estatisticas comparando os grupos nos
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dois momentos estudados, da mesma forma que ndo houve correlagdo com a

gravidade dos pacientes.

5.1 — Método de dosagem de PCT

Para a dosagem da PCT existe certo debate na literatura entre dois
métodos: 1) método semiquantitativo, por meio de imunocromatografia
(B.R. A.LHM.S. PCT ®-Q — Diagnostica GmbH, Hennigsdorf, Germany), o
chamado teste rapido, e 2) método quantitativo, por meio de
imunoluminometria (LUMItestPCT®).

Optamos pelo teste rapido, semiquantitativo, apesar de PELINKA et al.,
em 2003, terem demonstrado que o teste apresenta baixa sensibilidade (44%)
quando comparado com o quantitativo. Ocorre, no entanto, que os autores
chamaram a atencdo para o fato de que a realizacdo do teste quantitativo ser
bem mais complicada e de maior custo, exigindo o dobro de medidas e curvas-
padrdao e o dobro do pessoal experiente. Além disso, quando se utiliza o teste
semiquantitativo ¢ relatada alta especificidade (92% a 98%) para altos niveis
de PCT e hd a vantagem da viabilizacdo dos resultados em 30 minutos
(MEISNER 2000; PELINKA et al., 2003). Estes fatos, associados ao relato de alta
sensibilidade diagndstica do teste semiquantitativo (90% a 92%) (MEISNER
2000) e a necessidade de, na pratica clinica, contar com um teste que forneca
resultados com a maior rapidez possivel e a menor custo, nos levaram a

decidir pelo teste rapido.
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5.2 — Caracteristicas dos pacientes

Estimativa acurada da incidéncia da sepse ¢ obviamente dificil devido
aos problemas relacionados com a definicdo do quadro, heterogeneidade das
populagdes avaliadas e tipos de hospitais (ANGUS & WAX, 2001). No entanto,
ha descrigdo de aumento de incidéncia de sepse em adultos (SHARMA &
KUMAR, 2003). No presente estudo, a prevaléncia de sepse ¢ dos quadros
correlatos foi de 18 %.

A idade e o sexo dos nossos pacientes ndo diferiram de relatos de outros
autores (HATHERILL et al., 2000; CASADO-FLORES et al., 2003; ARKADER et al.,
2006), refletindo as caracteristicas da populagdo atendida pela UTI-Pediatrica
(FIORETTO et al., 1993; PAIVA et al., 2006). Da mesma forma, a maior frequéncia
dos pulmdes como foco primario de infec¢do seguiu a tendéncia atual de a
insuficiéncia respiratoria aguda ser a principal causa de admissdo em nossa
unidade (FERRARI & FIORETTO, 2003; FIORETTO et al., 2004).

Com relacdo a gravidade dos pacientes, CASADO-FLORES (2003),
observaram DMOS em, aproximadamente, 50% dos casos, sem diferenciar
sepse de choque séptico. Em nosso estudo, a frequéncia de DMOS foi de 58%,
sendo significantemente maior entre os doentes com choque séptico. A maior
ocorréncia de disfuncgdes organicas neste grupo de criangas pode ser explicada
pelo fato das disfungdes dos oOrgdos serem progressivas € cumulativas e
representarem a fase terminal do processo séptico hipermetabdlico, sendo,
portanto, mais frequentes nos doentes em estagios mais avancados da sepse
(RICHETTI, 2003).

O escore PRISM, medida de gravidade e do prognostico de criangas
gravemente enfermas, ¢ facilmente executado e foi validado em varias

populacdes de diferentes paises (Van BRAKEL et al., 2000). A utilizacdo deste
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escore permitiu-nos diferenciar a gravidade dos pacientes, sendo seus valores
significantemente mais elevados no grupo com choque, semelhante ao descrito
por CASADO-FLORES et al. (2003) e por outros trabalhos do nosso grupo
(FIORETTO et al., 2004; PAIVA et al., 2006).

A mortalidade geral observada foi de 15,5 %, sendo 6,4% para os
doentes com sepse e 25,6% naqueles com choque séptico, proxima as
relatadas por STOLL et al. (1998), em sepse, € por HATHERILL et al. (2000) ¢
CASADO-FLORES et al. (2003), em choque séptico.

5.3 — Procalcitonina

O papel fisioldgico preciso da PCT nao esta claro, sendo sua producao e
fungdo complexas e dependentes do tempo.

Confirmando a participacdo da PCT na sepse, foi demonstrado por
NYLEN et al. (1998) que a administragdo de altas concentragdes do mediador
aumenta a mortalidade em modelos animais, enquanto que sua neutralizacao
melhora a sobrevida. UGARTE et al., em 1999, encontraram niveis mais
elevados de PCT em pacientes com bacteremia do que em pacientes sem
bacteremia, mesmo quando o quadro ndo esteve associado ao aumento do
indice de mortalidade. Outros relatos (BRUNKHORST et al., 1998 ENGELMANN
et al., 1996) demonstraram niveis de PCT mais elevados em pacientes com
bacteremia induzida por germes gram—negativos. Tais estudos sugerem que a
PCT atua como mediador, sustentando e aumentando a resposta inflamatoria,
da mesma forma que IL-6, IL-12 e outras citocinas. H4 que se considerar, no
entanto, que ¢ improvavel, filogeneticamente, que uma substancia liberada
pelo hospedeiro, para combater um agente invasor, cause destrui¢do do

organismo. Portanto, ¢ 16gico pensar que a PCT possa funcionar como outros
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mediadores, tendo efeito benéfico quando liberada em pequenas quantidades e
maléfico em quantidades excessivas.

Em 2004, foi publicada uma revisdo sistemdtica, seguida de meta—
analise, sobre o valor da PCT como marcador de infec¢do bacteriana em
adultos e criangas (SIMON et al., 2004). Ocorre que dos 12 estudos analisados,
apenas dois envolveram criancas, sendo um deles em recém-nascidos
(HATHERILL et al., 1999; ENGUIX et al., 2001). Esta revisdao deixou em aberto a
avaliagdo da PCT para o diagnodstico e prognostico de criangcas com sepse €
choque séptico.

Nosso estudo demonstrou que a PCT foi capaz de discriminar a
gravidade dos pacientes no momento da admissdo, pois, no tempo zero de
avaliacdo foi significantemente maior a frequéncia de criangas com choque
séptico que ocuparam a classe de valor mais elevado de PCT (69,7% em > 10
ng/mL), diferentemente do que ocorreu nas criangas com sepse, havendo
diferenca estatistica entre os grupos. Adicionalmente, observamos que o valor
médio do PRISM dos pacientes do GCS que ocuparam a classe mais alta de
PCT no TO foi significantemente mais elevado que a média do PRISM das
criangas do GS, para esta mesma classe do mediador. Estes resultados estdao de
acordo com o trabalho de CASADO-FLORES et al. (2003), que estudaram 80
criangas com suspeita de sepse. Os autores observaram que a PCT apresentou
melhor valor diagndstico e prognostico, que seus niveis foram
significantemente mais elevados nas criangas com choque séptico do que
naquelas com sepse e que a PCT foi mais alta nos pacientes com maior valor
de PRISM, a semelhanca de outros estudos em criancas (HATHERILL et al.,
2000; RESCH et al ., 2003; CARROL et al., 2005) ¢ adultos (OBERHOFFER et al.,1999;
UGARTE et al., 1999; MULLER et al., 2000; MULLER & BECKER, 2001).
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Adicionalmente, observamos que no T12h a frequéncia de pacientes
com choque séptico que passou a ocupar a classe mais elevada de PCT (> 10
ng/mL) foi ainda maior, o que ndo ocorreu nas criangas com sepse. No geral,
os pacientes dos dois grupos mantiveram-se dentro das classes que ocupavam
inicialmente. Porém, 20,9% das criangas do GCS passaram para a classe mais
elevada, confirmando a relacdo deste mediador com a gravidade e, até mesmo,
com o prognodstico dos pacientes, visto que aqueles com choque séptico
apresentaram maior taxa de mortalidade (GCS= 25,6% x GS= 6,4%).
Resultados semelhantes foram obtidos por LUZZANI et al. (2003), estudando 70
adultos por meio de avaliacdo diaria da PCT. Os autores demonstraram que a
PCT se correlacionou com a gravidade da doenga e com a evolugdo para
DMOS.

Noés ndo pudemos estabelecer correlacdo entre os niveis de PCT e a
evolugdo para DMOS. No entanto, observamos que foi significantemente
maior a porcentagem de pacientes que desenvolveram DMOS no GCS,
quando comparado com criangas do GS, da mesma forma que os niveis de
PCT foram mais elevados no GCS.

A migragdo de pacientes do GCS para a classe mais alta do PCT, com o
passar do tempo, pode ser explicada pela cinética deste mediador. Como
descrito anteriormente, a PCT tem pico mais tardio que outras citocinas,
porém mais rapido quando comparado com a PCR (MEISNER, 2005). E preciso
considerar, também, a influéncia do tratamento antibioticoterapico sobre os
niveis de PCT. Ja foi descrita diminuicdo da concentragdo plasmatica deste
mediador com a administracao de antibioticos (ASSICOT et al., 1993; STAEHLER
etal., 1997) e que a PCT pode ser utilizada para testar a resposta ao tratamento
antibioticoterdpico (BRUNKHORST et al., 1998). Assim, alguns de nossos

resultados podem ter sido influenciados pelo uso de antibidticos no curso da
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doenga e que esta influéncia tenha sido mais acentuada nos casos menos
graves, bloqueando possivel aumento de PCT nas criancas do GS.

Observamos que a distribuicdo dos pacientes do GS entre as classes de
niveis de PCT foi homogénea no TO, com oito pacientes ocupando a classe 0,5
ng/mL (sepse improvavel). Também alguns pacientes deste grupo ocuparam a
classe mais alta, correspondente aquela que indica a presenca de choque
séptico. No T12h sete criangas ocuparam a classe mais baixa, havendo agora
maior porcentagem de pacientes na classe >2 - <10 ng/mL (infecgdo
complicada por inflamacdo sistémica). No GCS, nos dois momentos, nao
houve criangas na classe < 0,5 ng/mL e, aproximadamente, 10% ocuparam a
classe intermediaria (> 0,5-2 ng/mL). Tem sido descrito que alguns pacientes
sem sintomas clinicos de sepse apresentam altos niveis de PCT e, ao contrario,
alguns pacientes que preenchem os critérios clinicos da doenga nao possuem
altos niveis do marcador (MULLER & BECKER 2001). Além disso, a classe >
0,5-2 ng/mL foi denominada de ‘“zona cinza”, pela dificuldade de
interpretacdo do resultado. Entendemos entdo que € possivel que em alguns de
nossos pacientes sépticos a inflamacdo fosse minima, e outros, inicialmente
rotulados como tendo sepse, na realidade tivessem quadro inflamatorio
sistémico ainda mais grave.

Estes dados permitem afirmar que a PCT pode ser considerada como
elemento auxiliar para o diagnostico de sepse ¢ reflete a gravidade da
infec¢dao. Porém este método diagnostico precisa ser avaliado no contexto do
quadro clinico do paciente, complementando a avaliagdo clinica cuidadosa e o
julgamento clinico de sepse/choque séptico que ¢ muitas vezes subjetivo e,

consequentemente, incerto.
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O futuro esta em demonstrar se a avaliagdo da PCT melhora o
prognostico dos pacientes, na medida em que possibilita diagnodstico precoce ¢

acompanhamento do tratamento.

5.4 -PCR

Muitos estudos compararam PCR com PCT, mostrando superioridade

da PCT na diferenciagdo da SRIS de causa infecciosa das demais causas (De
WERRA et al., 1997; HATHERILL et al., 1999; SUPRIN et al., 2000; HAMBACH et al.,
2002; CASTELLI et al., 2004; CASADO-FLORES et al., 2003; SIERRA et al., 2004;

POVOA et al., 2005; CASTELLI et al., 2006; GAINI et al., 2006; SIMON et al., 2008).
Outros, no entanto, mostraram que a PCR ¢ igual ou superior a PCT para o

diagndstico de infecgdo e sepse (SUPRIN et al., 2000; PENEL et al., 2001; CLAEYS
et al., 2002; HAMBACH et al., 2002; BELL et al., 2003; CHAN et al., 2004; CASTELLI et

al., 2006), deixando a questao em aberto.

HATHERILL et al. (1999), estudando 175 criangas internadas em unidade
de terapia intensiva e divididas em cinco grupos (criangas sem infec¢do; com
infeccdo viral; com infec¢do bacteriana localizada; com meningite ¢ em
choque séptico) compararam os valores de PCR e PCT em cada situacao.
Observaram que a PCR variou nas cinco categorias, sendo mais alta em
criancas com choque séptico do que naquelas com infecgdes localizadas e
virais. Entretanto a PCT foi melhor que a PCR para discriminar a gravidade da
infeccdo. Estudando criangas, CASADO-FLORES et al. (2003) observaram que os
valores de PCR variaram com a idade e foram semelhantes entre os pacientes
com sepse e choque séptico, ndo havendo correlacdo com a sobrevida ou com
a evolugdo para DMOS. Comparando PCT com PCR, os autores observaram

que a PCT apresentou melhor valor diagndstico e prognostico, que seus niveis
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foram significantemente mais elevados nas criancas com choque séptico do
que naquelas com sepse ¢ que os niveis de PCT foram mais elevados nos
pacientes com maior valor de PRISM, resultados semelhantes aos que
observamos.

Em 2004, meta-analise de 12 estudos que avaliou 1.386 pacientes (684
criancas), metade dos quais internados em UTI, evidenciou que a PCT ¢
melhor que a PCR para diferenciar infec¢des bacterianas de virais e para
diferenciar infeccdo bacteriana de outras causas de inflamagao sistémica nao
infecciosas (SIMON et al., 2004). Entretanto tais conclusdes precisam ser
avaliadas com cuidado, pois os proprios autores descreveram que o estudo
apresentou limitacdes e que os resultados apontavam apenas para um suporte
parcial a superioridade da PCT (SIMON et al., 2005).

Recentemente SIMON et al. (2008), em estudo prospectivo que incluiu 64
criancas com SRIS de diversas causas, observaram que a PCT foi melhor que
a PCR em diagnosticar infec¢dao bacteriana no inicio da resposta inflamatoria
sistémica. Os niveis de PCT foram significantemente mais elevados em SRIS
de etiologia bacteriana, quando comparados com SRIS de etiologia nao
infecciosa, enquanto a PCR nao foi diferente.

Nossos resultados mostraram superioridade da PCT em relagdo a PCR
para a diferenciagdo de pacientes com sepse € choque séptico. Para a PCR,
ndo observamos diferengas estatisticamente significantes entre criangas com
sepse ou choque séptico nos dois momentos avaliados. Tais resultados podem
ser explicados pela cinética da PCR que ¢ uma proteina de fase aguda com
turnover extremamente rapido e influencidvel fortemente pela introdugdo de
antibioticos, visto que seus niveis séricos estdo diretamente relacionados com
a sintese que se mantém enquanto o estimulo inicial ndo for bloqueado

(RIDKER, 2003). E possivel que a obten¢io de uma amostra mais tardia ou
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seriada permita a diferenciacdo dos pacientes e melhor correlagdo com a
gravidade.

Outros fatores poderiam ter influenciado nossos resultados. Nossa
populacdo foi heterogénea do ponto de vista de faixa etaria o que pode ter
influenciado os valores da PCR, j4 que a mesma varia com a idade, sendo
tanto maior quanto maior a idade (CASADO-FLORES et al., 2003).

H4 ainda a questdo do estabelecimento de um valor de “cut off”.
CASTELLI et al. (2004), comparando PCT e PCR, fixaram valores de PCR>50
mg/L para discriminar inflama¢do de causa infecciosa de outras causas e
demonstraram que aumento maior ou igual a 25% do valor inicial da PCR
seria fortemente sugestivo de sepse. Mostraram que os valores de PCR
estavam altos durante estagios iniciais de DMOS e inflamacao sistémica, sem
aumento com a progressao da doenca. Ainda assim concluiram pela
superioridade da PCT para avaliacao de gravidade. Nos ndo determinamos um
valor de “cut off”, dificultando a separacdo dos pacientes por niveis deste

mediador.

5.5. Inteleucina-12

Para entender a participacdao das citocinas, em particular da IL-12, na
fisiopatologia da sepse ¢ imperioso discutirmos algumas de suas
caracteristicas principais.

A liberagdo de citocinas ¢ um evento breve e autolimitado, sendo que as
mesmas ndo sdo armazenadas como moléculas pré-formadas. Uma vez
sintetizadas, as citocinas sao rapidamente secretadas, resultando em explosao
de liberacdo quando necessdrio. Tém agdes pleiotropicas, ou seja, t€m a

capacidade de agir em diferentes tipos de células, mediando diferentes efeitos
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biologicos e limitando seu uso em situagdes terapé€uticas, pois a administragao
de uma citocina pode resultar em varios efeitos colaterais. Tém ainda agdo
redundante que se refere a propriedade de multiplas citocinas possuirem os
mesmos efeitos funcionais. As citocinas frequentemente influenciam a sintese
¢ as agoes de outras citocinas de diversas formas: somando, antagonizando ou
potencializando os efeitos umas das outras (YOSHIE et al., 2001).

As acdes das citocinas podem ser locais (agcdo autdcrina) e sistémicas
(acdo paracrina) e quando sdo produzidas em grande quantidade tém acao
mais intensa conhecida como agdo enddcrina (ZLOTNIK et al., 2001). Suas agoes
sdo iniciadas pela ligacdo aos receptores de membrana especificos em células-
alvo. Sinais externos regulam a expressao de receptores de citocinas e,
portanto, o potencial de resposta das células as mesmas (CAMPBELL et al.,
2003).

CERAMI & BEUTLER (1988), ao estudar o papel das citocinas na sepse,
observaram que a utilizagdo de anticorpos neutralizadores do TNF poderiam
proteger ratos contra os efeitos letais das endotoxinas bacterianas. Esta
observac¢do nao somente foi a primeira que demonstrou o papel patogénico das
citocinas na sepse, mas também ilustrou que esta doenca resulta de uma
reagdo excessiva do hospedeiro contra a liberacdo de toxinas bacterianas.
Estudos subsequentes tém fornecido forte evidéncia de que, em particular, IL-
1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, INF-gama e TNF estdo envolvidas na patogénese
da sepse e choque séptico ( LACOUR et al., 2001).

Evidéncias recentes indicam que a IL-12 tem papel importante na
patogénese da infeccdo por bactérias gram-negativas e a resposta inflamatodria
associada a ela (WEIJER et al., 2005). A administracdo de E. coli viva ou
endotoxina purificada promove a liberacdo da IL-12 biologicamente ativa

(subunidade p70; IL-70) na circulagdo de animais em modelos experimentais
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(ZISMAN et al., 1997, WYSOCKA et al., 1995; HEINZEL et al., 1994). A
neutralizacdo desta IL-12 prové clareamento de bactérias com aumento de
sobrevida, mesmo apds uma sobrecarga de toxinas bacterianas. Tomando
juntas essas duas observacdes ¢ o fato de que a IL-12 administrada
exogenamente provocar resposta inflamatoria sistémica, WEIJER et al. (2005)
relataram que a IL-12 estd envolvida nas sequelas toxicas da endotoxemia
grave.

Apesar destas evidéncias, o papel de IL-12 na patogénese da sepse ¢
controverso. Alguns autores descreveram a sua atuagdo como protetora contra
a sepse ¢ o choque séptico (MANCUSO et al., 1997; ZISMAN et al., 1997;
STEINHAUSER et al., 1999; WELJER et al., 2005). Em contrapartida, outros estudos
colocam-na como “vila” na evolugao da sepse e quadros correlatos (JANSEN et
al., 1996; HENSLER et al., 1998; HEREMANS et al., 2000; ABDI, 2002).

Nao observamos diferencas nos niveis plasmaticos de IL-12 entre os
dois grupos estudados, assim como no GS niao houve diferenga
estatisticamente significante nos valores de IL-12 nos dois momentos
estudados. Entretanto no GCS houve aumento dos niveis de IL-12 de TO para
T12h.

Viérios fatores podem ter influenciado nossos resultados, tais como a
cinética da citocina, a intensidade do estimulo, a faixa etdria dos pacientes e o
tipo de subunidade da IL-12 estudado.

Quando estudamos a cinética da IL-12, observamos que a subunidade
p40 ¢ produzida mais precocemente (HEINZEL et al., 1994). A subunidade p70,
por sua vez, inicia liberacdo de 12 a 72 horas apos estimulo, com pico em
torno de 36 horas (JANSEN et al., 1996), mais tardiamente que o momento de
nossa coleta. Como nos casos com choque séptico o estimulo ¢ mais intenso,

fo1 possivel detectar aumento da IL-12 em T12h, fato que ndo ocorreu nos
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pacientes do grupo sepse. E possivel, ainda, que no inicio do estimulo
infeccioso, a p40, liberada mais precocemente, possa ter bloqueado a liberacao
da p70 por contra-regulacdo, efeito este mais pronunciado nos pacientes
menos graves (MATTNER et al., 2003).

Influenciam também, os niveis de IL-12 a faixa etaria e o tipo de
subunidade estudada. UPHAM et al. (2002) estudaram os niveis de 1L-12 em
individuos sadios de quatro faixas etdrias diferentes: nascimento; 5 anos; 12
anos; e na vida adulta. Os autores observaram que os niveis da subunidade p70
diferiram grandemente nos quatro grupos estudados, sendo tdo menores
quanto menor a faixa etdria. Descreveram, ainda, que a capacidade de
sintetizar IL-12 em niveis comparaveis aos de adultos parece ser alcancada
apenas na adolescéncia. Em nossa casuistica estudamos um grupo heterogéneo
quanto a faixa etdria, englobando pacientes de 1 més de vida até 15 anos
incompletos, com maior concentragdo de pacientes em faixas etarias mais
baixas. Tal fato pode ter limitado a detec¢ao do aumento de IL-12.

Os estudos que descreveram acao deletéria de IL-12 em modelos
experimentais (ABDI, 2002; HEREMANS et al., 2000; JANSEN et al., 1996) e
humanos (HAZELZET et al., 1997; FINNERTY et al., 2007) observaram correlagao
entre aumento da subunidade p40 e mortalidade. No presente estudo
avaliamos a subunidade p70, ndo sendo possivel estabelecer correlacio com
obito em razdo do pequeno numero de pacientes com essa evolugdo.
Avaliando a gravidade dos pacientes, também nao pudemos demonstrar
correlacdo entre PRISM e IL-12, diferentemente do que foi observado por

FINNERTY et al. (2007) em criancas vitimas de queimadura.
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5.6. Limitac¢oes do Estudo

Algumas limitagdes deste estudo merecem consideracdo. A utilizagdo
de critérios clinicos para o diagndstico pode ter introduzido um viés de
classificacao dos pacientes. No entanto, como os resultados de PCT, PCR ¢
IL-12 foram mantidos em segredo, os médicos assistentes nao foram
influenciados pelos mesmos, fazendo com que a falta de um padrao-ouro de
diagndstico ndo comprometesse nossos resultados. Também a influéncia de
diferentes classes de antibidticos sobre os niveis dos marcadores estudados
ndo pode ser desprezada, assim como a influéncia do tipo de disfuncao
organica.

A interpretagdo de resultados de analise de marcadores sanguineos nao
¢ facil. Em geral as citocinas tém vida média muito curta. Os resultados de
estudos de niveis circulantes podem ser, portanto, fortemente influenciados
pelo tempo da coleta da amostra e pela intensidade e duracdo do estimulo.
Para a IL-12, especificamente, ¢ possivel que uma dosagem mais tardia
pudesse demonstrar correlagdo com a gravidade.

Em resumo, poder-se-ia dizer que o trabalho do médico ficaria muito
mais facil se um simples teste laboratorial detectasse a presenca de infecgdo
grave. Mas a vida nunca ¢ tao simples e, embora PCT, PCR e IL-12 possam
ser marcadores uteis de infec¢ao, eles ndo sao “OS” marcadores.

A confiabilidade de um marcador para sepse/choque séptico depende da
precisao do diagndstico clinico, a qual deve ser perseguida incessantemente

pelo aprimoramento das defini¢des clinicas, principalmente em criangas.
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I- Os niveis plasmaticos de PCT, a admissdo, permitem diferenciar
sepse de choque séptico, com significancia ainda maior depois de 12 horas e
correlacionam-se diretamente com a gravidade da doenga;

2- Os niveis plasmaticos de PCR e de IL-12 ndo permitem a
diferenciacdo de sepse e choque séptico a admissdo e ndo se correlacionam
com a gravidade dos pacientes. A IL-12, no entanto, aumenta

significantemente nos pacientes com choque séptico apds 12 horas.
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Problemas com diagnostico de sepse sdo indicativos da necessidade de
enfocar mediadores bioquimicos capazes, ndo somente de distinguir as
diferentes causas de inflamag¢do, mas também de indicar a gravidade dos
pacientes. Objetivos: avaliar o comportamento da Interleucina-12 (IL-12),
proteina C-reativa (PCR), e procalcitonina (PCT) e sua utilidade em
diferenciar criancas com sepse € quadros correlatos. Métodos: criangas
sépticas foram incluidas prospectivamente e divididas em dois subgrupos:
sepse (GS; n=46) e choque séptico (GCS; n=41). IL-12, PCR e¢ PCT foram
medidas a admissao (TO) e 12 horas mais tarde (T12h). Valores de PCT foram
classificados como: sepse improvavel, sepse possivel, infeccdo bacteriana
complicada por inflamgdo sist€émica e choque séptico. A gravidade da doenca
foi medida pelo escore PRISM. Resultados: Em TO, houve uma maior
frequéncia de criangas com choque séptico com niveis mais elevados de PCT,
quando comparados com o grupo sepse [GCS: 30 (69,7%) > GS: 14 (29,8%);
p < 0,05], o mesmo ocorrendo em T12h. PRISM foi maior para os pacientes
do GCS do que do GS. Em T12h, os niveis de IL-12 foram maiores no GCS
[T12: 1,32 (0-61.0) > TO: 0,24 (0-226,43; p= 0,018]. Os niveis de PCR nao
foram diferentes entre os grupos ou tempos de coleta. Conclusées: PCT
parece ser util no diagndstico precoce de sepse ¢ choque séptico, sendo
relacionada com a gravidade da doencga. PCR e IL-12 ndo diferenciaram sepse

¢ choque séptico.
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8 — Summary

Problems with sepsis diagnosis are indications of the need to focus on
biochemical mediators capable not only of distinguishing the different causes
of inflammation, but also of indicating the severity of patients. Objectives: To
examine the behavior of interleukin-12 (IL-12), C-reactive protein (CRP), and
procalcitonin (PCT) and the utility of them to differentiate children with septic
conditions. Methods: Septic children, prospectively enrolled, were divided
into sepsis (SG; n = 47) and septic shock (SSG; n = 43) groups. IL-12, PCT
and CRP were measured at admission (T,) and 12 hours later (T;;). Values of
PCT were ranked as: unlikely sepsis; possible sepsis; systemic inflammation;
septic shock. Disease severity was assessed by PRISM score. Results: At T,
there was a higher frequency of SSG with higher PCT compared with SG
[SSG: 30 (69.7%) > SG: 14 (29.8%); p < 0.05], similarly at T12h. PRISM was
higher for SSG patients with higher PCT than SG patients. At Ty, IL-12 levels
were higher in SSG [T12: 1,32 (0 — 61,0) > T0: 0,24 (0 — 226,43); p = 0,018].
CRP levels were not different for groups and moments. Conclusions: PCT
appears to be helpful in early diagnosis of pediatric septic conditions, being
related to disease severity. CRP and IL-12 did not differentiate septic

conditions.
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Anexo I — Idade dos pacientes do grupo sepse (GS) e choque séptico (GCS).

Idade (meses)

GS (n=46) GCS (n=41)
78 5
4 1,5
2 4
21 29
36 4
48 204
2 8
60 3
36 36
167 1
3 123
36 29
9 39
2 8
48 36
84 12
29 18
18 1
7 8
27 9
84 123
11 15
20 41
3 12
120 1
48 24
68 18
63 6
4 168
6 19
72 3
12 4
82 72
68 1,5
24 9
30,5 178
12 17
2 12
8 1
4 60
13 7
9 5
24 1,5
108
139
98
78

n = numero de pacientes.
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Anexo II — Valores individuais dos niveis plasmaticos de interleucina-12 dos pacientes do
grupo sepse (GS) e choque séptico (GCS) no tempo zero (TO) e 12 horas (T 12h) de

avaliacao.
Interleucina-12
GS (n=46) GCS (n=41)
TO0 T 12h TO0 T 12h
0 - 0 4,232
53,545 0 0,456 0,997
0 9,416 0 --
7,688 0 19,128 20,732
0 0 0,54 0
8,869 0 0 0
0 0 0 0,026
0 - 1,144 0,94
16,117 0 0 0
0 22,389 0,146 0
0 54,923 0 0,878
0 11,244 0 0
11,893 -- 0 0
0,21 0 0 2,349
3,712 0 13,342 61,005
0 90,745 0,717 10,155
35,697 39,309 0 0,74
1,577 53,799 1,664 3,171
0 -- 0,853 12,103
0,196 6,91 0,989 4,254
1,029 1,621 0 2,982
0 14,666 2,219 14,811
0,105 12,172 0 1,489
1,029 0 0,328 14,848
0 -- 0 -
0 44,267 - 1,151
1,915 0 0 0,118
0 3,712 0,424 3,99
1,234 0 0 0,49
0 0 226,428 28,725
0 3,369 7,092 0
0 1,238 0 0
2,469 26,217 0 --
3213 - 0 0
2,077 21,712 2,013 2,783
511,618 9,651 5,579 2,905
21,84 3,378 13,979 --
7,998 - 6,363 -
14,375 2,998 0 0
3,076 6,111 14,825 7,998
6,875 31,7 8,759 11,861
35,156 27,989 0 4,232
34,702 230,516 0,456 0,997
5,135 8,567 - -
0,497 --
5,542 0
0 9,416
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Anexo III — Valores individuais dos niveis plasmaticos de proteina C reativa dos pacientes
do grupo sepse (GS) e choque séptico (GCS) no tempo zero (T0) e 12 horas (T 12h) de

avaliacao.
Proteina C Reativa
GS (n=46) GCS (n=41)

TO T 12h TO T 12h
10,6 21,6 - 15,9
33 11,8 - 10,5
1,9 9,9 0,8 --
36,5 20,5 35,7 11,5
16,8 19,3 24.6 18,3
32,9 8,5 39,4 15,2
93 1,9 9.9 59
17,5 22,1 16,3 16,2
11,5 29,1 6,9 30,6
10,2 6 10,1 10,1
2.4 22,7 1,5 27,4
21,5 5,1 17,6 5
13,4 41,4 13,5 37,8

1 223 2,6 38,1
30 8,8 29,4 10,6
16,8 19,5 14,6 21
11,1 2.5 10,2 2.5
32 3,8 0,4 13,3
10,7 20,3 12,4 26,1
20 12,3 30,2 9,6
28,4 26,9 28,2 22,6

3 53 35 9,5
25,7 18,6 20,3 17,2
4.9 39,4 34 35
21 5,7 10 .
10,7 20,2 - 19,7
2,6 52,2 5,7 15,1
25.4 1,7 16,4 1
4,1 9.4 11,2 8,6
7,9 9,1 14,5 10,2
31,6 9,2 30,6 53
18,3 20,8 10,5 24,2
22,1 25,2 19,2
14,7 12,9 12,2 15,4
17,4 0,5 - 0,9

7 17,9 5,3 17,3
16,1 12,8 16,2
23,6 7,9 25,3

3,1 0,9 8,5
2,1 13,4 1,7 24,1
2,8 253 2,5 33,3
1,2 21,6 0,9 15,9
36,4 11,8 35,4 10,5
23,9 9,9 -
22 20,5 11,5
25,8 19,3
10,6 8,5
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