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RESUMO

CARMONA, F. Papel da ativacdo do fator nuclear kappa-B na disfuncio
miocardica do choque séptico pediatrico. 2009. 142 f. Tese de Doutorado — Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

Criangas com choque séptico apresentam elevada morbi-mortalidade. A disfung¢do
miocardica ¢ uma complicagdo freqiiente e caracteriza-se por redugdo da fracdo de ejecao
(FE) e aumento do volume diastélico final do ventriculo esquerdo (VDFVE). O papel da
reacdo inflamatdria sistémica (SRIS) na génese da disfungdo miocardica que ocorre nesses
pacientes ainda nao estd completamente esclarecido. A SRIS ¢ regulada pela atividade do
fator nuclear kappa-B (NF-kB), que pode ser estimada pela quantificacdo da expressao
relativa do gene de sua unidade inibidora, o I-kBa. A deteccdo precoce da disfuncao
miocardica na populagdo pediatrica ¢ dificil na pratica clinica. N6és estudamos uma coorte de
15 pacientes pediatricos internados na Unidade de Terapia Intensiva Pediatrica (UTIP) de um
hospital terciario, com idade mediana de 62 meses (variando de 2 a 215 meses) com
diagnéstico de choque séptico. Foram coletados dados clinicos e amostras de sangue diarias, e
realizada ecocardiografia. As amostras de sangue foram analisadas para determinacdo da
expressao relativa do gene do I-xBa por reagdo da polimerase em cadeia quantitativa em
tempo real (RQ-PCR), e determinagdo das concentragdes plasmaticas do peptideo natriurético
tipo B (BNP) e da troponina I cardiaca (cTnl). Os pacientes foram divididos em 2 grupos de
acordo com a FE menor (grupo 1) e maior ou igual a 50% (grupo 2). Nossos resultados

mostraram que pacientes do grupo 1 apresentavam menor ativagdo do NF-kB nos dias 1, 3 ¢



4, e menor FE nos dias 2 e 6. A ativacao do NF-kB correlacionou-se positivamente com maior
VDFVE. Dentre os pacientes com expressao relativa do gene do I-kBa acima da mediana no
1° dia observou-se maior propor¢ao de individuos com FE > 50%. As concentragdes de cTnl e
BNP correlacionaram-se positivamente entre si, mas nao com parametros clinicos ou
ecocardiograficos de disfuncdo miocéardica. Em conclusdo, em pacientes pediatricos com
choque séptico a maior ativagdo do NF-kB associou-se a melhores indices ecocardiograficos
de disfun¢do miocardica, o que poderia sugerir um papel daquele na ativacdo de mecanismos
compensatdrios cardiacos a injuria. BNP e cTnl ndo foram bons marcadores de disfuncdo

miocardica nessa populacao especifica.



ABSTRACT

CARMONA, F. Role of nuclear factor kappa-B activation on myocardial
dysfunction in pediatric septic shock. 2009. 142 f. Thesis (Doctoral) — Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

Children with septic shock have high morbidity and mortality. Myocardial
dysfunction is a common complication and is characterized by reduced ejection fraction (EF)
and augmented left ventricle end-diastolic volume (LVEDV). The role of the systemic
inflammatory response syndrome (SIRS) that occurs in these patients is not fully understood.
SIRS is regulated by nuclear factor kappa-B (NF-kB) activity, which can be measured by its
inhibitory unit (I-kBa) relative gene expression. Early recognition of myocardial dysfunction
in pediatric patients is difficult in clinical practice. We studied a cohort of 15 pediatric
patients with septic shock admitted to the Pediatric Intensive Care Unit (PICU) of a tertiary-
care hospital, with median age of 62 months (range: 2-215 months). Clinical and
demographical data were recorded, blood samples were collected daily, and echocardiography
was performed. Blood samples were analyzed for [-kBa relative gene expression by real time
quantitative polymerase chain reaction (RQ-PCR), and for determination of plasma levels of
B-type natriuretic peptide (BNP) and cardiac troponin I (cTnl). Patients were divided into 2
groups, according to EF below (group 1) and above or equal to 50% (group 2). Our results
showed that patients from group 1 had lower NF-kB activation on days 1, 3 and 4, and lower
EF on days 2 and 6. NF-kB activation positively correlated with higher LVEDV. We

observed a higher proportion of patients with values of EF > 50% among those with [-kBa



relative gene expression above the median on the 1% day. BNP and cTnl plasma levels
correlated well with each other, but not with clinical or echocardiographic parameters of
myocardial dysfunction. In conclusion, in pediatric patients with septic shock, higher NF-xB
activation was associated to better echocardiographic parameters of myocardial dysfunction,
which could suggest a beneficial role of the former on activation of cardiac compensatory
mechanisms to injury. BNP and cTnl were not useful markers of myocardial dysfunction in

this specific population.
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1. Introducao

Choque séptico ¢ a maior causa de mortalidade e morbidade em criangas e adultos
em todo o mundo (PATHAN et al., 2004) e a causa mais comum de morte em unidades de
terapia intensiva (MEHTA et al., 2004; PARRILLO, 1993; SPIES et al., 1998). Estima-se que
400.000 casos de sepse e 200.000 episodios de choque séptico ocorram anualmente nos
Estados Unidos, resultando em mais de 100.000 mortes (DAS, 2003; PARRILLO, 1993;
PRICE et al., 1999; SPIES et al., 1998; ZHANG; GHOSH, 2000). Uma das manifestacdes
mais importantes do choque séptico ¢ a disfuncdo miocardica (CASTILLO et al., 2004;
FERNANDES et al., 1999; MEHTA et al., 2004; PATHAN et al., 2004; THIRU et al., 2000;
TURNER et al., 1999; VER ELST et al., 2000), que pode estar presente em cerca de 40-44%
dos adultos (CHARPENTIER et al.,, 2004; PRICE et al.,, 1999) e 80% das criangas
(CENEVIVA et al., 1998) e associa-se a maior mortalidade (FERNANDES et al., 1999).
Caracteriza-se por depressdao sistolica, com reducdo da fragdo de ejecdo (FE) e dilatacdo
diastolica do ventriculo esquerdo (VE), com aumento do volume diastdlico final (VDFVE)
(FERNANDES et al., 1999; MEHTA et al., 2004; PARKER et al., 1984; THIRU et al., 2000;
TURNER et al., 1999; VER ELST et al., 2000). Paradoxalmente, a dilatacio do VE e a
reducdo da FE estdo associadas a maior sobrevida, refletindo compensacao ventricular pelo
mecanismo de Frank-Starling. A auséncia de dilatagdo ventricular associa-se a mortalidade
mais elevada em adultos (PARKER et al., 1984; PARRILLO, 1993).

Em geral, pacientes adultos com choque séptico apresentam indice cardiaco (IC)

normal ou elevado, apesar da redu¢ao na FE do VE, a custa de acentuada redugdo na
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resisténcia vascular sistémica (RVS) e taquicardia (CASTILLO et al., 2004; PARKER et al.,
1984; PARRILLO, 1993; SCHWARTZ et al., 2001; WITTHAUT et al., 2003). Na populacdo
pediatrica, os pacientes com choque séptico refratario a fluidos estdo freqiientemente
hipodinamicos e respondem a terapia com inotropicos e vasodilatadores. Em estudo com 50
criancas com choque séptico, Ceneviva et al demonstraram que apds a ressuscitacdo hidrica,
58% das criangas apresentaram baixo IC e responderam a terapia inotropica, com ou sem o
uso de vasodilatador, 20% apresentaram IC elevado e RVS baixa e responderam a terapia
vasopressora isolada, e 22% apresentaram disfuncdo cardiaca e vascular e responderam a
terapia combinada com inotropico e vasopressor (CENEVIVA et al.,, 1998). Devido a
heterogeneidade dos estados hemodindmicos e de sua mudanca com o tempo, um regime
terapéutico cardiovascular incorreto deve ser suspeitado em qualquer crianga com choque
persistente.

As principais hipdteses que tém sido sugeridas para explicar a disfun¢do miocardica
observada em pacientes com choque séptico sdo: (a) hipoperfusdo miocardica; (b) fatores
depressores circulantes; (c) aumento da producao local de NO; (d) alteragdes no metabolismo
celular; (e) perda de integridade celular (apoptose); (f) disfun¢do autondmica; (g) disfuncao
mitocondrial; e (h) desacoplamento dos receptores beta-adrenérgicos (COURT et al., 2002;
GROCOTT-MASON; SHAH, 1998; KUMAR et al., 1996; PARRILLO, 1993; PRICE et al.,
1999; RUDIGER; SINGER, 2007). Esses fatores atuam por dois mecanismos principais:
lesdo celular miocardica direta e depressao contratil funcional. A lesdo celular culminando em
morte celular leva a disfungdo permanente, enquanto que a depressdo contratil funcional pode
ser reversivel com a evolugdo do quadro. Dados de estudos histopatolégicos de tecido
cardiaco de pacientes sépticos revelaram infiltrado inflamatorio agudo cléassico, caracterizado
pela presenca de células polimorfonucleares e varios pontos de necrose tecidual

(FERNANDES et al., 1999). A morte celular miocardica pode desempenhar um papel na
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disfuncdo cardiaca do choque séptico meningocdcico em criangas (THIRU et al., 2000) e na
sepse em adultos (MEHTA et al., 2004). Caracteristicamente, pacientes com choque séptico
apresentam disfuncdo da microcirculagdo, com disturbios do fluxo sanguineo regional e
comprometimento da oxigenacdo tecidual. Essa alteracdo pode levar a isquemia relativa de
varios orgaos, inclusive do coracdo (THIRU et al., 2000; VER ELST et al., 2000). Além
disso, procedimentos de ressuscitagdo ou medicamentos vasopressores podem estar
envolvidos no processo (TURNER et al., 1999; VER ELST et al., 2000). Outras causas
potenciais sdo: lesdo isquémica devido ao consumo elevado de O,, reducdo na pressdo de
perfusdo e oferta reduzida de O, ao miocdrdio (AMMANN et al., 2001). Entretanto,
recentemente, diversos estudos demonstraram que pacientes com choque séptico t€ém fluxo
sanguineo coronariano normal ou elevado, contrariando a hipotese de lesdo miocardica
isquémica (COURT et al., 2002; GROCOTT-MASON; SHAH, 1998; PARRILLO, 1993;
PRICE et al., 1999). Apoptose pode ser induzida pelas altas concentragdes de TNF-a ou NO,
levando a disfuncdo contratil ndo-reversivel e ao aumento da concentracdo de troponina I
cardiaca (cTnl), ndo-relacionados a alteragdes na perfusdo coronariana (COURT et al., 2002;
GROCOTT-MASON; SHAH, 1998; PARRILLO, 1993; RUDIGER; SINGER, 2007).

A existéncia de um fator circulante depressor do miocardio tem sido aventada desde
longa data. As principais substancias relacionadas a depressdo miocardica funcional sdo as
citocinas pro-inflamatorias: interleucina (IL)-1, fator de necrose tumoral (TNF)-a, IL-2, IL-6,
e interferon-y; e o 6xido nitrico (NO) (FERNANDES et al., 1999; RUDIGER; SINGER,
2007). A idéia mais aceita atualmente ¢ a de que todas essas substancias atuam ao mesmo
tempo, podendo ter atividades sinérgicas (COURT et al., 2002; GROCOTT-MASON; SHAH,
1998; KUMAR et al., 1996). Hipovolemia, acidose e disturbios eletroliticos também podem
deprimir a contratilidade miocéardica, mas este fendmeno geralmente persiste mesmo apds a

correcao desses distirbios. Outros fatores podem contribuir para a lesdo miocardica durante o
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choque séptico, dentre eles, um possivel efeito miocitotoxico direto de endotoxinas
bacterianas (lipopolissacaride ou LPS) ou mediadores inflamatérios locais ou circulantes,
induzidos pelo processo infeccioso e produzidos por leucdcitos ativados, macrofagos e células
endoteliais (AMMANN et al., 2001; TURNER et al., 1999; VER ELST et al., 2000). Além
disso, alteragdes no metabolismo das células miocardicas tém sido demonstradas por diversos
autores (PARRILLO, 1993; RUDIGER; SINGER, 2007; SCHWARTZ et al., 2001). As
principais alteracdes observadas sdo: (a) alteracdes da homeostase do célcio e de (b) sua
interagdo com as proteinas contrateis; (c) mudancas na utilizacdo de substratos energéticos
pelo miocardio (NEUBAUER, 2007; RUDIGER; SINGER, 2007). Apesar das inumeras
tentativas de intervencdes farmacoldgicas na sepse e no choque séptico, na tentativa de
bloquear o processo inflamatério, ndo houve melhora na sobrevida até o momento (BONE et
al., 1997). Os estudos tém se focado na fase pro-inflamatdéria da sepse, sem que haja
evidéncias de que esta seja a fase dominante no momento da intervengdo. Alguns autores
sugerem que a evolucdo desses pacientes depende do equilibrio entre citocinas pré e
antiinflamatdrias (BONE et al., 1997; DAS, 2003; PRICE et al., 1999). Sabe-se que, em
resposta a fase pro-inflamatoria inicial, segue-se uma reagdo antiinflamatdéria compensatoria,
que alguns autores tém chamado de CARS (compensatory anti-inflammatory response
syndrome). Admite-se também que possa haver um estado intermedidrio de desorganizacio da
resposta inflamatoria, denominado MARS (mixed antagonists response syndrome) (BONE et
al., 1997). Apds o reconhecimento de um insulto inicial, o organismo produz moléculas pro-
inflamatorias que ativam as defesas celulares, e posteriormente, moléculas antiinflamatoérias,
para atenuar e conter a resposta pro-inflamatoria (BONE et al., 1997). Estes mediadores
interagem entre si, num sistema complexo que influencia diretamente os mecanismos
endoteliais, cardiovasculares, hemodinamicos e de coagulagdo. Se o equilibrio ndo puder ser

atingido ¢ a homeostase ndo for restabelecida, haverd predominio da reagdo pro-inflamatéria
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(SRIS) ou antiinflamatéria compensatoria (CARS) (BONE et al., 1997). Atualmente, a idéia
de que os mediadores pro-inflamatdrios sdo prejudiciais vem sendo abandonada, pois a
liberacdo de citocinas ¢ parte normal e saudavel da resposta imune a insultos ou infecgoes.
Quantidades excessivas podem ser prejudiciais, mas quantidades adequadas sdo necessarias
para combater organismos patogénicos e promover a cura (BONE et al., 1997).

A endotoxina bacteriana, ou LPS, presente na membrana celular de bactérias gram-
negativas, esta envolvida na fisiopatologia do choque séptico (PARRILLO, 1993), pois induz
a ativacao de fatores de transcrigdo e a liberacao de mediadores pré-inflamatérios, incluindo
TNF-a, IL-1 e IL-6 (ZHANG; GHOSH, 2000). Estudos recentes sugerem que o LPS ¢
reconhecido pela glicoproteina de membrana CD14 e por receptores Toll-like, disparando a
cascata que leva a ativacao do fator nuclear kappa-B (NF-kB) e a produgdao de mediadores
inflamatorios. O NF-kB ¢ o principal fator de transcri¢do que regula a expressao de genes que
codificam moléculas e mediadores pro-inflamatorios, como moléculas de adesao, proteinas de
fase aguda, 6xido nitrico sintetase induzivel (iNOS), ciclo-oxigenase 2 (COX-2), TNF-a, IL-
la e IL-6. Em células ndo estimuladas, o NF-kB ¢ retido no citoplasma, sob a forma de
complexos com proteinas inibitorias (I-kB). Quando a célula é exposta a estimulos, como
endotoxina, virus, TNF-a e IL-1, proteinas-quinase sdo ativadas e ocorre a fosforilagdo e
degradac¢do do I-kB, liberando o NF-kB, que se move para o ntcleo, onde se liga a seqiiéncias
especificas de genes-alvo. Este processo ¢ terminado pela ativagdo induzida pelo NF-kB da
transcri¢ao de genes que codificam o [-kB, que entra no ntcleo e se liga ao NF-kB, causando
a dissociacdo de sua ligacdo no DNA e seu retorno ao citoplasma como complexo inativo.
Desta forma, o NF-kB termina sua propria atividade (SENFTLEBEN; KARIN, 2002).

Tem sido sugerido que a ativagdo exagerada de NF-«xB leva a ativacdo descontrolada
de genes que codificam mediadores pré-inflamatérios, contribuindo para a patogénese da

sindrome da resposta inflamatdria sistémica e disfun¢do de multiplos 6rgdos e sistemas.
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Pacientes com choque séptico apresentam atividade de ligagdo de NF-kB aumentada em
c¢lulas mononucleares do sangue periférico (DAS, 2003; ZHANG; GHOSH, 2000). Ha
evidéncias de maior ativacdo do NF-kB em pacientes gravemente doentes que morrem
comparados com aqueles que sobrevivem (BOHRER et al., 1997; PATERSON et al., 2000).
Kumar et al (1996) demonstraram que a disfun¢do miocardica induzida pelo LPS ¢ mediada
pelo TNF-a e IL-1p (KUMAR et al., 1996). Ratos com super-expressao de I-xB e, portanto,
com inibicdo aumentada do NF-kB, ndo apresentam aumento da producdo de TNF-a e ndo
desenvolvem disfun¢do miocardica apos injegdo de LPS (HAUDEK et al., 2001). A inibi¢ao
da ativacdo do NF-xB em modelos de sepse em camundongos melhorou a sobrevida
(BOHRER et al., 1997).

Por outro lado, existem relatos de aumento na mortalidade apds uso de bloqueadores
do TNF-a em pacientes com sepse grave (HOTCHKISS; KARL, 2003). Em outros estudos, a
administracao de etil-piruvato, um inibidor inespecifico da ativagao do NF-kB, em modelo de
sepse em camundongos, resultou em maior mortalidade em alguns trabalhos, mas ndo em
outros dos mesmos autores (SU et al., 2008). Em outro estudo, também em camundongos
transgénicos incapazes de ativar a via do NF-xB, a administracdo de LPS resultou em maior
apoptose celular endotelial, maior permeabilidade capilar e maior mortalidade (GADJEVA et
al., 2004).

A resposta do organismo ao estresse envolve a ativagdo do eixo hipotalamo-hipodfise-
adrenal e a producdo de glicocorticoides, que atuam como imunomoduladores, aumentando a
sintese de proteinas antiinflamatorias e diminuindo a sintese de proteinas pro-inflamatorias,
pela inibicdo do NF-kB. Por interagdo direta proteina-proteina, os glicocorticdides impedem a
ligagdo do NF-kB aos genes-alvo. Além disso, induzem a sintese de [-xB, que resulta na
reten¢do de NF-kB no citoplasma. Alguns estudos experimentais e relato de caso em humano

sugerem que o uso de glicocorticoides e inibidores especificos do NF-kB resultam em
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melhora das condi¢cdes hemodinamicas e diminuicdo da inflamacao, associadas a reducao da
ativagdo excessiva do NF-kB no choque séptico (FRODE-SALEH; CALIXTO, 2000; VAN
LEEUWEN et al., 2001).

A ativa¢do do NF-kB tem sido avaliada pela quantificagdo da expressao relativa do
gene do I-kBa por reacdo da polimerase em cadeia em tempo real (RQ-PCR). A quantidade
de RNAm reflete a taxa de transcricdo do gene correspondente e o balango entre a
estabilizacdo e a degradagdo do RNAm. H4 evidéncias de que o aumento da quantidade de
RNAm de I-kBa correlaciona-se com a ativacdo do NF-kB e que apos a remogao do estimulo,
os niveis de RNAm de I-kBa retornam a linha de base apo6s 6 horas (BOTTERO et al., 2003)

A deteccdo precoce de injiria miocardica constitui um desafio, sobretudo na faixa
etaria pediatrica (KAPLAN, 1997), pois na crianga, os sinais de faléncia miocardica sdao
inespecificos e, quando manifestos, a condi¢do freqiientemente ja esta instalada e em estagio
avancado. Clinicamente, estados de baixo débito cardiaco se manifestam por alteracdes do
estado mental (irritabilidade ou letargia), diminuicdo da perfusdo periférica, com
extremidades frias, tempo de enchimento capilar prolongado (> 2 segundos) e pulsos
periféricos de amplitude diminuida, ¢ diminuigdo do débito urinario. Parametros laboratoriais
uteis incluem o aumento do lactato arterial e a acidose metabodlica, por hipdxia tecidual e
metabolismo anaerdbico; a diminuicdo da saturagdo venosa mista ou central (<65-70%) e o
aumento da extracdo de oxigénio, com diferenca arteriovenosa de O, >25-30%, devido a
baixo fluxo sangiiineo tecidual; e o aumento das concentracdes plasmaticas de uréia,
creatinina e potassio, por diminuicdo do fluxo sangiliineo renal e da taxa de filtracdo
glomerular. Tem sido demonstrado que a ecocardiografia pode ser utilizada para estimar o
débito cardiaco de maneira precisa, constituindo dispositivo util para monitorizagao

hemodinamica (BROWN, 2002). A monitoriza¢do invasiva do débito cardiaco pelo uso de
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cateteres de artéria pulmonar (Swan-Ganz) pode, em adultos, facilitar o manejo terapéutico.
Porém, na populacgdo pediatrica, dificuldades técnicas colocam seu uso em segundo plano.

As dificuldades do diagnostico precoce da disfun¢do miocardica levaram a busca de
alternativas ao julgamento clinico. Recentemente, as troponinas cardiacas e os peptideos
natriuréticos tém sido utilizados como marcadores de disfuncdo miocardica ¢ indicadores de
mortalidade e progndstico em pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), infarto
agudo do miocérdio, sepse, choque séptico e no pods-operatério de cirurgias cardiacas
(CARMONA et al., 2008; CASTILLO et al., 2004; HORWICH et al., 2003; MEHTA et al.,
2004). Alguns autores recomendam o uso da abordagem “multimarcador”, utilizando as
troponinas cardiacas e os peptideos natriuréticos em conjunto (MCCULLOUGH;
FONAROW, 2003).

As troponinas cardiacas sdo peptideos componentes do mecanismo contratil das
c¢lulas musculares cardiacas. Existem trés tipos: T, I e C, que participam da contracao
muscular pela interagdo entre a actina ¢ a miosina, tornando o processo calcio-dependente. O
aumento da concentracdo sérica de troponinas cardiacas indica lesdo miocardica ou perda da
integridade da membrana celular. Ha evidéncias de aumento das concentragdes plasmaticas
de cTnl em pacientes com sepse e choque séptico, possivelmente relacionado ao aumento da
permeabilidade da membrana celular miocardica induzido por mediadores inflamatorios, que
alteram a permeabilidade da membrana citoplasmatica, permitindo o extravasamento de cTnl
para o espago extracelular. Fatores adicionais, como hipotensdo, choque ou uso de agentes
inotropicos e vasopressores também podem contribuir para o aumento da cTnl em pacientes
com sepse e choque séptico (AMMANN et al., 2001; THIRU et al., 2000). Em estudos com
pacientes adultos com choque séptico, observou-se alta prevaléncia de aumento da c¢Tnl no
momento da admissdo e nos dois dias subseqiientes, verificando-se forte associagdo entre os

niveis de c¢Tnl, disfun¢do do VE e mortalidade (FERNANDES et al., 1999; MEHTA et al.,
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2004; TURNER et al., 1999; VER ELST et al., 2000). Em criancas com meningococcemia e
choque séptico, demonstrou-se elevagdo da cTnl em 24% dos pacientes na admissdo e em
62%, em até 48 horas, com pico entre 12 e 36 horas apds a admissdo. Houve correlagdo
inversa significante entre o pico de cTnl e a minima FE e associag@o entre o pico de c¢Tnl, o
grau de suporte inotropico requerido e a mortalidade predita pelo escore PRISM (THIRU et
al., 2000).

Os peptideos natriuréticos estdo envolvidos na regulacdo da pressdo arterial e da
volemia (WITTHAUT et al., 2003). Sao produzidos no coragdo e liberados na circulacdo em
resposta ao aumento da tensdo transmural, refletindo hipervolemia ou sobrecarga pressorica
(BAYES-GENIS et al., 2004; COWIE; MENDEZ, 2002; MCCULLOUGH et al., 2004;
WITTHAUT et al., 2003). Atuam induzindo vasodilatagdo arterial e venosa, aumento da
natriurese e diurese, inibi¢do do sistema renina-angiotensina-aldosterona e da atividade
nervosa simpatica e relaxamento da musculatura lisa (AZZAZY; CHRISTENSON, 2003;
COWIE; MENDEZ, 2002; FONAROW; HORWICH, 2003; MCCULLOUGH et al., 2004).
Nao possuem efeito cronotropico ou inotrépico (MCCULLOUGH et al., 2004). Existem trés
tipos conhecidos de peptideos natriuréticos: A (ANP), B (BNP) e C (CNP), que atuam através
de receptores especificos, aumentando a produ¢do de guanidina monofosfato ciclico (GMPc).
O ANP ¢ predominantemente liberado nos atrios em resposta a sobrecarga de volume, o BNP
¢ sintetizado pelos ventriculos cardiacos em resposta ao estiramento da parede ventricular e o
CNP ¢ sintetizado e liberado pelo endotélio vascular (AZZAZY; CHRISTENSON, 2003). O
BNP ¢ produzido a partir de um precursor, prepro-BNP, que ¢ clivado a pro-BNP e liberado
no sangue, onde ¢ finalmente processado na forma ativa de 32 aminoacidos (BNP) e no
metabolito inativo N-terminal pro-BNP (AZZAZY; CHRISTENSON, 2003; COWIE;

MENDEZ, 2002; FONAROW; HORWICH, 2003; MCCULLOUGH et al., 2004).
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Esta bem estabelecido que os niveis circulantes de BNP estdo aumentados em
pacientes com insuficiéncia cardiaca e se correlacionam com a gravidade da doenga
(FONAROW; HORWICH, 2003). A meia-vida do BNP ¢ de 22 minutos, o que o torna um
bom marcador de mudangas agudas nas condicdes hemodindmicas do paciente
(MCCULLOUGH et al., 2004). Em pacientes com sepse e choque séptico, demonstrou-se
correlagdo inversa significativa entre os niveis de BNP e o indice cardiaco (WITTHAUT et
al., 2003). Citocinas pro-inflamatérias, aumentadas na ICC e na sepse, podem contribuir para
a secre¢do dos peptideos natriuréticos. Estudos in vitro mostraram aumento na expressao
génica de BNP e prepro-ANP em culturas de cardiomiécitos estimulados com IL-18 e
aumento na secrecdo dos peptideos natriuréticos apos estimulacdo com IL-6 (WITTHAUT et
al., 2003). Além disso, ha evidéncias de que a noradrenalina ¢ a endotelina-1, ambas potentes
cardiotoxinas, possam diretamente estimular a secrecdo de BNP pelo miocardio (KOULOURI

et al., 2004).

1.1. Hipoteses

Nossas hipoteses sao:

1. O BNP e a cTnl constituem ferramentas uteis para o diagndstico precoce de
disfung¢ao miocardica em criangas com choque séptico.

2. A ativagdo do NF-xB ¢ diretamente proporcional a gravidade da disfunc¢do

miocardica em criangas com choque séptico.
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1.2. Relevancia do Estudo

O diagnostico precoce da disfuncdo miocardica em pacientes com sepse € choque
séptico pode contribuir para a terapéutica direcionada ao estado hemodinamico particular de
cada paciente, influenciando a evolugdo e a morbi-mortalidade. Pacientes com choque séptico
podem se beneficiar de marcadores mais precisos e objetivos para a deteccdo precoce da
disfungao miocardica. Esses marcadores poderiam ser utilizados para adequar e predizer o
momento ideal do inicio ou da retirada do suporte cardiovascular. Além disso, o papel da
ativagdo do NF-kB na disfun¢do miocardica em pacientes com sepse € choque séptico nao
esta totalmente esclarecido e nao ha estudos sobre o assunto em criancas. A maior
compreensdo desses mecanismos motivara novos estudos direcionados ao desenvolvimento de
terapias visando a modulacdo da atividade do NF-kB e melhora das condigdes

hemodinamicas e do prognostico destes pacientes.
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2. Objetivos

* Avaliar a ativagdo do NF-kB, medida pela expressdo relativa do gene do I-kBa, em
leucdcitos do sangue periférico, e determinar as concentragdes plasmaticas da cTnl e do
BNP, diariamente, até a suspensdo das drogas vasoativas, ou até o 14° dia de evolugdo, o
que vier primeiro.

* Verificar a associacdo dos marcadores cTnl ¢ BNP e da intensidade da ativagao do NF-xB
com o grau e duragdo da disfungdo miocardica, tempo de interna¢do na unidade de terapia
intensiva pediatrica (UTIP) e hospitalar, tempo de ventilagdo mecanica, duragdo da

disfungdo organica, e mortalidade (na UTIP e ap6s 28 dias de evolugao).
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3. Casuistica e métodos

3.1. Desenho do estudo

Trata-se de estudo observacional, de carater transversal e longitudinal, prospectivo,

do tipo coorte.

3.2. Amostragem

Foram elegiveis para o estudo os pacientes internados na unidade de terapia intensiva
pediatrica (UTIP) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da

Universidade de Sao Paulo (HC-FMRP-USP), consecutivamente, durante o periodo de estudo.

3.3. Critérios de inclusao

Pacientes com o diagnostico de choque séptico de acordo com as defini¢des do
International pediatric sepsis consensus conference: definitions for sepsis and organ
dysfunction in pediatrics (GOLDSTEIN et al., 2005):

* Sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SRIS): A presenca de pelo menos 2 dos
seguintes critérios, um dos quais tem que ser temperatura ou contagem de leucécitos
anormal:

1. Temperatura central acima de 38,5 °C ou abaixo de 36 °C;
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2. Taquicardia, definida com freqiiéncia cardiaca média acima de 2 desvios-padrao
do valor normal para a idade, na auséncia de estimulos externos, uso cronico de
drogas, ou estimulos dolorosos; ou ainda uma elevagdo inexplicdvel persistente
num periodo de 30 minutos a 4 horas QU para criangas abaixo de 1 ano:
bradicardia, definida como freqliéncia cardiaca média abaixo do 10° percentil
para a idade, na auséncia de estimulo vagal externo, uso de drogas B-bloqueadoras,
ou cardiopatia congénita; ou ainda uma queda inexplicavel persistente num
periodo de 30 minutos.

3. Freqiiéncia respiratoria média acima de 2 desvios-padrao do valor normal para a
idade ou uso de ventilagdo mecanica para um processo agudo ndo relacionado a
doenca neuromuscular de base ou anestesia geral;

4. Contagem de leucécitos elevada ou reduzida para a idade (ndo secundéria a
leucopenia induzida por quimioterapia) ou mais do que 10% de neutrdfilos
imaturos.

Infeccdo: Uma infeccdo suspeita ou confirmada (por culturas positivas, exame
microscopico de tecidos, ou teste da reacdo da polimerase em cadeia (PCR)) causada por
qualquer patéogeno OU uma sindrome clinica associada com uma alta probabilidade de
infec¢do. Evidéncias de infec¢do incluem achados positivos de exame fisico, exames de
imagem, ou testes laboratoriais (ex: presenga de leucocitos em um fluido corporal
normalmente estéril, perfuracdo de visceras, radiografia de toérax compativel com
pneumonia, purpura ou petéquias, ou purpura fulminante);

Sepse: SRIS na presenga de ou resultante de infec¢do suspeita ou confirmada.

Sepse Grave: Sepse associada a uma das seguintes condi¢des: disfungdo cardiovascular

OU sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) QU disfungdo de dois ou mais



32

outros orgaos. Disfuncdes de 6rgdos foram definidas de acordo com o PELOD (ver anexo
9.13) (LETEURTRE et al., 2003).

* Choque Séptico: Sepse com disfungdo organica cardiovascular.

3.4. Critérios de exclusao

e Cardiopatia ou cirurgia cardiaca prévia;

* Uso prévio de drogas cardiotoxicas (ex: quimioterapicos antraciclicos);
* Doenca coronariana ou infarto anterior;

* Pacientes portadores do HIV (sintomaticos ou assintomaticos);

* Uso de cardioversao elétrica ou desfibrilagao na tltima semana;

* Recém-nascidos;

* Solicitagdo dos pais ou responsaveis.

3.5. Aspectos éticos

O presente estudo foi submetido a apreciagio do Comité de Etica em Pesquisa do
HC-FMRP-USP e aprovado em 12/09/2005 (processo HCRP n°® 6060/2005 — ver anexo 9.1).
Foi obtida autorizacdo dos pais ou responsaveis pelos pacientes através da assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme modelo em anexo, de acordo com a
Resolucdo do Conselho Nacional de Saide de numero 196/96. Os pacientes participantes do
estudo terdo sua identidade preservada. Nao foram previstas indenizagdes de qualquer espécie
para os participantes do estudo. Os autores ndo consideraram necessario definir critérios para

interrupgao do estudo por tratar-se de estudo observacional.
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3.6. Tratamento dos participantes

Todos os pacientes incluidos no estudo tiveram tratamento disponibilizado na UTIP
de acordo com protocolo pré-definido para choque séptico (CARLOTTI, 2005). O protocolo

de tratamento esta descrito a seguir.

Manutencdo das vias aéreas, ventilacdo e oxigenacdo:

Posicionamento adequado da cabeca e administragdo de O, a 100% por meio de
mascara ndo-reinalante. A intubacdo traqueal deve ser realizada nas seguintes situagdes: (a)
aumento do trabalho respiratorio, (b) hipoventilagao central ou periférica, (¢) diminui¢do do
nivel de consciéncia, ou (d) instabilidade hemodinadmica grave. Acesso vascular: De acordo
com as recomendagdes do PALS (Pediatric Advanced Life Support) (AMERICAN HEART

ASSOCIATION, 2002): acesso venoso periférico, central ou intra-dsseo.

Adequacdo da volemia:

* Expansio volémica com soro fisiologico 0,9% (SF) 20 ml/kg EV, em 5-20
minutos, podendo ser repetida pelo menos mais duas vezes na primeira hora
(volume total: 60 ml/kg em 1 hora).

* Se PVC baixa, apos administracdo de 60 ml’kg de SF, fazer expansdo com
albumina a 5%, 10-20 ml/kg em 5-20 minutos.

* Prosseguir expansdes até adequacdo da volemia (manter PVC entre 8-12
mmHg).

* Se PVC entre 8-12 mmHg, pequenas aliquotas de volume (2-5 ml/kg) podem
ser feitas, seguidas de reavaliagdo dos valores de PVC (aumento da PVC = 2

mmHg indica adequagdo da volemia).
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* Se volemia adequada e paciente ainda estiver em choque, iniciar drogas

vasoativas.

Drogas vasoativas:
* Iniciar dopamina 10-15 ng/kg/min.
* Se nao houver melhora:

v Choque frio: Epinefrina 0,1-0,3 ug/kg/min.

v Choque quente: Norepinefrina 0,1-0,5 pg/kg/min.

* (aso o paciente mantenha-se em choque, solicitar ecocardiograma para avaliar
o débito cardiaco (DC):

v DC elevado ¢ RVS diminuida (choque quente com PA baixa):
Aumentar norepinefrina (até 2-3 ug/kg/min).

v" DC diminuido e RVS diminuida (choque frio com PA baixa): Titular
epinefrina até 1 ug/kg/min. Considerar a associacdo de norepinefrina
0,01-0,2 ug/kg/min (doses mais elevadas podem ser necessarias).

v DC diminuido e RVS aumentada (choque frio com PA levemente
diminuida, normal ou até alta): Dobutamina 5-15 ug/kg/min ou
milrinona (0,375-0,75 ug/kg/min) ou nitroprussiato de soédio (0,5-8

ug/kg/min).

Antibioticoterapia

Instituida conforme rotina especifica.

Drenagem de colegoes purulentas

Devem ser prontamente indicadas, seja a beira do leito ou no centro cirurgico (ex:

abscessos, empiema, etc.).
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Maximizacdo do transporte de oxigénio

Transfusdo de concentrado de hemadcias se hemoglobina < 10 g/dl.

Sedacdo e analgesia

Indicada para pacientes intubados e ventilados mecanicamente, ou para realizagao de

procedimentos dolorosos (puncdes venosas, coleta de exames, fisioterapia, etc.).

Manutencgdo da temperatura

Controle da temperatura corporea por meio de aquecimento ou resfriamento do

ambiente, uso de manta térmica, uso de antitérmicos € compressas.

Equilibrio hidroeletrolitico, metabdlico e dacido-base

Correcdo imediata dos disturbios, com atencdo especial & manuten¢do da glicemia,

concentracgoes séricas de calcio ¢ de bicarbonato.

Corticoides

Indicagdes: (a) purpura fulminante, (b) uso cronico de corticosterdides, ¢ (c¢) em
casos de choque refratario (insuficiéncia adrenal suspeita ou confirmada). Administrar
hidrocortisona em doses de estresse: Ataque 50 mg (lactentes), 100 mg (criancas maiores €

adolescentes). Manutengdo 100 mg/m?/dia, dividido de 6/6 horas.

3.7. Coleta e processamento inicial das amostras

Foram coletadas amostras de sangue (3 ml) na admissdo e diariamente, pela manha,
através de cateter arterial, cateter venoso central ou por puncdo arterial, em tubo contendo
EDTA (acido etileno-diamino-tetra-acético) (BD Vacutainer Systems, Belliver Industrial

Estate, Plymouth, UK). A seguir, as amostras foram processadas para separacdo do plasma e
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conservacdo do RNA, DNA e proteinas em Trizol LS® (Invitrogen Corporation, Carlsbad,

CA, USA) (ver anexo 9.2), sendo armazenadas a -70 °C em duas aliquotas separadas.

3.8. Analise das amostras

As analises foram realizadas pelo pesquisador, nos Laboratérios de Pediatria,
Endocrinologia e de Toxicologia do HC-FMRP-USP. As concentragdes de BNP foram
determinadas no plasma, pelo método imunoenzimatico (ELISA) semi-automatizado Triage®
BNP (Biosite Incorporated, San Diego, CA, USA). As concentragdes plasmaticas de cTnl
foram determinadas por ensaio imunoenzimatico tipo sanduiche com detec¢do final por
fluorescéncia (ELFA), em aparelho semi-automatizado miniVIDAS® (bioM¢érieux Vitek Inc.,
Marcy I’Etoile, France).

A ativagdo do NF-kB nos leucécitos do sangue periférico foi avaliada pela
quantifica¢do da expressao relativa do gene do I-kBa, por RQ-PCR (7500 Real Time PCR
System, Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA) (BOTTERO et al., 2003). Utilizou-se
a sonda Tagman® para [-kBo humano [referéncia: Hs 00153283 ml, Reporter: FAM]
(Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA) e controle endégeno GUS-B [Reporter: VIC,
Quencher: TAMRA] (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA) (ver protocolo de RQ-
PCR no anexo 9.10). Procedeu-se a extragdo do RNA (ver anexo 9.5) em uma das aliquotas
armazenadas.Todas as amostras tiveram a qualidade do RNA avaliada por eletroforese em gel
de agarose (ver protocolo no anexo 9.6 e resultados no apéndice 8.1) e quantificagio do RNA
por espectrofotometria (Eppendorf® BioPhotometer Plus, Eppendorf AG, Hamburg,
Germany) (ver anexo 9.9 e apéndice 8.4). Nos casos em que foi constatada degradacdo
importante do RNA, sem visualizagdo das duas bandas de RNA na eletroforese em gel de

agarose, foi realizada a extracdo do RNA na aliquota sobressalente. Nos casos em que foi



37

evidenciada contaminag¢do por DNA, a amostra foi tratada com DNAse. A seguir, procedeu-
se a sintese de DNA complementar (cDNA, ver anexo 9.10) para a realizacdo da RQ-PCR.
Todas as andlises foram feitas em duplicata. O célculo da expressdo génica do I-kBa foi feito
pelo método 2741 descrito previamente (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). O calibrador foi
composto de cDNA sintetizado a partir de RNA extraido de amostras de sangue de 7
voluntarios saudaveis. O resultado ¢ expresso em unidades arbitrarias, devendo ser
interpretado como a quantidade de vezes que o gene de interesse (I-kBa) encontra-se expresso
em relagdo ao controle endogeno e em relagdo a individuos saudaveis. O controle enddgeno
(GUS-B) € um gene cuja expressdo permanece constante na presenca de estados morbidos. A

variabilidade intra-ensaio foi de 0,92% para o I-kBa e de 0,61% para o GUS-p.

3.9. Diagnostico ecocardiografico de disfuncio miocardica

Todos os pacientes incluidos no estudo foram submetidos a ecocardiografia
transtoracica bidimensional nas primeiras 24 horas ap6s a admissao, e durante a interna¢ao na
UTIP conforme a disponibilidade do servigo, até a suspensdo das drogas vasoativas ou dbito,
para avaliagdo da fun¢do miocardica. A fungao sistdlica do VE foi avaliada pela fracao de
encurtamento (Ad%), volumes ventriculares e fragdo de eje¢ao (FE). Os calculos foram feitos
de acordo com equacgdes descritas previamente (OH et al., 1994). Os exames foram realizados
por 3 ecocardiografistas experientes, utilizando os aparelhos Phillips® SONOS 5500 (Phillips
Electronics North America Corporation, Andover, MA, USA) e HP Sonos 2500 (Hewlett-
Packard Company, Palo Alto, CA, USA). Os pacientes foram divididos em dois grupos, de

acordo com a FE < 50% (grupo 1) ou > 50% (grupo 2).
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Frac¢ao de encurtamento (Ad%)

A Ad% do VE foi obtida utilizando-se o0 modo M (medida linear). Corresponde a

variagao percentual do didmetro ventricular durante a sistole (Equacao 1).

Ad% = (DDVE - DSVE) / DDVE x 100

Equacdo 1. Calculo da fragdo de encurtamento (Ad%). Legenda: DDVE= diametro diastélico
de ventriculo esquerdo; DSVE= didmetro sistolico de ventriculo esquerdo. Valor normal:

acima de 30%.

Volumes ventriculares

Para estimar o volume diastélico ou sistolico do VE, foi utilizado o método de

Teicholz, utilizando-se os didmetros obtidos no Modo M (DDVE e DSVE) (Equagao 2).

V diastolico = (DD\/E3 X 7) / (DDVE + 2,4) e Viistolico = (DSVE3 X 7) / (DSVE + 2,4)

Equacdo 2. Célculo dos volumes ventriculares pelo método de Teicholz. Legenda: DDVE=

diametro diastolico de ventriculo esquerdo; DSVE= didmetro sistédlico de ventriculo esquerdo.

Fraciao de ejeciao (FE)
A fracdo de ejegdo foi calculada a partir dos volumes ventriculares. Corresponde a

variagdo percentual dos volumes ventriculares durante a sistole (Equagao 3).

FE = (Vdiastélico - Vsistc')lico) / Vdiastélico

Equacdo 3. Calculo da fracdo de ejecdo (FE). Legenda: Vgiaswlico= volume diastolico do
ventriculo esquerdo; Viiswiico= Volume sistolico do ventriculo esquerdo. Valor normal > 65%
para o método do Cubo ou > 55% para o método de Simpson ou > 50% para o método de

Teicholz.
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O débito sistolico foi calculado subtraindo-se o volume sistdlico do volume
diastolico, obtendo-se o volume ejetado em cada sistole ventricular. Multiplicando-se este
valor pela freqiiéncia cardiaca, obtivemos o débito cardiaco (DC) em I/min. O indice Cardiaco
(IC) foi calculado dividindo-se o débito cardiaco pela superficie corpdrea do paciente, sendo
expresso em 1/min/m’. O indice sistolico (IS) foi obtido dividindo-se o débito sistolico pela
superficie corporea, sendo expresso em ml/m®. O volume diastolico final do ventriculo
esquerdo (VDFVE) foi ajustado para a superficie corporal (VDFVEa) (BROWN, 2002; OH et

al., 1994).

3.10. Exames laboratoriais gerais

Os exames laboratoriais gerais foram realizados pelos laboratérios de urgéncia do
HC-FMRP-USP, unidades Campus e Unidade de Emergéncia, segundo procedimentos
padronizados. A gasometria arterial e a dosagem do lactato arterial foram realizadas em
sangue colhido em seringas contendo heparina litica, utilizando-se o aparelho Rapidlab 860

(Bayer AG, Leverkusen).

3.11. Coleta de dados clinicos

Para todos os pacientes incluidos no estudo foram coletados dados de prontuario para
detec¢do de morbidade associada, uso de drogas vasopressoras e/ou inotropicas, tempo de
ventilagdo mecanica, tempo de internacdo e mortalidade, entre outros. Esses dados
encontram-se na ficha de coleta de dados (ver apéndice 8.1). O escore PRISM (Pediatric Risk
of Mortality — ver anexo 9.10) foi avaliado nas primeiras 12 horas da admissdo na UTIP

(POLLACK et al., 1988). Também foi avaliada a presen¢a de disfuncdo de multiplos 6rgados
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por meio do escore PELOD (Paediatric Logistic Organ Dysfunction — ver anexo 9.13)
(LETEURTRE et al., 2003). O grau de suporte inotropico utilizado foi estimado através de
um escore inotropico, assim calculado: dose de dopamina + dose de dobutamina + dose de
milrinone x 10 + dose de adrenalina x 100 + dose de noradrenalina x 100 (WERNOVSKY et

al., 1995).

3.12. Analise estatistica

Os resultados estdo expressos como mediana (variagdo) ou n (%). As comparacdes
entre os grupos foram feitas utilizando-se o teste U de Mann-Whitney para comparacido de
variaveis continuas, ¢ o teste exato de Fisher para variaveis categoricas. Comparacdes no
mesmo grupo foram feitas pelo teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn. Testes de
correlagdo entre duas variaveis continuas foram feitos pelo coeficiente de correlagdo de
Spearman. A expressdo relativa do gene do I-xBa foi dividida arbitrariamente em dois grupos
(menor que a mediana e maior ou igual a mediana). Foram utilizados os programas
estatisticos SPSS® 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) e Graphpad Prism® 5.0 (Graphpad
Software, La Jolla, CA, USA). Alguns graficos estdo representados em escala logaritmica
apenas para melhor visualizagdo dos pontos. Os dados, entretanto, ndo sofreram
transformagdo logaritmica para a andlise estatistica. Foram considerados significantes os

resultados quando p<0,05.
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4. Resultados

4.1. Dados demograficos e epidemiologicos

Foram estudados 15 pacientes (53% do sexo masculino) admitidos na UTIP entre
maio de 2007 e novembro de 2008, todos com o diagnostico de choque séptico segundo os
critérios do consenso internacional sobre sepse pediatrica (GOLDSTEIN et al., 2005). Os
pacientes tiveram seus dados coletados durante o tempo mediano de 6 dias (variagdo: 2-13
dias), com um total de 98 amostras coletadas. Os dados demograficos, diagndsticos,

comorbidades, complicacdes e desfechos estao relacionados na Tabela 1.



Tabela 1 — Dados demograficos, diagndsticos e comorbidades.
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No. Grupo Sexo Idade Peso Diagndstico Comorbidades PRISM Agente Complicagdes Uso de Tempo de  Desfecho
(meses) (kg) etioldgico glicocorticoides  internagdo
(inicio) (dias)
1 1 M 9,7 6 Pneumonia Miopatia a 9 Acinetobacter IRA, SDRA, Sim (D4) 248 Alta
esclarecer, baumanii IAdr, CConv,
imunodeficiéncia AVC, CIVD,
celular Infec2
2 1 F 174,8 33 Meningoencefalite PO tardio de 6 Indeterminada IRA, SDRA, Sim (DO0) 17 Obito
+ Pneumonia ressec¢do de IAdr, AVC,
tumor de SNC, CIVD, Infec2
Déficitde GH e
hCG, DVP,
paresia MSE
3 1 M 2.5 4 Pneumonia 15 Haemophilus IAdr, Infec2, Sim (D1) 38 Alta
aspirativa spp (sorotipo 2)  HP
4 2 F 131,9 42 Pneumonia com 18 Streptococcus IAdr, Infec2 Sim (DO0) 28 Alta
empiema pneumoniae
5 2 M 16,6 8,7 Infeccdo Sindrome de 23 Staphylococcus  1RA, SDRA, Sim (D13) 64 Alta
relacionada a Down, PO recente aureus CIVD, Infec2,
cateter venoso de ressecgao de abscessos
central bridas pulmonares

intraperitoneais

(continua)
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(continuagdo)
6 1 F 113,5 40  Infecgdo de Deformidade 3 Indeterminada SDRA Nao 15 Alta
membro com congénita do
fixador externo fémur D, pé
eqiiino D
7 2 M 213,6 113 Pneumonia + Sindrome de 25 Staphylococcus  IRA, SDRA, Sim (DO0) 30 Obito
Sindrome do Down, obesidade aureus ~+ IAdr, CIVD,
choque toxico morbida, PO Enterococcus Infec2
recente de faecalis
herniorrafia
epigastrica
8 1 M 142,9 40  Diarréia infecciosa  Toxoplasmose 15 Indeterminada IRA, IAdr, Sim (D2) 11 Obito
congénita, CIVD
epilepsia, uso de
dieta cetogénica
9 1 M 13,3 11,3 Abdoémen agudo 13 Staphylococcus  1RA, 1Adr, Sim (D2) 95 Ainda
infeccioso + aureus CIVD, Infec2 internado
Fasceite necrosante
de parece
abdominal e MIE
10 2 F 2153 25  Pneumonia RDNPM, epilepsia 8 Streptococcus CConv, CIVD Sim (D4) 56 Alta
aspirativa B-hemolitico +

Pseudomonas

aeruginosa

(continua)
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(conclusdo)
11 2 F 18,5 10 Diarréia aguda Hipotonia a 10 Indeterminada CConv Nao 17 Alta
infecciosa esclarecer
12 2 M 140,9 50  Meningoencefalite 9 Neisseria CConv Sim (DO0) 11 Alta
meningitidis
(sorotipo C)
13 1 F 22,6 11,4 Sindrome do 20 Staphylococcus  1RA, 1Adr, Sim (D1) 39 Ainda
choque toxico aureus ~+ CConv, CIVD, internado
Enterobacter necrose de
cloacae extremidades
14 1 F 62,5 22,0 Pneumonia Hepatopatia 19 Indeterminada SDRA, IAdr, Sim (DO0) 1 Obito
cronica com CIVD
cirrose e
hipertensdo portal
15 1 M 4,0 2,2 Pneumonia Colestase a 23 Acinetobacter IRA, TAdr, Sim (D3) 9 Obito
esclarecer (fibrose Baumanii CIVD
cistica?)
Mediana 62,5 22,0 15 28

Legenda: PO= pds-operatorio; SNC= sistema nervosa central; GH= hormoénio do crescimento; hCG= gonadotrofina coriénica humana; DVP= derivagao ventriculo-peritoneal;
MSE= membro superior esquerdo; MIE= membro inferior esquerdo; D= direito; RDNPM= retardo do desenvolvimento neuro-psico-motor; M= sexo masculino; F= sexo
feminino; IRA= insuficiéncia renal aguda; SDRA= sindrome do desconforto respiratorio agudo; IAdr= insuficiéncia adrenal; CConv= crises convulsivas inéditas; AVC=

acidente vascular cerebral; CIVD= coagulacdo vascular disseminada; Infec2= infecg@o secundaria; HP= hipertensdo arterial pulmonar.
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Nove (60%) pacientes apresentaram FE < 50% no primeiro dia de internacao,
preenchendo critério para disfungdo miocérdica e sendo alocados no grupo 1. Os demais
pacientes (N=6, 40%) foram alocados no grupo 2.

Nao houve diferenga entre a idade dos pacientes dos grupos de estudo (grupo 1:
mediana de 22 meses (variagdo 2-174 meses) vs. grupo 2: mediana de 136 meses (variacao
16-215 meses); p=0,12). Também nao houve diferenca no escore PRISM (grupo 1: mediana
de 15 (variagdo 3-23) vs. grupo 2: mediana de 14 (variagdo 8-25); p=0,63).

4.2. Parametros ecocardiograficos
A fracdo de ejecao (FE) mediana no primeiro dia de internagdo foi de 41% (variagao
de 22-48%) no grupo 1 e de 60% (variacdo de 50-77%) no grupo 2, havendo variacdao
significativa ao longo dos dias (p=0,01) (Tabela 2, Figura 1). A FE foi significativamente

mais baixa no grupo 1 no 2° (p=0,04) e 6° (p=0,03) dias de evolug¢ao.

Tabela 2 — Valores da mediana (e variacdo) da fracdo de ejecdo (%) durante o periodo de

estudo.

Fracdo de ejecdo (%)

Dia  Grupo 1 Grupo 2 Todos
1 41(22-48) 60 (50-77) 47 (22-77)
2 52(27-67) 65(52-80) 59 (27-80)
3 54(29-82) 70 (56-82) 65 (29-82)
4 54 (40-70) 72 (41-83) 67 (40-83)
5 68(60-70) 80 (65-82) 69 (60-82)
6 64(41-77) 81 (71-82) 70 (41-82)
7 70(63-81) 72(65-79) 69 (63-81)
8 67 71 69 (67-71)
9 67 77 72 (67-77)
10 67 82 74 (67-82)
11 - 82 82
12 - 81 81
13 - 82 82
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Figura 1. Fracdo de eje¢do (%) durante o periodo de estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes. *= diferenga significativa entre os grupos.

A mediana da fragdo de encurtamento, ou Ad%, no primeiro dia de evolugao foi de
18% (variacdo de 9-23%) no grupo 1 e de 32% (variagdo de 25-43%) no grupo 2,
apresentando variagdo significativa com o tempo (p=0,03) (Tabela 3, Figura 2). A fragdo de
encurtamento foi significativamente mais baixa nos pacientes do grupo 1 no 1° (p=0,001), 2°

(p=0,04) e 6° (p=0,03) dias de evolugao.
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Tabela 3 — Valores da mediana (e variagdo) da fracdo de encurtamento (Ad%) durante o

periodo de estudo.

o o
T e

Fracao de encurtamento
(Ad%)
(=]
e

Fragdo de encurtamento (Ad%)

o
[~

Figura 2. Fracdo de encurtamento (Ad%) durante o periodo de estudo.

Dia  Grupo 1 Grupo 2 Todos
1 18(9-23) 32(25-43) 22(9-43)
2 25(12-36) 37 (26-45) 30 (12-45)
3 26(13-48) 39(28-47) 34 (13-48)
4 27(18-38) 40 (19-48) 36 (18-48)
5 36(31-38) 48(36-48) 37 (31-48)
6 33(19-44) 47 (40-50) 37 (19-50)
7  36(33-48) 40 (34-48) 36 (33-48)
8 37 38 37 (37-38)
9 37 43 40 (37-43)
10 37 47 42 (37-47)
11 - 48 48
12 - 46 46
13 - 47 47
*
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Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes. *= diferenga significativa entre os grupos.
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A mediana do VDFVEa, no primeiro dia, foi de 45 ml/m’ (variacdo de 32-93 ml/m?)
no grupo 1 e de 60 ml/m? (variagdo de 17-85 ml/m?) no grupo 2. A variagio temporal nio foi
significativa (p=0,57) (Tabela 4, Figura 3). O VDFVEa nao diferiu significativamente entre
os pacientes dos dois grupos em nenhum dos tempos estudados. Nao houve diferenca no

VDFVEa entre pacientes que sobreviveram ou nao.

Tabela 4 — Valores da mediana (e variacdo) do volume diastolico final do ventriculo esquerdo

ajustado para a area de superficie corporal (VDFVEa, em ml/m?) durante o periodo de estudo.

Volume diastolico final do ventriculo esquerdo (ml/m?)

Dia Grupo 1 Grupo 2 Todos
1 45 (32-93) 60 (17-85) 53 (17-93)
2 45 (24-93) 74 (45-79) 45 (24-93)
3 43 (24-83) 51 (29-78) 45 (24-83)
4 43 (26-73) 51 (47-78) 47 (26-78)
5 39 (24-73) 47 (47-48) 40 (24-73)
6 37 (23-73) 43 (31-45) 38 (23-73)
7 38 (26-64) 45 (43-48) 43 (26-64)
8 27 48 38 (27-48)
9 28 48 38 (28-48)
10 27 48 38 (27-48)
11 27 - 27
12 27 - 27
13 27 - 27
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Figura 3. Volume diastolico final do ventriculo esquerdo ajustado pela superficie corporal

(ml/m®) durante o periodo de estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes.

Em relacdo a medida do indice sistolico, os valores da mediana no primeiro dia
foram de 18,8 ml/m? (variac¢io de 7,3-45,0 ml/m?) no grupo 1 e de 32,7 ml/m? (varia¢io de
14,8-43,9 ml/m?) no grupo 2. Nao houve variacao significativa com o tempo (p=0,96) (Tabela
5, Figura 4). Nao houve diferengas entre os pacientes dos dois grupos em nenhum dos tempos

estudados.
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Tabela 5 — Valores da mediana (e variacdo) do indice sistolico (ml/m?) durante o periodo de

estudo.

Indice sistélico (ml/m?)

Dia Grupo 1 Grupo 2 Todos

18,8 (7,3-45,0) 32,7 (14,8-43,9) 22,9 (7,3-45,0)
22,00 (15,8-48,6) 34,1 (19,7-50,1) 28,3 (15,8-50,1)
27,6 (13,4-48,1) 29,4 (20,4-42,2) 28,2 (13,4-48,1)
29.4(21,9-49,4) 28,8 (20,2-34,6) 28,8 (20,2-49,4)

30,6 (14,6-51,8) 27,6 (19,6-29,6) 28,0 (14,6-51,8)
35,0 (30,1-45,0) 24,1 (17,5-30,8) 31,0 (17,5-45,0)

1
2
3
4
5 31,4(27,4-494) 26,6 (20,3-31,2) 29,1 (20,3-49,4)
6
7
8
9

32,6 19,9 26,2 (19,9-32,6)
32,6 21,9 27,2 (21,9-32,6)
10 32,6 22,8 27,7 (22,8-32,6)
11 - 22,9 22,9
12 - 22,5 22,5
13 - 22,8 22,8
60-
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Figura 4. Indice sistolico (ml/m?) durante o periodo de estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes.
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Quanto a medida do indice cardiaco, os valores da mediana no primeiro dia foram de
2,7 I/min/m? (variagao de 1,3-5,9 l/min/mz) no grupo 1, e de 4,4 1/min/m? (variagao de 0,8-4,7
I/min/m?) no grupo 2. Nao houve variagdo significativa ao longo do tempo (p=0,99) (Tabela
6, Figura 5). Nao houve diferenca entre o IC dos grupos estudados em nenhum dos tempos

avaliados.

Tabela 6 — Valores da mediana (e variagdo) do indice cardiaco (I/min/m®) durante o periodo

de estudo.

Indice cardiaco (I/min/m?)

Dia  Grupo 1 Grupo 2 Todos

1 2,7(1,3-5,9) 4,4(0,8-4,7) 2,9(0,8-5,9)
2 29(2,0-50) 3,8(24-6,3) 2,9(2,0-6,3)
3 3,9(1,3-6,5) 3,7(2,7-6,1) 3,8(1,3-6,5)
4  41(2,1-8,7) 3,5(2,5-49) 3,4(2,1-8,7)
5 3,8(2,6-4,7) 3,1(2,7-3,9) 3,0(2,6-4,7)
6 4,0(2,1-54) 2,7 3,4 (2,1-5,4)
7 4,.84,2-7,1) 2,9(2,6-3,2) 4,1(2,6-7,1)
8 3,4 29 3,2(2,9-3,4)
9 3,7 3,0 3,4 (3,0-3,7)
10 3,8 3,4 3,6 (3,4-3,8)
11 - 3,1 3,1

12 - 32 3,2

13 - 3,5 3,5
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Figura 5. Indice cardiaco (I/min/m?) durante o periodo de estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes.

4.3. Marcadores inflamatorios e cardiacos

A concentracdo plasmatica mediana de cTnl no 1° dia de internacao foi <0,01 ng/ml
(variacdo <0,01-2,6 ng/ml) no grupo 1 e <0,01 ng/ml (variagdo <0,01-4,5 ng/ml) no grupo 2.
Alguns pacientes apresentaram elevagao da cTnl durante todo o periodo de estudo (pacientes
1, 5, 7 e 14), outros apresentaram elevagao transitoria (pacientes 2, 3 ¢ 13), e os demais nao
apresentaram elevagdo da c¢Tnl. Nao houve variacdo significativa dos valores ao longo do
tempo (p=0,84) (Tabela 7, Figura 6). Nao houve diferenca entre as concentragdes de cTnl

entre os pacientes dos dois grupos de estudo em nenhum dos tempos avaliados.
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Tabela 7 — Valores da mediana (e variacdo) da concentragdo plasmatica de troponina I

cardiaca (pg/ml) durante o periodo de estudo.

Troponina | cardiaca

(ng/ml)

Troponina I cardiaca (ng/ml)

1 2 3

1 1 T 1
4 5 6 7 8

Dia Grupo 1 Grupo 2 Todos
1 <0,01(<0,01-2,6) <0,01(<0,01-4,5) <0,01(<0,01-4,5)
2 <0,01(<0,01-1,7) <0,01(<0,01-2,4) <0,01(<0,01-2,4)
3  <0,01(<0,01-1,3) <0,01(<0,01-3,0) <0,01(<0,01-3,0)
4 <0,01 (<0,01-0,7) <0,01(<0,01-3,4) <0,01(<0,01-3,4)
5 <0,01(<0,01-04) <0,01(<0,01-2,5) <0,01(<0,01-2,5)
6 <0,01(<0,01-0,3) <0,01(<0,01-3,0) <0,01(<0,01-3,0)
7 <0,01(<0,01-0,3) 1,3(<0,01-2,5) <0,01(<0,01-2,5)
8 <0,01 2,5 <0,01 (<0,01-2,5)
9 <0,01 3,7 <0,01 (<0,01-3,7)
10 0,05 (<0,01-0,09) 2,0 0,09 (<0,01-2,0)
11 0,08 (<0,01-0,16) 3,0 0,16 (<0,01-3,0)
12 <0,01 5,8 2,90 (<0,01-5,8)
13 0,16 6,0 3,11 (0,16-6,0)
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Figura 6. Concentracdo plasmatica de troponina I cardiaca (ng/ml, em escala logaritmica)

durante o periodo de estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes.
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A concentragdo plasmatica mediana do BNP no primeiro dia de internacao foi de 308
pg/ml (variagdo de 5-1680 pg/ml) no grupo 1 e de 200 pg/ml (variacdo de 136-487 pg/ml) no
grupo 2. Os valores medianos mantiveram-se acima do valor de referéncia (100 pg/ml)
durante todo o periodo de estudo, com exce¢do do 12° dia. Nao houve variagdo significativa
das concentragdes do BNP ao longo dos dias (p=0,70) (Tabela 8, Figura 7). As concentragdes
do BNP ndo diferiram significativamente entre os dois grupos em nenhum dos momentos

estudados.

Tabela 8 — Valores da mediana (e variagdo) da concentracdo plasmatica do peptideo

natriurético tipo B (pg/ml) durante o periodo de estudo.

Peptideo natriurético tipo B (pg/ml)

Dia Grupo 1 Grupo 2 Todos

1 308 (5-1680) 200 (136-487) 224 (5-1680)
2 679 (6-1640) 172 (22-350) 263 (6-1640)
3 466 (10-2030) 122 (5-334) 327 (5-2030)
4 739 (57-2450) 255 (5-378) 341 (5-2450)
5 225 (25-2110) 253 (160-1390) 239 (25-2110)
6  481(70-3830) 211 (159-702) 358 (70-3830)
7 273(42-2240) 267 (133-402) 273 (42-2240)
8 1130 (254-1540) 92 692 (92-1540)
9 890 181 712 (181-890)
10 522 (220-825) 269 269 (220-825)
11 577 (145-1010) 302 302 (145-1010)
12 27 19 23 (19-27)
13 371 61 216 (61-371)
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Figura 7. Concentracdo plasmatica do peptideo natriurético tipo B (pg/ml, em escala

logaritmica) durante o periodo de estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes.

Ao analisarmos a expressao relativa do gene do [-xBa, refletindo a ativagdo do NF-
kB, verificamos que a maioria dos pacientes apresentava, no 1° dia da internagdo, uma
expressdo aumentada, com mediana de 6,8 vezes maior em relacdo ao controle enddgeno e em
relacdo ao calibrador (individuos saudaveis). Os valores medianos mantiveram-se acima de 1,
significando expressdo aumentada, durante todo o periodo de estudo, com excecdo do grupo 1
no 12° dia. Contudo, ndo houve variagdo significativa ao longo do tempo (p=0,90) (Tabela 9,
Figura 8). Os valores obtidos no 1° dia (p=0,03), 3° dia (p=0,01) e 4° dia (p=0,03) de evolucao

foram significativamente mais baixos nos pacientes do grupo 1.
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Tabela 9 — Valores da mediana (e variagdo) da expressdo relativa do gene do I-kBa (em

unidades arbitrarias) durante o periodo de estudo.

Expressdao do RNAm do [-kBa

Dia Grupo 1 Grupo 2 Todos
1 22(0,3-11,2) 8,6(6,8-153) 6,8(0,3-15,3)
2 3,7(0,1-26,8) 11,0(5,8-29,4) 7,3 (0,1-26,8)
3 2,6(0,2-11,4) 13,2(3,2-23,2) 4,1(0,2-23,2)
4  2,1(0,01-74) 6,4(59-9,9 53(0,01-9,9)
5  3,4(0,6-18,6) 9,7(6,2-11,8) 5,6(0,6-18,6)
6 3,1(0,4-7,2)  2,7(2,2-18,8) 2,7(0,4-18,8)
7 4,2(0,1-13,8) 12,7 (4,6-20,8) 4,7 (0,1-20,8)
8 4,3 (0,8-6,1) 3,4 3,8 (0,8-6,1)
9 3,1(2,1-4,1) 24 2,4 (2,1-4,1)
10 4,0(1,3-6,8) 1,5 1,5 (1,3-6,8)
11 16,0 (0,2-32,0) 5,4 5,4 (0,2-32,0)
12 0,1 15,9 8,0 (0,1-15,9)
13 3,4 2,4 2,9 (2,4-3.4)
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Figura 8. Expressao relativa do gene do I-kBa (unidades arbitrarias, em escala logaritmica)

durante o periodo de estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes. *= diferenga significativa entre os grupos.
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O grau de suporte inotropico oferecido, calculado através do escore inotropico, teve

o valor mediano, no 1° dia da internacdo, de 20 (variagcdo de 10-97) no grupo 1 e de 15

(variacdo de 7 a 102) no grupo 2. Nao houve variagdo significativa ao longo do tempo

(p=0,49) (Tabela 10, Figura 9). Os pacientes dos dois grupos ndo tiveram escores inotropicos

significativamente diferentes em nenhum dos tempos estudados.

Tabela 10 — Valores da mediana (e variagdo) do escore inotropico durante o periodo de

estudo.

Escore inotropico

Dia  Grupo 1 Grupo 2 Todos

1 20(10-97) 15(7-102) 15(7-102)
2 48(12-97) 14(5-178) 28 (5-178)
3 33(10-138) 7(0-68) 24 (0-138)
4 24(0-121)  6(0-60) 18 (0-121)
5 18(7-118) 20(0-50) 18 (0-118)
6 15(0-118) 47 (32-62) 32(0-118)
7 26(0-88) 35(0-70) 26 (0-88)

8 0 (0-73) 60 17 (0-73)

9  66(55-78) 62 62 (55-78)
10 71 (55-88) 47 55 (47-88)
11 76 (55-98) 40 55 (40-98)
12 54 (0-108) 35 35 (0-108)
13 128 30 79 (30-128)
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Figura 9. Escore inotropico calculado durante o periodo de estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes.

O volume mediano de liquidos administrado no primeiro dia de internagao (incluindo
volume de expansodes, medicagdes, soro de manutengdo e bolsas de manutengdo de pressoes
invasivas) foi de 92 ml/kg (varia¢do de 48-274 ml/kg) no grupo 1 e de 101 ml/kg (variagdo de
38-172 ml/kg) no grupo 2 (Tabela 11, Figura 10). Nao houve variag¢do significativa ao longo

do tempo (p=0,44), e ndo houve diferencas entre os grupos em nenhum dos dias estudados.
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Tabela 11 — Valores da mediana (e variagdo) do volume de fluidos recebido (ml/kg/dia)

durante o periodo de estudo.

Volume recebido (ml/kg/dia)

Dia  Grupo 1 Grupo 2 Todos
1 92(48274) 101 (38-172) 92 (38-274)
2 T71(40-141) 63 (27-137) 68 (27-141)
3 66(32-122) 89 (18-132) 68 (18-132)
4 65(20-176) 52 (11-145) 53 (11-176)
5 83(30-116) 64 (16-90) 66 (16-116)
6 70(29-106) 51 (14-88) 70 (14-106)
7 60 (33-124) 120 69 (33-124)
8 36(26-86) 92 61 (26-92)
9 30(25-36) 116 36 (25-116)
10 26 (23-29) 107 29 (23-107)
11 26(22-30) 95 30 (22-95)
12 21 77 49 (21-77)
13 31 96 63 (31-96)
= 300-
S °
(@)
=
E200°
°
S o o
@ % 3 % ) © )
® 1004 o ° - 0o o
- Goe L Po ,% o
Q ° %~ @“‘0‘_ —_—
£ P o v ? S o —e -
Tg ° T - 3 S-S O S
> Or—T—TT 7T 77T T7TTT1
12 3 4 5 6 7 8 910111213

Dia de evolucao

Figura 10. Volume de fluidos recebido (ml/kg/dia) durante o periodo de estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes.
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A mediana da pressdo venosa central no primeiro dia de internacdo foi de 9 mmHg
(variacdo de 6-17 mmHg) no grupo 1 e de 10 mmHg (variagdo de 4-17 mmHg) no grupo 2,
sem variagdo significativa ao longo do tempo (p=0,44) (Tabela 12, Figura 11). Nao houve

diferencas entre as medidas dos pacientes dos dois grupos em nenhum dos tempos estudados.

Tabela 12 — Valores da mediana (e variacdo) da pressdo venosa central (mmHg) durante o

periodo de estudo.

Pressdo venosa central (mmHg)
Dia Grupol Grupo2  Todos
9(6-17) 10(4-17) 9 (4-17)
11(7-18) 9(5-19) 11 (5-19)
8 (5-15) 14 (3-19) 10(3-19)
7(4-19) 14 (8-21) 8(4-21)
10 (7-12) 10 (3-25) 10 (3-25)
9(8-19) 12 (6-18) 9 (6-19)

p—
el S S =NIN-TC RN I NV R N OU N

10 (3-12) 8 9 (3-12)
6 (4-9) 7 7 (4-9)
7 (6-8) 7 7 (6-8)
6 (5-8) 9 8 (5-9)
9 (8-10) 8 8 (8-10)

- 6 6
: 6 6
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Figura 11. Pressdo venosa central (mmHg) durante o periodo de estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes.

4.5. Evolucao clinica e laboratorial geral

A mediana da freqiiéncia cardiaca (FC) mediana dos pacientes no momento da
internacao foi de 142 bpm (variacdo de 115-186 bpm) no grupo 1 e de 140 bpm (variacdo de
62-174 bpm) no grupo 2, sem haver variagdo significativa ao longo do tempo (p=0,99)
(Tabela 13, Figura 12). Nao houve diferencas nos valores da FC entre os grupos em nenhum

dos tempos estudados.
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Tabela 13 — Valores da mediana (e variagdo) da freqiiéncia cardiaca (bpm) durante o periodo

de estudo.

Freqiiéncia cardiaca (bpm)

Dia Grupo 1 Grupo 2 Todos
0 142(115-186) 140 (62-174) 142 (62-186)
1 156(99-200) 121 (56-153) 131 (56-200)
2 155(102-192) 133 (55-157) 142 (55-192)
3 138(102-162) 144 (112-176) 140 (102-176)
4 138(97-177) 130 (110-154) 130 (97-177)
5 141 (92-151) 122 (102-152) 126 (92-152)
6 143 (84-162) 120 (100-140) 140 (84-162)
7 137 (120-158) 152 139 (120-158)
8 118 (106-168) 148 133 (106-168)
9 122(116-129) 140 129 (116-140)
10 125(119-132) 152 132 (119-152)
11 133 (121-146) 136 136 (121-146)
12 120 144 132 (120-144)
13 134 154 144 (134-154)
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Figura 12. Freqiiéncia cardiaca (bpm) aferida durante o periodo de estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes.
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Ajustando-se os valores da FC para a idade dos pacientes (FCa), ndo observamos
variagdo significativa ao longo do tempo (p=0,99) (Tabela 14, Figura 13). Ressalta-se,
todavia, que as medianas e a maioria dos valores observados encontram-se acima de 1,
indicando uma taquicardia mantida (FC maior do que o esperado para a idade). A FCa nao

diferiu entre os pacientes dos dois grupos em nenhum dos tempos estudados.

Tabela 14 — Valores da mediana (e variagdo) da freqliéncia cardiaca ajustada para idade

durante o periodo de estudo.

Freqiiéncia cardiaca ajustada

Dia  Grupo 1 Grupo 2 Todos

0 1,4(09-1,9 1,4(0,8-2,1) 1,4(0,8-2,1)
1 1,2(0,9-2,6) 1,2(0,7-2,0) 1,2(0,7-2,6)
2 1,2(0,8-2,1) 1,4(0,7-2,1) 1,2(0,7-2,1)
3 1,1(0,8-2,00 1,5(1,0-2,3) 1,2(0,7-2,3)
4 1,3(09-1,9) 1,4(1,1-1,7) 1,3(0,8-1,9)
5 1,1(0,7-1,9) 1,5(1,2-1,7) 1,2(0,7-1,9)
6 1,1(0,6-1,9) 1,2(1,1-1,3) 1,2(0,6-1,9)
7 1,1(0,9-1,8) 1,2 1,2 (0,9-1,8)
8 1,4(1,3-1,6) 1,1 1,3 (1,1-1,6)
9  1,6(1,5-1,7) 1,1 1,5 (1,1-1,7)
10 1,7 (1,6-1,8) 1,2 1,6 (1,2-1,7)
11 1,8(1,6-1,9) 1,0 1,6 (1,0-1,9)
12 1,6 1,1 1,3 (1,1-1,6)
13 1,8 1,2 1,5 (1,2-1,8)
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Figura 13. Freqiiéncia cardiaca ajustada para idade durante o periodo de estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes.

A mediana da freqiiéncia respiratoria (FR) dos pacientes no momento da internacao
foi de 37 irpm (varia¢do de 21-56 irpm) no grupo 1, e de 28 irpm (varia¢do de 25-36 irpm) no
grupo 2, sem variacao significativa ao longo do tempo (p=0,90) (Tabela 15, Figura 14). Nao

houve diferenga na FR de pacientes dos dois grupos em nenhum dos tempos estudados.



Tabela 15 — Valores da mediana (e variagdo) da freqliéncia respiratoria (irpm) durante o

periodo de estudo.

Freqiiéncia respiratoria (irpm)

65

Dia  Grupo 1 Grupo 2 Todos
0 37 (21-56) 28(25-36) 33 (21-56)
| 35(24-45) 24 (18-40) 30 (18-45)
2 35(14-45) 28 (17-50) 32 (14-50)
3 28(15-40) 30(20-48) 28 (15-48)
4 28(15-45) 38(20-40) 30 (15-45)
5 34(18-45) 38 (18-44) 35 (18-45)
6 35(21-46) 31(23-40) 35 (21-46)
7 33 (26-40) 36 34 (26-40)
8 30 (25-35) 36 32 (25-36)
9 28 (16-40) 35 35 (16-40)
10 30 (28-33) 37 33 (28-37)
11 26(18-35) 35 35 (18-35)
12 38 40 39 (38-40)
13 38 44 41 (38-44)
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Figura 14. Freqiiéncia respiratoria (irpm) durante o periodo de estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes.
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Apos ajustar-se a FR para a idade dos pacientes, observamos que a mediana no dia
da internacdo era maior que 1 em ambos os grupos, indicando taquipnéia na maioria dos
pacientes. Nao houve variagdo significativa ao longo do tempo (p=0,77) (Tabela 16, Figura
15), e ndo houve diferenca da FR ajustada entre os dois grupos em nenhum dos dias do

estudo.

Tabela 16 — Valores da mediana (e variacdo) da freqiiéncia respiratoria ajustada para idade

durante o periodo de estudo.

Freqiiéncia respiratdria ajustada

Dia  Grupo 1 Grupo 2 Todos
0 1,2(0,7-3,0) 1,8(1,1-2,0) 1,4(0,6-3,0)
1 1,0(0,6-2,6) 1,3(0,7-1,6) 1,1(0,6-2,6)
2 1,0(0,6-1,8) 1,2(1,0-2,1) 1,0(0,6-2,1)
3 09(0,6-2,00 1,1(0,9-3,4) 0,9(0,6-3,4)
4 09(0,6-2,1) 1,4(1,2-2,7) 1,1(0,6-2,7)
5 090,525 1,5(1,3-2,6) 1,0(0,5-2,6)
6 09(0,8-2,8) 1,4(1,2-1,6) 0,9(0,8-2,5)
7 0,8(0,7-2,3) 1,1 0,9 (0,7-2,3)
8 1,0(0,9-2,5) 1,1 1,1 (0,9-2,5)
9 1,8(0,7-2,8) 1,1 1,1 (0,7-2,8)
10 1,7 (1,1-2,3) 1,1 1,2 (1,1-2,3)
11 1,6 (0,8-2,5) 1,1 1,1 (0,7-2,5)
12 2,7 1,2 2,0 (1,2-2,7)
13 2,7 1,4 2,0 (1,4-2,7)
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Figura 15. Freqiiéncia respiratoria ajustada para a idade durante o periodo de estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes.

A mediana da pressdo arterial sistolica (PAS) dos pacientes no momento da
internacao foi de 90 mmHg (varia¢do de 52-152 mmHg) no grupo 1 e de 91 mmHg (varia¢ao
de 68-140 mmHg) no grupo 2, e ndo houve variacdo significativa ao longo do tempo (p=0,29)
(Tabela 17, Figura 16). Nao houve diferenga significativa da PAS entre os grupos em nenhum

dos dias estudados.
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Tabela 17 — Valores da mediana (e variagdo) da pressdo arterial sistolica (mmHg) durante o

periodo de estudo.

Pressdo arterial sistolica (mmHg)

Dia Grupo 1 Grupo 2 Todos
0 90 (52-152) 91 (68-140) 91 (52-152)
1 73 (40-122) 101 (83-131) 86 (40-131)
2 84 (35-110) 113 (87-142) 90 (35-142)
3 99 (80-118) 105 (84-157) 103 (80-157)
4 98 (80-129) 114 (102-140) 102 (80-140)
5 93 (86-106)  111(93-123) 103 (86-123)
6 100 (82-125) 109 (66-152) 100 (66-152)
7 92 (86-109) 98 95 (86-109)
8 90 (83-121) 119 104 (83-121)
9 120(113-127) 113 113 (113-127)
10 128 (115-141) 95 115 (95-141)
11 108 (80-137) 108 108 (80-137)
12 92 94 93 (92-94)
13 95 113 104 (95-113)
2
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Figura 16. Pressdo arterial sistolica (mmHg) durante o periodo de estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes.
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Ajustando-se a PAS para a idade e sexo (PASa), ndo houve variagcdo significativa
com o tempo (p=0,43) (Tabela 18, Figura 17). A PASa nao diferiu significativamente entre os

grupos em nenhum dos tempos avaliados.

Tabela 18 — Valores da mediana (e variagdo) da pressado arterial sistolica ajustada para idade e

sexo durante o periodo de estudo.

Pressao arterial sistolica ajustada

Dia  Grupo 1 Grupo 2 Todos
0 1,0(0,5-1,7) 0,8(0,5-1,0) 1,0(0,5-1,7)
1 09(04-1,4) 09(0,6-1,3) 0,9(0,4-1,4)
2 1,0(04-1,7) 1,0(0,7-1,2) 1,0(0,4-1,7)
3 1,0(0,9-2,1) 0,9(0,8-1,5) 1,0(0,8-2,1)
4 1,1(09-1,7) 1,1(0,9-1,3) 1,1(0,9-1,7)
5 1,0(0,9-2,0)0 1,0(0,8-1,2) 1,0(0,8-2,0)
6 1,1(0,9-2,2) 1,0(0,7-1,2) 1,1(0,7-2,2)
7 1,0(0,8-1,9) 1,1 1,0 (0,8-1,9)
8 1,0(0,8-1,1) 1,3 1,0 (0,8-1,3)
9 1,1(1,0-1,2) 1,3 1,2 (1,0-1,3)
10 1,2 (1,0-1,3) 1,1 1,0 (1,0-1,3)
11 1,0(0,7-1,3) 1,2 1,2 (0,7-1,3)
12 0,8 1,0 0,9 (0,8-1,0)
13 0,9 1,2 1,0 (0,8-1,2)
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Figura 17. Pressdo arterial sistolica ajustada para idade e sexo durante o periodo de estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes.

A mediana da concentrac¢ao do lactato arterial, no momento da internacao, foi de 3,2
mmol/l (variacdo de 1,2-8,4 mmol/l) no grupo 1 e de 2,3 mmol/l (variagao de 1,3-12,8
mmol/l) no grupo 2. A variacdo ao longo do tempo ndo foi significativa (p=0,91) (Tabela 19,
Figura 18). Os valores do lactato arterial ndo foram diferentes entre os pacientes dos dois

grupos em nenhum dos momentos estudados.
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Tabela 19 — Valores da mediana (e variagdo) do lactato arterial (mmol/l) durante o periodo de

estudo.

Lactato arterial (mmol/l)

Dia Grupo 1 Grupo 2 Todos
0 32(1,2-84) 2,3(1,3-12,8) 2,8(1,2-12,8)
1 3,1(1,4-28,00 1,5(0,9-6,3) 2,0(0,9-28,0)
2 25(0,9-43,00 1,9(1,2-2,7) 2,2(0,9-43,0)
3 1,8(0,5-8,8) 2,1(1,2-3,3) 2,1(0,5-8,8)
4 20(1,2-42) 2,0(0,8-4,8) 2,0(0,8-4,8)
5 2,7(1,0-5,1) 2,1(1,0-49) 2,6(1,0-5,1)
6 1,8(0,8-4,1) 8,.8(1,7-16,0) 1,8(0,8-16,0)
7 2,3(1,0-2,9) 4,2 2,5 (1,0-4,2)
8 1,5(1,0-1,9) 3,5 1,9 (1,0-3,5)
9 23 1,8 2,0 (1,8-2,3)
10 2,4(2,2-2,6) 2,2 2,2 (2,2-2,6)
11 2,1(1,7-2,5) 3,3 2,4 (1,7-3.,3)
12 1,7 1,9 1,8 (1,7-1,9)
13 3,2 1,2 2,2 (1,2-3,2)
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Figura 18. Concentragdo do lactato arterial (mmol/l) durante o periodo de estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes.
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A mediana do débito urinario dos pacientes no primeiro dia de evolugao foi de 0,6
ml/kg/h (variagdo de 0,05-3,2 ml/kg/h) no grupo 1, e de 1,8 ml/kg/h (variagdao de 0,1-5,6
ml/kg/h) no grupo 2. Nos dias seguintes houve variagcdo nao significativa (p=0,94) (Tabela 20,
Figura 19). Nao houve diferengas no débito urindrio dos pacientes dos dois grupos em

nenhum dos tempos estudados.

Tabela 20 — Valores da mediana (e variagdo) do débito urindrio (ml/kg/h) durante o periodo

de estudo.

Débito urindrio (ml/kg/h)

Dia Grupo 1 Grupo 2 Todos
1 0,6(0,05-32) 1,8(0,1-5,6) 0,9 (0,05-5,6)
2 1,6(0,03-2,6) 3,2(0,07-3,8) 1,6(0,03-3,7)
3 1,500,349 2,7(0,1-4,5) 1,5(0,1-4,9)
4 2,5(0,7-6,6) 1,7(0,04-4,0) 1,7 (0,04-6,6)
5 2,2(0,5-5,9) 2,0(0,06-6,5) 2,1(0,06-6,5)
6 2,8(04-3,7) 2,7(0,08-5,2) 2,8(0,08-5,2)
7 1,0(0,2-4,1) 4,8 1,4 (0,2-4,7)
g8 0,6(0,5-3,8) 2,7 1,6 (0,5-3,8)
9 0,8(0,5-1,1) 3,1 1,1(0,5-3,1)
10 0,8(0,5-1,1) 2,6 1,1 (0,5-2,6)
11 0,4(0,1-0,8) 3.1 0,8 (0,1-3,1)
12 0,03 2,9 1,5 (0,03-2,9)
13 0,2 3,2 1,7 (0,2-3,2)
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Figura 19. Débito urinario (ml/kg/h) durante o periodo de estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes.

Em relagdo a concentracdo sérica de creatinina, os valores medianos no dia da
internacao foram de 0,8 mg/dl (variagdo de 0,4-2,3 mg/dl) no grupo 1 e de 0,8 mg/dl (variagao
de 0,4-3,1 mg/dl) no grupo 2. Nao houve variagdo significativa ao longo do tempo (p=0,93)
(Tabela 21, Figura 20). Nao houve diferengas entre os dois grupos nos valores da creatinina

sérica em nenhum dos dias avaliados.
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Tabela 21 — Valores da mediana (e variacdo) da concentragdo sérica de creatinina (mg/dl)

durante o periodo de estudo.

Creatinina sérica (mg/dl)

Dia  Grupo 1 Grupo 2 Todos
0 08(04-23) 08(0,4-3,1) 0,8 (0,4-3,1)
1 0,6(0,4-2,8) 0,6(0,3-3,6) 0.,6(0,3-3,6)
2 0,9(0,4-3,5) 0,5(0,4-5,5 0,7(04-55)
3 0,7(04-3,5) 0,5(0,4-4,9) 0,5 (0,4-4,9)
4 0,9(0,4-3,7) 0,6(0,4-4,4) 0,7(04-4,4)
5 1,3(04-34) 0,6(0,5-5,0) 0,9 (0,4-5,0)
6 1,5(04-4,0) 2,4(0,7-42) 1,5(0,4-4,2)
7 1,0 (0,4-5,0) 0,7 0,7 (0,4-5,0)
8 3,1(0,4-4,3) 0,6 1,8 (0,4-4,3)
9 3,8(3,3-4,4) 0,5 3,3 (0,5-4,4)
10 4,1 (3,8-4,4) 0,5 3,8 (0,5-4,4)
11 4,3 (4,2-4,4) 0,2 4,2 (0,2-4,4)
12 4,1 0,4 2,2 (0,4-4,1)
13 3,5 0,4 1,9 (0,4-3,5)
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Figura 20. Concentragdo sérica de creatinina (mg/dl) durante o periodo de estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes.
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4.6. Marcadores inflamatorios inespecificos

A mediana da concentracdo sérica da proteina C reativa no primeiro dia de
internacdo foi de 25,0 mg/dl (variagdo de 6,9-28,0 mg/dl) no grupo 1 e de 20,1 mg/dl
(variacdo de 0,6-42,5 mg/dl) no grupo 2, sem variagdes estatisticamente significativas ao
longo do tempo (p=0,97) (Tabela 22, Figura 21). Nao houve diferenga entre os valores dos

dois grupos em nenhum dos dias avaliados.

Tabela 22 — Valores da mediana (e variacdo) da concentragdo sérica da proteina C reativa

(mg/dl) durante o periodo de estudo.

Proteina C reativa (mg/dl)
Dia Grupo 1 Grupo 2 Todos

1 25,0(6,9-28,0) 20,1(0,6-42,5) 23,0 (0,6-42,5)
2 8,9(7,6-10,3) 21,4(6,5-56,8) 14,3 (6,5-56,8)
310,1(8,2-17,0) 11,5(0,3-22,7) 10,1 (0,3-22,7)
4 8,0(4,0-12,0) 20,7(19,5-21,9) 15,7 (4,0-21,9)
5 9,3 23,8 (11,8-35,8) 11,8 (9,3-35,8)
6 - 18,0 (4,0-32,1) 18,0 (4,0-32,1)
7 7,7 32,4 20,0 (7,7-32,4)
8 26,0 21,1 23,5 (21,1-26,0)
9 - 12,5 12,5

10 - - -

11 - - -

12 ; 16,1 16,1

13 - 12,3 12,3
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Figura 21. Proteina C reativa (mg/dl) durante o periodo de estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes.

Em relacdo a contagem de globulos brancos do sangue periférico, o valor da mediana
no dia da internacio foi de 8150 células/mm’ (variacdo de 1400-20500 células/mm?) no grupo
1 e de 21950 células/mm’ (varia¢io de 8600-63800 células/mm®) no grupo 2. A contagem de
leucocitos no dia da internacdo (DO) foi significativamente mais baixa no grupo 1 (p=0,03).
Nao houve variagdo significativa dos valores ao longo do tempo (p=0,62) (Tabela 23, Figura

22).
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Tabela 23 — Valores da mediana (e variagdo) da contagem de globulos brancos do sangue

periférico (células/mm?®) durante o periodo de estudo.

Contagem de globulos brancos (células/mm’)

Grupo 1

Grupo 2

Todos

8150 (1400-20500)
17000 (3600-24500)
19050 (15300-30900)
18150 (13200-43500)
22800 (10100-36200)
22350 (11700-31800)
13700 (11000-30200)
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21950 (8600-63800)
20100 (6200-33600)
16900 (8800-45200)
12700 (9600-37300)
12600 (6400-31300)

9150 (1400-63800)
17000 (3600-33600)
19050 (8800-45200)
17100 (9600-43500)
17800 (6400-36200)

22600 (11000-23800) 23200 (11000-31800)
28350 (25400-31300) 25400 (11000-31300)

22500 (12100-31000) 24100 22500 (11000-31000)
16000 29400 22700 (16000-29400)
25000 31500 28250 (25000-31500)
11400 - 11400
14500 (11000-18000) 31200 18000 (11000-31200)
19400 33200 26300 (19400-33200)
15000 26100 20550 (15000-26100)
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Figura 22. Contagem de globulos brancos do sangue periférico (células/mm’) durante o

periodo de estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes. *= diferenga significativa entre os grupos.
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Em relacdo a contagem de plaquetas, os valores da mediana no dia da internagdo
foram de 237 x10°/mm’ (variagdo de 10-749 x10°/mm®) no grupo 1 e de 209 x10*/mm’
(variagdo de 3-267 x10°/mm®) no grupo 2. Nio houve variagio significativa ao longo do
tempo (p=0,38) (Tabela 21, Figura 20). Nao houve diferenca entre os valores dos dois grupos

em nenhum dos dias do estudo.

Tabela 24 — Valores da mediana (e variacdo) da contagem de plaquetas do sangue periférico

(x10°/mm®) durante o periodo de estudo.

Contagem de plaquetas (x10°/mm°)
Dia Grupo 1 Grupo 2 Todos

0 237(10-749) 209 (3-267) 230 (3-749)
1 220(8-347) 110(6-224) 148 (6-347)
2 105(10-256) 82(6-133) 91 (6-256)
3 75(19-332)  57(6-248) 70 (6-332)
4 63(19-216) 125(19-271) 100 (19-271)
5 128 (67-269) 183 (5-262) 128 (5-269)
6 92(33-270)  55(14-97) 89 (14-270)
7 172 (66-334) 10 67 (10-334)
8 76 16 46 (16-76)
9 45 18 31 (18-45)
10 56 21 38 (21-56)
11 48 (44-53) 21 44 (21-53)
12 66 18 42 (18-66)

13 101 31 66 (31-101)
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Figura 23. Contagem de plaquetas do sangue periférico (x10°/mm’) durante o periodo de
estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes.

Quanto a temperatura, a maioria dos pacientes apresentava febre (temperatura axilar
> 37,5 °C) na admissdo, sem variacdo significativa nos dias subseqiientes tanto na
temperatura maxima (p=0,42) quanto na minima (p=0,87) (Tabela 25, Figura 24). A
temperatura minima didria foi significativamente mais elevada no grupo 2 no 4° dia (p=0,03).
A temperatura maxima diaria ndo diferiu significativamente entre os dois grupos em nenhum

dos momentos estudados.
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Tabela 25 — Valores da mediana (e variagdo) da temperatura axilar minima e méaxima (°C)

durante o periodo de estudo.

Temperatura minima (°C)

Temperatura maxima (°C)

Dia Grupo 1 Grupo 2 Todos Grupo 1 Grupo 2 Todos
1 35,8 (35,0- 36,1 (34,6- 359(34,6- 383(36,4- 38,7(36,7- 38,4 (36,4-
38,7) 36,5) 38,7) 39,6) 39,5) 39,6)
2 36,0(35,0- 356354 358(35,0- 382(37,0- 379(37,2- 38,0(37,0-
36,9) 38,2) 38,2) 39,2) 39,6) 39,6)
3 36,1 (35,5- 36,2(34,0- 36,1 (34,0- 37,4(37,1- 379(36,4- 37,8(36,4-
36,5) 36,7) 36,7) 38,3) 39,5) 39,5)
4 352(34,8- 36,2(35,7- 359348 37,2(36,8- 37,8(36,9- 37,4 (36,8-
36,7) 36,9) 36,9) 38,8) 39,4) 39,4)
5 36,1 (350- 36,1355 36,1350 37,6364 37,7(37,2- 37,6 (36,4-
36,3) 36,5) 36,5) 38,0) 38,0) 38,0)
6 36,2(350- 36,5(36,0- 36,2(35,0- 374(37,0- 37,4(36,6- 37,4(36,6-
37,1) 37,1) 37,1) 38,3) 38,3) 38,3)
7 36,0 (35,7- 36,2 36,0 (35,7- 37,8(37,4- 38,0 38,0 (37,4-
36,8) 36,8) 38,4) 38,4)
8 35,6 (35,5- 36,8 35,8 (35,5- 37,5 39,1 37,5 (37,5-
35,8) 36,8) 39,1)
9  352(35,0- 37,0 35,5(35,0- 36,9 (36,8- 38,3 37,0 (36,8-
35,5) 37,0) 37,0) 38,3)
10 35,3 (35,2- 36,5 35,5(35,2- 36,9 (36,7- 38,3 37,1 (36,7-
35.,5) 36,5) 37,1) 38,3)
11 35,6 (35,5- 36,8 35,7(35,5- 37,2(37,0- 38,1 37,5 (37,0-
35,7) 36,8) 37,5) 38,1)
12 36,4 36,5 36,4 (36,4- 37,6 37,8 37,7 (37,6-
36,5) 37,8)
13 35,1 36,1 35,6 (35,1- 37,5 38,4 37,9 (37,5-
36,1) 38,4)
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Figura 24. Variacdo da temperatura axilar minima e maxima de cada dia (°C) durante o

periodo de estudo.
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Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes. (Legenda: *= diferenca significativa entre os grupos).

4.7. Evoluc¢ao, complicacoes e desfecho

O escore PELOD mediano no dia da internacdo foi de 11 (variagdo 1-31) no grupo 1

e de 10 (variacdo 1-22) no grupo 2. Nao houve variagdo significativa dos valores ao longo do

tempo (p=0,80) (Tabela 26, Figura 25). O PELOD nao diferiu significativamente entre os

grupos em nenhum dos tempos avaliados.

Tabela 26 — Valores da mediana (e variagdo) do escore PELOD (Pediatric Logistic Organ

Dysfunction) durante o periodo de estudo.

PELOD
Dia Grupo 1 Grupo 2 Todos
0 11 (1-31) 10 (1-22) 11 (1-31)
1 12 (1-23) 2 (0-22) 12 (0-23)
2 12 (1-31) 1 (0-22) 12 (0-31)
3 6 (0-22) 1 (0-22) 1 (0-22)
4 11 (1-13) 6 (0-11) 11 (0-13)
5 2 (1-12) 6 (0-11) 2 (0-12)
6 6 (1-11) 12 (11-13) 11 (1-13)
7 6 (0-21) 2 2 (0-21)
8 11 (0-21) 11 11 (0-21)
9 11 11 11
10 11 11 11
11 16 (11-21) 2 11(2-21)
12 21 2 11 (2-21)
13 11 2 6 (2-11)

Legenda: PELOD= Pediatric Logistic Organ Dysfunction
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Figura 25. Escore PELOD (Pediatric Logistic Organ Dysfunction) durante o periodo de

estudo.

Legenda: Circulos fechados sdo pacientes do grupo 1 e circulos abertos sdo pacientes do grupo 2. A linha central

representa a mediana dos valores de todos os pacientes.

Quanto a incidéncia de complicagdes, houve 8 casos (53%) de insuficiéncia renal, 6
(40%) de sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA), 10 (67%) de insuficiéncia
adrenal, 5 (33%) de convulsdes inéditas, 2 (13%) de acidentes isquémicos cerebrais, 10 (67%)
de coagulagdo intravascular disseminada (CIVD) e 7 (47%) de infec¢do secundaria. Os sitios
de infec¢do secunddria acometidos foram: pulmao (n=3), mediastino (n=1), trato digestivo
(n=1), e pele e tecido subcutdneo (n=2). Outras complicagcdes menos freqlientes foram:
hipertensao pulmonar com necessidade de uso de 6xido nitrico (n=1), abscessos pulmonares
(n=1) e necrose de maos e pés com necessidade de amputagdo (n=1).

A mediana do tempo de internacdo na UTIP foi de 13 dias (variagdo de 1-84 dias). O
tempo de internagdo hospitalar mediano foi de 28 dias (variacdo de 1-248 dias), sendo que

dois pacientes ainda permaneciam internados até¢ o fim do estudo. A duracdo mediana da
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ventilagdo mecénica foi de 8,5 dias (variacdo de 1-24 dias). Apenas 3 (20%) pacientes nao
necessitaram de ventilagdo mecanica. Dois pacientes (13%) usaram 6xido nitrico inalatdrio,
um deles para hipertensao pulmonar e outro para hipoxemia refrataria.

A mortalidade geral (UTIP, hospitalar e de 28 dias) foi de 33% (pacientes 2, 7, 8, 14
e 15), todos por disfunc¢do de multiplos o6rgaos e sistemas. A mortalidade predita pelo PRISM
variou de 0,9 a 49%, com mediana de 10,4%.

Nao houve diferenca, entre os grupos, na dura¢do da internagdo na UTIP (grupo 1:
mediana de 13 dias [variacdo de 1-84 dias] vs. grupo 2: mediana de 13 dias [variacdo de 3-33
dias]; p=0,90), duracdo da ventilagdo mecanica (grupo 1: mediana de 10 dias [variacdo de 1-
24 dias] vs. grupo 2: mediana de 3 dias [variagdo de 2-14 dias]; p=0,34), duragdo da
internacdo hospitalar (grupo 1: mediana de 17 dias [variagdo de 1-248 dias] vs. grupo 2:
mediana de 29 dias [variacdo de 11-64 dias]; p=0,63) e numero de complicagdes (grupo 1:
mediana de 3 [variagdo de 1-7] vs. grupo 2: mediana de 2 [variacdo de 1-5]; p=0,18). A
mortalidade no grupo 1 foi de 44% e no grupo 2, de 17%, porém a diferen¢a ndo atingiu
significancia estatistica (p=0,58). Para demonstrar que uma redu¢do na mortalidade desta
magnitude seja significativa, com poder de 0,8 e significancia de 0,05, seriam necessarios 100

pacientes.

4.8. Correlacgoes

Os coeficientes de correlagdo entre as principais variaveis clinicas, laboratoriais e
ecocardiograficas, medidas no 1° dia, e suas respectivas significancias, encontram-se

detalhados na Tabela 27.



Tabela 27 — Indices de correlagdo () e significancia (p) entre as variaveis clinicas, laboratoriais e ecocardiograficas no 1° dia de evolucao.

BNP ¢Tnl Tmax PASa FCa Diur Esc Pelod Plg Creat Leuc PCR  Lact FE Ad%  VDF IC IS NFkB

BNP r 0.63 -023 028 004 -020 026 042 -040 -009 004 -043 032 014 002 003 019 0.17 -0.18
p 0.01 0.43 0.31 089 047 034 0.12 018 074 08 035 024 062 095 091 051 055 0.53
oTal r 0.63 -0.05 0.12 -0.01 -038 023 037 -036 -0.04 050 -020 042 0.19 010 -0.08 0.19 0.16 -0.01
p | 0.01 0.86 0.66 098 016 042 017 023 08 008 066 0.12 049 072 077 049 057 0.98
Tméx r -023 -0.05 039 020 -0.01 -0.13 -0.22 028 0.08 -0.05 -031 -0.11 -0.01 -0.02 -0.22 -0.02 -0.03 0.03
p 043 0.6 0.17 049 098 067 045 038 079 08 054 072 09 095 045 096 093 0.92
PASa r 028 0.12 039 -031 040 -024 -044 -0.01 -0.54 o0.10 -0.71 -039 0.16 0.10 -0.13 0.06 0.16 -0.26
p 031 066 0.17 025 014 039 010 099 004 075 007 015 056 071 065 083 0.56 0.35
FCa r 004 -001 020 -0.31 -042 058 053 036 064 026 021 063 -045 -041 -031 001 -0.19 0.01
p 08 098 049 0.25 0.12 1 002 004 022 | 001 039 064 001 010 0.12 025 096 0.51 0.96
Diur r -020 -038 -0.01 040 -0.42 -0.34  -0.62 0.12 -049 -0.09 0.04 -0.67 037 034 012 0.00 0.10 0.31
p 047 016 0098 0.14  0.12 0.22 = 0.01 071 0.06 0.76 094 = 001 0.18 021 0.67 1.00 0.71 0.27
Esc r 026 023 -0.13 -024 058 -0.34 065 038 064 048 052 064 -0.15 -020 -0.17 021 0.03 0.06
p 034 042 0.67 039 | 002 022 0.01 020 | 0.01 0.10 023 @ 001 060 047 055 045 093 0.83
Pelod r 042 037 -022 -044 053 -0.62 0.65 031 054 -002 08 075 -040 -047 -031 -0.17 -035 -0.30
p 012 017 045 0.10 & 0.04 0.01 0.01 031 | 0.04 094  0.01 0.00 0.13 008 026 056 021 0.27
Plq r -040 -036 028 -001 036 0.12 038 031 035 -0.02 089 0.07 -043 -042 -0.69 -057 -0.69 -0.18
p 018 0.23 0.38 099 022 071 020 031 025 094 002 083 014 0.15  0.01 0.04 0.01 0.55
Creat r -0.09 -0.04 008 -054 064 -049 064 054 035 0.19 036 074 -040 -0.40 -0.11 -0.14 -0.34 -0.04
p 074 089 0.79 0.04 001 0.06 @ 0.01 0.04 0.25 0.54 043 | 000 0.14 0.14 070 061 0.22 0.89
Leuc r 004 050 -005 010 026 -0.09 048 -0.02 -0.02 0.19 037 034 033 031 -0.10 045 036 0.30
p 08 0.08 0.89 075 039 076 010 094 094 054 047 025 027 031 075 0.13 0.23 0.32
PCR r -043 -020 -031 -071 021 0.04 052 088 089 036 037 044 -036 -0.50 -029 -021 -036 0.36
p 035 066 054 0.07 064 094 023 @ 0.01 0.02 043 047 033 043 025 053 064 043 0.43

(continua)




(continuagdo)

Lact r 032 042 -0.11 -039 063 -0.67 064 075 0.07 074 034 044 -0.48 -0.53 -0.09 0.06 -0.18 -0.17
p 024 012 0.72 0.15 0.01 0.01 0.01 0.00 0.83 | 0.00 0.25 033 0.07 | 004 0.75 0.84 0.51 0.54
FE r 014 019 -0.01 016 -045 037 -0.15 -040 -043 -040 033 -036 -048 0.28
p 062 049 096 0.56 0.10 0.18 060 0.13 0.14 0.14 027 043 0.07 0.31
Ad% r 002 010 -0.02 0.10 -041 034 -020 -047 -042 -040 031 -0.50 -0.53 0.29
p 095 072 095 0.71 0.12 021 047 0.08 0.15 0.14 031 025 | 0.04 0.29
VDF r 003 -008 -022 -0.13 -031 o0.12 -0.17 -031 -0.69 -0.11 -0.10 -0.29 -0.09 0.55
p 091 077 045 0.65 025 067 055 026 | 001 070 075 053 075 0.03
Ic r 019 019 -0.02 006 001 000 021 -0.17 -0.57 -0.14 045 -0.21 0.06 0.35
p 051 049 096 0.83 096 100 045 056 @ 0.04 061 013 064 0.84 0.20
IS r 017 016 -0.03 0.16 -0.19 0.10 0.03 -035 -0.69 -034 036 -036 -0.18 0.42
p 055 057 093 056 051 071 093 021 0.01 022 023 043 051 0.12

NFKB r -0.18 -0.01 003 -026 001 031 0.06 -030 -0.18 -0.04 030 036 -0.17 028 029 055 035 042

p 053 098 092 035 09 027 083 027 055 08 032 043 054 031 029 | 003 020 0.12

Legenda: r = coeficiente de correlagdo; p = significancia; BNP = peptideo natriurético tipo B; cTnl = troponina I cardiaca; Tmax = temperatura axilar maxima diaria; PASa =
pressdo arterial sistolica ajustada; FCa = freqiliéncia cardiaca ajustada; Diur = débito urinario; Esc = escore inotrdpico; Pelod = escore PELOD; Plq = contagem de plaquetas;
Creat = creatinina sérica; Leuc = contagem de leucdcitos; PCR = proteina C reativa; Lact = lactato arterial, FE = fragdo de eje¢do; Ad% = fragdo de encurtamento
ou delta-D; VDF = volume diastélico final do ventriculo esquerdo; IC = indice cardiaco; IS = indice sistolico; NF-kB = ativagdo do fator nuclear kappa B.

* Os numeros com fundo cinza representam significancia estatistica (p<0,05).
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Todos os graficos destas e das demais correlagdes encontram-se nos Apéndices 8.5 e

8.6.

Variaveis clinicas e laboratoriais gerais

A PASa correlacionou-se negativamente com a creatinina sérica.

A FCa correlacionou-se positivamente com o escore inotropico, o PELOD, a
creatinina sérica, e o lactato arterial

A concentragdo do lactato arterial apresentou correlagdo positiva com a FCa, o
escore inotropico, o PELOD, e a creatinina sérica ¢ negativa com o débito urinario e a Ad%.

O escore inotropico apresentou correlagdo positiva com a FCa, o PELOD, a
creatinina sérica e o lactato arterial.

O PELOD foi correlacionado positivamente a FCa, ao escore inotropico, ao lactato
arterial, a creatinina sérica, ¢ a PCR, e negativamente ao débito urinario.

O débito urindrio apresentou correlacdo negativa com o PELOD e o lactato arterial

A contagem de plaquetas correlacionou-se positivamente a concentragdo de PCR, e
negativamente ao VDFVEa, ao IC e ao IS.

A concentracdo sérica de creatinina correlacionou-se positivamente a FCa, ao escore
inotropico, ao PELOD, e ao lactato arterial, e negativamente a PASa.

A PCR correlacionou-se positivamente com o PELOD e a contagem de plaquetas.

Parametros laboratoriais do estudo (BNP, ¢Tnl e NF-kB)

A ativagdo do NF-kB, estimada pela expressdo relativa do gene do I[-kBa,
correlacionou-se positivamente apenas com o VDFVEa.
As concentragdes plasmaticas do BNP e da c¢Tnl correlacionaram-se positivamente

entre si, mas ndo com outras variaveis clinicas ou ecocardiograficas.
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Parametros ecocardiograficos

A Ad% correlacionou-se negativamente com o lactato arterial.

O VDFVEa correlacionou-se positivamente com expressao relativa do gene do I-
kBa, e negativamente com a contagem de plaquetas.

O IS correlacionou-se positivamente com a expressao relativa do gene do I-kBa, ¢
negativamente com a contagem de plaquetas.

O IC apresentou correlagdo negativa com a contagem de plaquetas.

4.9. Estudo da associacao entre inflamacao e disfun¢cdo miocardica

Os pacientes foram divididos arbitrariamente, de acordo com a expressao relativa do
gene do I-kBa em dois grupos: abaixo da mediana (< 6,8) ¢ acima ou igual a mediana (> 6,8).
Verificamos que o grupo de pacientes com expressao relativa do gene do [-kBa acima da

mediana apresentava maior numero de valores de FE > 50% (p=0,007) (Tabela 28, Figura 26).

Tabela 28 — Distribui¢ao dos pacientes de acordo com a fragdo de ejecdo (acima ou abaixo de
50%) e a expressao relativa do gene do I-kBa (abaixo ou acima da mediana).

Expressao do [-xBa
(unidades arbitrarias)
> 6,8 <6,8 Total
FE <50% 2 7 9
FE > 50% 6 0 6
Total 8 7 p=0,007
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Figura 26. Distribuicao dos pacientes de acordo com a expressao relativa do gene do [-xBa e
a fracdo de ejecao.

Legenda: Barras brancas sdo pacientes com fracdo de ejegdo < 50% e barras pretas sdo pacientes com FE > 50%.

As figuras abaixo apresentam a evolucdo temporal da FE e da expressdo do gene do

I-xBa em cada paciente estudado.
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Figura 27. Evolugdo temporal da fragao de eje¢do (FE) e da express

KkBa nos pacientes 01 a 08.
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4.10. Estudo de variaveis confundidoras

Imunodeficiéncia

Em nosso estudo, os pacientes portadores da sindrome de Down (pacientes 5 ¢ 7),
cuja imunidade pode ser deficiente (LOCKITCH et al., 1987), tiveram expressao relativa do
gene do [-kBa bastante elevada, de maneira semelhante aos pacientes ndo-portadores da
sindrome, com picos de 15,9 e 11,7, respectivamente. Um dos pacientes apresentava
imunodeficiéncia celular (paciente 1). Sua expressdo relativa do gene do I-xBa foi bastante

elevada, em niveis semelhantes aos dos demais pacientes, com pico de 18,6.

Uso de corticosteroides

Em nosso estudo, apenas dois (13%) pacientes ndo fizeram uso de corticosteroides
durante o periodo em que foram avaliados. Os demais pacientes utilizaram hidrocortisona em
doses de estresse para insuficiéncia adrenal, conforme protocolos (CARLOTTI, 2005), e dois
deles utilizaram dexametasona, nas doses de 0,5 mg/kg de 12 em 12 horas por 24 horas a
partir do 4° dia (paciente 10) ou 0,15 mg/kg de 6 em 6 horas por 48 horas a partir do dia de
internacdo (paciente 12). A andlise da expressdo relativa do gene do I-kBa desses pacientes
no dia anterior, no dia do inicio do corticdide e no dia seguinte ao inicio do uso ndo mostrou

efeito significativo da administrag¢do dessas drogas (p=0,85, Figura 29).
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Figura 29. Expressao relativa do gene do [-kBa no dia anterior (-1), no dia do inicio do uso de
corticoides (0) e no dia seguinte ao uso (+1).

Legenda: A linha central representa a mediana, as caixas, o intervalo interquartil, e as barras, a variagdo total.

No primeiro dia de internagdo, cinco pacientes (33%) j4 estavam em uso de
corticoides, enquanto dez pacientes nao estavam. Nao houve diferenga na expressao relativa
do gene do I-xBa entre esses dois grupos de pacientes (p=0,51, Figura 30). Além disso,
excluindo-se os pacientes que usaram corticdides no 1° dia, a expressdo relativa do gene do I-
kBa no 1° dia continuou sendo significativamente menor nos pacientes com FE < 50% (grupo

1) (p<0,05, Figura 31).
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Figura 30. Expressdo relativa do gene do I-xBa no 1° dia, em pacientes que receberam ou nao
corticoides no primeiro dia de internagao.

Legenda: A linha central representa a mediana, as caixas, o intervalo interquartil, e as barras, a variagdo total.
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Figura 31. Expressdo relativa do gene do I-kBa somente nos pacientes que ndo receberam

corticoides no primeiro dia de internagao, nos grupos 1 e 2.

Legenda: A linha central representa a mediana, as caixas, o intervalo interquartil, e as barras, a variago total.

Legenda: *= diferenga significativa entre os grupos.
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5. Discussao

Este trabalho mostra pela primeira vez a relagdo entre a intensidade da SRIS,
avaliada pela ativacdo do NF-kB, com o grau de disfun¢do miocérdica e a evolugdo clinica e

laboratorial de pacientes pediatricos com choque séptico.

5.1. Caracterizacao da populacao

Nossa populagdo foi constituida de criangas internadas na UTIP de um hospital
terciario, com PRISM mediano alto, correspondendo a uma mortalidade mediana prevista de
10,4%. Em relacdo ao género, houve ligeira predominancia de pacientes do sexo masculino.
De fato, relata-se predominio de meninos em populagdes pedidtricas com choque séptico
(CARCILLO et al., 1991; DE OLIVEIRA et al., 2008; MATSUMOTO et al., 1997). Os
pacientes apresentaram grande variacao da idade (2,5 meses até 17 anos) e também do peso (2
a 113 kg). Por um lado, esses dados mostram a grande diversidade de individuos atendidos no
ambito da terapia intensiva pediatrica. Por outro lado, essa grande variabilidade entre os
individuos pode dificultar a interpretacdo dos resultados obtidos, por causa de variagdes
fisioldgicas na resposta a infecgdes graves caracteristicas de cada faixa etéria.

Ao observarmos a distribuicdo dos diagnosticos (Tabela 1), podemos notar o
predominio das infec¢des respiratorias (6 pacientes, ou 46%) como evento desencadeante da
sepse. Esse numero ¢ compativel com dados disponiveis na literatura médica mostrando que,
nos EUA, as infec¢des respiratorias respondem por 37% das causas de sepse e choque séptico

em criangas (BOCHUD et al., 2004; MATSUMOTO et al., 1997). Em outro trabalho, as
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infecgdes respiratdrias foram responsaveis por mais de 50% dos casos de sepse grave e
choque séptico (DE OLIVEIRA et al., 2008). O sitio de infec¢des secundarias, em nosso
estudo, seguiu distribui¢do semelhante. Além disso, notamos grande incidéncia de
Staphylococcus aureus como agente etiologico isolado em culturas. Este dado também esta de
conformidade com o que vem sendo descrito nos trabalhos sobre a epidemiologia da sepse.
De acordo com esses trabalhos recentes de revisdo, as bactérias Gram-positivas vém
adquirindo importancia crescente na etiologia da sepse em individuos de todas as idades, com
destaque para Staphylococcus aureus, estafilococos coagulase-negativos, enterococos e
estreptococos (BOCHUD et al.,, 2004; CARCILLO et al., 1991; HAN et al.,, 2003;
TABBUTT, 2001).

Também pudemos observar a alta prevaléncia de doengas cronicas, ou comorbidades,
tais como: doengas cronicas do SNC, miopatias, sindrome de Down, estados pds-operatorios,
entre outros. J4 foi demonstrado que essa populacdo de criancas ¢ mais susceptivel ao
desenvolvimento de infecgdes graves (MATSUMOTO et al., 1997), e estudos anteriores ja
relataram a alta prevaléncia destas condi¢cdes em pacientes que desenvolvem sepse grave ou
choque séptico (CARCILLO et al., 1991; DE OLIVEIRA et al., 2008; HAN et al., 2003).

Todos os pacientes desenvolveram disfun¢do cardiovascular clinicamente

diagnosticada. Entretanto, somente 9 deles (60%) apresentaram a FE < 50% no primeiro dia.

5.2. Dados clinicos e laboratoriais gerais

As informagdes obtidas das variaveis clinicas sdo compativeis com o diagndstico de
disfuncdo cardiovascular grave realizado pela equipe médica, no dia da admissdo na UTIP, e
reforcam a confiabilidade dos dados coletados. Nossos pacientes encontravam-se, no

momento da internacdo, taquicardicos (FCa > 1), taquipnéicos (FRa > 1), hipotensos (PASa <
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1), e com lactato arterial elevado (> 2 mmol/l). Entretanto, ndo houve diferengas nos valores
da maioria das variaveis clinicas e laboratoriais gerais entre os grupos de estudo. Isso pode
refletir a adequacdo do tratamento, objetivando a normalizagdo dos pardmetros vitais e

laboratoriais.

5.3. Terapia cardiovascular

Nossos pacientes receberam, no primeiro dia de internagdo, um volume mediano de
fluidos de 92 ml/kg (variagdo 38-274 ml/kg), incluindo volume de expansdes, transfusoes,
medicagdes, soro de manutengdo ¢ bombas pressoricas. Recomenda-se que pacientes com
choque séptico recebam em média de 40-60 ml/kg de fluidos na primeira hora, podendo
atingir até¢ 120 ml/kg nas primeiras 6 horas (CARCILLO et al., 1991; CARCILLO; FIELDS,
2002), desde que ndo haja sinais de sobrecarga volémica cardiopulmonar. Consideramos,
assim, que a terapéutica foi realizada pela equipe médica de acordo com as recomendagdes
atuais (CARCILLO; FIELDS, 2002). O escore inotropico mediano apresentou ampla faixa de
valores nos dois grupos, refletindo que o estado hemodindmico dos pacientes foi bastante
variavel. Esse dado ¢ confirmado pela ampla variacdo da medida do IC. Apesar de ndo ter
havido diferenga significativa entre o escore inotrdpico dos dois grupos, seus valores
correlacionaram-se positivamente com a FCa e o lactato arterial, que constituem marcadores
do estado hemodinamico e da adequagdo do tratamento, € com o PELOD e a creatinina sérica,

que sdo marcadores de disfungdes organicas.
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5.4. Evoluc¢ao e complicacoes

A incidéncia e a natureza das complicagdes organicas encontradas em nosso trabalho
foram bastante similares as descritas em estudos prévios. Oliveira et al relatam, em uma
coorte de 102 criancas com sepse grave e choque séptico, alta incidéncia de disfungdo renal,
pulmonar, hematologica e neurologica (DE OLIVEIRA et al., 2008). De fato, o PELOD, em
nosso estudo, correlacionou-se positivamente com a FCa, o escore inotropico, a creatinina
sérica, a PCR e o lactato arterial e negativamente com o débito urinario.

A duracdo da internagdo na UTIP teve grande variagdo em nossos pacientes, fato este
compativel com a grande heterogeneidade dos casos, cujo escore de gravidade PRISM
também variou grandemente. Além disso, nossos pacientes tinham grande prevaléncia de
comorbidades e alguns deles tiveram sérias complicacdes, implicando em maior tempo de
internagdo. De fato, dois deles ainda permaneciam internados em enfermarias até o
encerramento do presente estudo. Estes fatos também ajudam a entender a grande necessidade
e duragdo do suporte ventilatorio mecanico fornecido a estes pacientes, também semelhante a
trabalhos previamente publicados (CARCILLO et al., 1991; DE OLIVEIRA et al., 2008;
FENTON et al., 2004; HAN et al., 2003). A incidéncia de SDRA foi bastante semelhante a

reportada previamente (CARCILLO et al., 1991; DE OLIVEIRA et al., 2008).

5.5. Desfecho

A mortalidade observada em nosso trabalho de 33% encontra-se dentro da faixa de
valores relatada em outros estudos (20-80%) (CARCILLO et al., 1991; CHARPENTIER et
al., 2004; DE OLIVEIRA et al., 2008; FENTON et al., 2004; HAN et al., 2003; JARDIN et

al., 1999; PARRILLO, 1993).
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5.6. Parametros ecocardiograficos

Em nosso estudo, a FE mediana no 1° dia foi de 47% (varia¢do de 22-77%), com
grande melhora ao longo do tempo na maioria dos pacientes. A partir do 7° dia de evolugio,
nenhum paciente em nosso estudo tinha FE < 50%, dado este semelhante ao observado em
adultos (PARKER et al., 1984) e criancas (FENTON et al., 2004). Entretanto, devemos
considerar que muitos dos nossos pacientes ainda estavam em uso de drogas inotrdpicas nesse
dia. As medidas ecocardiograficas apresentaram correlagdo negativa com o lactato arterial e
com a contagem de plaquetas. Esses resultados mostram que a medida ecocardiografica do
desempenho ventricular pode fornecer informagdes muito uteis a respeito do estado
hemodinamico de pacientes com choque séptico. A medida do VDFVEa apresentou reducao
ndo significativa ao longo dos dias. Nao diferiu significativamente entre os grupos nem entre
sobreviventes € nao-sobreviventes. Estudos em adultos mostraram que pacientes com choque
séptico que apresentam maior VDFVE tiveram melhor sobrevida (PARKER et al., 1984).
Nossos dados nao puderam demonstrar o mesmo em uma populacao pediatrica, mas isso pode
se dever ao pequeno tamanho amostral e grande variagdo de faixas etarias. O IC mediano no
1° dia estava abaixo do recomendado, de 3,3 /min/m? (BRIERLEY et al., 2008), e assim se
manteve até o 2° dia. A partir do 3° dia houve manuten¢ido em torno do valor de referéncia.
Nao houve diferenca entre os grupos. Entretanto, observamos que alguns pacientes
apresentaram IC muito baixo (0,8 1/min/m®) ou muito alto (8,7 I/min/m?) ao longo da
evolu¢do, mostrando a grande variagdo de estados hemodindmicos que podem surgir na
populacdo pediatrica com choque séptico, conforme demonstrado previamente (CENEVIVA
et al., 1998). O IS estava na maior parte dos momentos abaixo do valor minimo de referéncia
(30 ml/m?). Esses achados sio compativeis com o entendimento recente de que a adequagio

do estado hemodindmico obrigatoriamente deve levar em consideracdo elementos: (a)
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qualitativos, (b) quantitativos, (c) temporais e (d) relativos a homeostase. Em outras palavras,
¢ necessario saber se dado débito cardiaco ¢ adequado para um paciente em particular, em
dado momento, em situagdo metabolica particular. Isso pode ser atingido fazendo-se os
seguintes questionamentos: (a) a oferta de oxigénio esta adequada as demandas do paciente?
(b) o transporte de oxigénio esta ocorrendo com pressao de perfusdo adequada? (c) o paciente
consegue utilizar o oxigénio transportado? e (d) qual(is) a(s) causa(s) de alteracio em
qualquer dos itens anteriores? (TIBBY; MURDOCH, 2003). Além de todos esses fatores,
devemos considerar que os pacientes com maior comprometimento miocardico recebem
maior suporte inotropico, o que certamente mascara o verdadeiro grau de disfuncdo

(RUDIGER; SINGER, 2007).

5.7. Marcadores inflamatorios

A concentragdo sérica da PCR ndo apresentou variacdo significativa ao longo do
tempo. Correlacionou-se, no entanto, positivamente com o PELOD, mostrando relagao com a
disfuncdo organica. A contagem de leucdcitos apresentou grande variacdo, mas foi menor nos
pacientes do grupo 1 no dia da internacdo. A contagem de plaquetas, que também pode ser
considerada um marcador da intensidade da SRIS, devido a ativacdo da cascata de coagulacao
e ao aumento do fator de ativacdo plaquetaria, também se apresentou reduzida em diversos
momentos da internagdo e correlacionou-se negativamente com o VDFVEa, o IC e o IS. Este
achado ¢ surpreendente, pois pacientes com maior ativagdo da cascata de coagulagdo e,
conseqlientemente, com contagens mais baixas de plaquetas, tiveram melhor desempenho
ecocardiografico medido no primeiro dia. Entretanto, isso ¢ concordante com os achados
relativos a ativagdo do NF-«kB, pois, ao analisarmos as correlagdes entre os marcadores da

intensidade da SRIS e os indicadores clinicos e ecocardiograficos de disfungdo miocardica,
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verificamos que a expressao relativa do gene do I-kBa correlacionou-se positivamente com o
VDFVEa. Além disso, dentre os pacientes com expressao relativa do gene do [-kBa acima da
mediana no 1° dia observou-se maior propor¢do de individuos com FE > 50%.
Surpreendentemente, pacientes com maior intensidade da SRIS tiveram maior VDFVEa e
melhor desempenho miocéardico. Esses achados conflitam com os conhecimentos atuais de
que a intensidade da reagdo inflamatoria estaria relacionada a maior disfun¢ao miocardica na
sepse (ver abaixo o item 5.9).

O uso de glicocorticoides pela maioria de nossos pacientes poderia, em teoria, alterar
a expressao relativa do gene do [-xBa, porque um dos mecanismos de agdo destas drogas ¢
justamente o aumento da expressdo desse gene (BOTTERO et al., 2003). Entretanto, nos
verificamos que a expressdo relativa do gene do I-kBa ndo sofreu alteragdes quando
comparada no dia anterior, no dia do inicio e no dia seguinte ao inicio do uso de
glicocorticdides. Também ndo houve diferenca na expressdo relativa do gene do I-kBa, no 1°
dia, entre pacientes que estavam e que nao estavam em uso de glicocorticdides. Além disso, a
expressao relativa do gene do I-kBa continuou sendo significativamente mais elevada nos
pacientes do grupo 2 mesmo excluindo da andlise os pacientes que estavam usando
glicocorticdides no 1° dia. Esses achados nos levam a crer que, nas doses utilizadas, nao
houve interferéncia do uso de glicocorticodides sobre a expressao relativa do gene do I-xBa, e
que os resultados encontrados de associagdo entre ativacdo do NF-kB e melhores VDFVEa e
FE devem-se a outros fatores ainda ndo esclarecidos.

Em nossa populagdo de estudo, havia dois pacientes portadores da sindrome de
Down, cuja imunidade poderia estar comprometida (LOCKITCH et al., 1987). Um terceiro
paciente foi diagnosticado, apés sua inclusdo no estudo, como sendo portador de

imunodeficiéncia do tipo celular. Entretanto, estes trés pacientes apresentaram expressoes
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relativas do gene do I-kBa bastante elevadas, de maneira semelhante aos demais pacientes, o

que nos levou a crer que a presenca dessas comorbidades ndo comprometeu nossos resultados.

5.8. Marcadores cardiacos

As concentragdes dos peptideos natriuréticos t€ém sido recentemente utilizadas para
estimar o desempenho miocardico e para obter informacdes diagndsticas e prognosticas,
inclusive em pacientes com sepse, com boa correlagdo com o indice cardiaco e a mortalidade
(CASTILLO et al.,, 2004; CHARPENTIER et al.,, 2004; COWIE; MENDEZ, 2002;
MCCULLOUGH; FONAROW, 2003; PHUA et al., 2005; RUDIGER; SINGER, 2007;
WITTHAUT et al., 2003)

Em nossa populacdo de estudo, o BNP estava elevado no dia da internagdo na
maioria dos pacientes, dado este também compativel com o comprometimento hemodinamico
e concordante com os estudos publicados em adultos com sepse e choque séptico
(CASTILLO et al.,, 2004; CHARPENTIER et al.,, 2004; COWIE; MENDEZ, 2002;
MCCULLOUGH; FONAROW, 2003; PHUA et al., 2005; RUDIGER; SINGER, 2007;
WITTHAUT et al, 2003). Na populagdo pediatrica, o Unico estudo sobre peptideos
natriuréticos e sepse que pudemos identificar demonstrou que as concentragdes plasmaticas de
NT-proBNP estavam mais aumentadas em criangas com choque séptico do que em criangas
com sepse (FRIED et al., 2006). Nao houve variagdes temporais significativas, nem
diferengas entre os grupos, nem correlagdo de suas concentragdes com variaveis clinicas ou
ecocardiograficas, contrariando o que ja foi demonstrado (CASTILLO et al., 2004; COWIE;
MENDEZ, 2002; MCCULLOUGH; FONAROW, 2003; PHUA et al., 2005). Entretanto, isso
também pode significar que o estado hemodindmico desses pacientes, sobretudo na faixa

etaria pediatrica, depende nao s6 do desempenho miocardico, mas também da freqii€ncia
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cardiaca, da adequacdo da volemia e da pos-carga (GROCOTT-MASON; SHAH, 1998;
TIBBY; MURDOCH, 2003). Fried et al ndo demonstraram diferen¢a na concentragao de NT-
proBNP, em criangas com sepse, entre as que tiveram ou nao disfungao sistolica (FRIED et
al., 2006). Devemos levar em consideragdo que a concentragdo de BNP pode estar elevada em
pacientes gravemente enfermos por fatores extra-cardiacos, como por exemplo, hipertensio
pulmonar, SDRA, embolia pulmonar aguda, doenga pulmonar obstrutiva crénica com cor
pulmonale, insuficiéncia renal, disfun¢do  hepatica, hemorragia  subaracnoide,
hipertireoidismo, etc (PHUA et al., 2005). Além disso, a concentragdo de BNP pode estar
aumentada devido a propria sepse, presenca de LPS e citocinas pré-inflamatorias (IL-1B), e
expansdo agressiva da volemia (FRIED et al., 2006; PHUA et al., 2005; RUDIGER;
SINGER, 2007). Diversos de nossos pacientes apresentaram pelo menos uma dessas
condigoes, e isso pode também explicar a falta de correlagdo entre o BNP e os parametros
ecocardiograficos. A concentracdo de BNP apresentou correlacdo positiva significativa com a
concentragdo de ¢cTnl no 1° dia. Este achado pode ser explicado pelo fato de que os pacientes
cujo miocardio esteja sofrendo maior sobrecarga de volume ou pressao, estejam em um estado
de alto consumo miocardico de oxigénio e, somando-se a isso, o desequilibrio no transporte e
consumo organico de oxigénio, esses fatores em conjunto explicariam as concentragdes
elevadas de cTnl.

A cTnl tem sido implicada como marcador de disfun¢do miocardica em pacientes
com choque séptico. Relata-se elevagdao de c¢Tnl em 31 a 85% de pacientes gravemente
enfermos com sepse (AMMANN et al., 2001; MEHTA et al., 2004; TURNER et al., 1999;
VER ELST et al., 2000). Estudos em adultos t¢ém demonstrado correlacio de maiores
concentragdes de ¢cTnl com maior mortalidade (MEHTA et al., 2004; RUDIGER; SINGER,

2007; TURNER et al, 1999), maior suporte inotrépico (RUDIGER; SINGER, 2007;
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TURNER et al., 1999), e disfuncdo do VE (CHARPENTIER et al., 2004; FERNANDES et
al., 1999; MEHTA et al., 2004; VER ELST et al., 2000).

Em nossos pacientes, houve elevagdo da cTnl em 4 pacientes de maneira persistente,
e em 3 pacientes de maneira transitéria, com incidéncia total de 46%, valor este bastante
semelhante aos publicados em criangas. Em estudo com 23 pacientes pediatricos com choque
séptico e faléncia cardiovascular, Fenton et al observaram concentracdes elevadas de cTnl em
mais de 50% dos pacientes, e a concentracdo de cTnl na admissao a UTIP estava relacionada
a baixa FE e a gravidade da doenga, mas ndo ao grau de suporte inotropico utilizado.
Ressalta-se, entretanto, que as mudancas observadas nas concentragdes de ¢Tnl nao foram
acompanhadas de mudancas nas medidas ecocardiograficas ou no grau de suporte inotropico
necessario (FENTON et al., 2004). Em nosso estudo, a cTnl ndo apresentou valor preditivo de
morte, nem diferiu entre os grupos, mas correlacionou-se positivamente com a concentracao
de BNP, conforme comentado anteriormente. A auséncia de correlacdo da ¢Tnl com outras
variaveis poderia ser devida ao fato de que elevacdes nas concentragdes de ¢cTnl podem ser
devidas ndo s6 a isquemia miocardica, mas também a extravasamento de cTnl pela membrana
plasmatica ap6s lesdo do aparato contratil sem, no entanto, haver morte celular (RUDIGER;
SINGER, 2007).

Muitos autores tém relatado uma discordancia entre os achados clinicos e de
necropsia de pacientes vitimas de choque séptico. Os achados histopatoldégicos mostram
lesdes teciduais minimas, contrastando com a importante disfungdo observada clinicamente,
em diversos orgdos, incluindo coragdo, rins, figado, pulmdes, entre outros (HOTCHKISS;
KARL, 2003; RUDIGER; SINGER, 2007). A esse tipo de lesdo disfuncional chamou-se
“stunning”. Este fendmeno poderia explicar porque, em nosso estudo, ndo observamos

correlacdo da concentracao de cTnl com medidas ecocardiograficas de desempenho cardiaco.
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5.9. Papel da inflamacao e implicagdes terapéuticas

O papel da ativagdo do NF-xB na disfun¢do miocérdica relacionada a sepse ainda
esta por ser completamente esclarecido (BOHRER et al., 1997; HARKEN, 2007; LIU;
MALIK, 2006). Em nosso estudo, a maior ativacado do NF-kB nao apresentou correlacao com
a mortalidade, mas apresentou correlagdo positiva com maior VDFVEa, achado este
significativamente associado a melhor sobrevida em adultos (PARKER et al., 1984). Além
disso, o grupo de pacientes com expressao de NF-kB acima da mediana apresentou maior
proporcao de valores de FE > 50% e, analisando os pacientes caso a caso, parece haver
associacdo do aumento da ativacdo do NF-kB com aumentos da FE. Esses resultados sugerem
que a ativagao do NF-kB pode ser responsavel pela ativagdo de mecanismos adaptativos do
miocardio a situacdo de agressao infecciosa.

Em estudos de pacientes com sepse grave e choque séptico, a ativagdo do NF-kB foi
maior do que em controles saudaveis, e correlacionou-se significativamente com as
concentragdes de TNF-a, IL-1f, IL-6, IL-8, sSICAM-1, escore APACHE de gravidade, entre
outros (DAS, 2003; ZHANG; GHOSH, 2000) e com a gravidade da SRIS e a mortalidade
(LIU; MALIK, 2006; PATERSON et al., 2000). Também ha evidéncias de maior ativagao do
NF-«B em pacientes gravemente doentes que morrem, quando comparados com aqueles que
sobrevivem (BOHRER et al., 1997; PATERSON et al., 2000). Em estudo observacional,
Arnalich et al verificaram que adultos com sepse grave apresentam marcada ativagdo do NF-
kB e que pacientes que morreram tiveram maior ativacdo do NF-kB (ARNALICH et al.,
2000). Todavia, no mesmo estudo, ndo houve correlagdo entre a ativagdo do NF-kB e as
concentragoes séricas de citocinas.

Dadas as observagdes dos efeitos deletérios do aumento da concentragao dos

mediadores pré-inflamatérios sobre o desempenho miocardico em pacientes com choque
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séptico (COURT et al., 2002; GROCOTT-MASON; SHAH, 1998; KUMAR et al., 1996), ¢ o
papel central desempenhado pelo NF-kB na iniciagdo, manutencdo e cessa¢dao da SRIS, seria
l6gico concluir que a ativacdo do NF-«kB fosse diretamente proporcional ao grau de disfun¢do
miocardica. Entretanto, o uso de inibidores da ativagdo do NF-kB em modelos experimentais
animais tem apresentado resultados conflitantes. De fato, o completo bloqueio da cascata
inflamatoria pode ser prejudicial. Ratos com hiperexpressdo de I-kBa ndo desenvolveram
sepse apos injecao de LPS (BOHRER et al., 1997; HAUDEK et al., 2001). Em outro modelo
animal, camundongos que ndo expressam a subunidade p50 e sdo heterozigéticos para a
subunidade p65 do NF-kB tiveram maior mortalidade apds inje¢do de LPS (GADJEVA et al.,
2004). A inibicdo farmacoldgica do NF-xB em animais tem apresentado resultados
discordantes em estudos diferentes feitos pelos mesmos autores (SU et al., 2008). Além disso,
ha relatos de aumento na mortalidade apds uso de bloqueadores do TNF-a em pacientes com
sepse grave (HOTCHKISS; KARL, 2003). Em modelos de isquemia-reperfusdo, ja foi
demonstrado que a administragdo de SN50, um potente inibidor da translocagao e ativagao do
NF-«B, uma hora antes de submeter os animais a circulagio extra-corpdrea, resulta em melhor
funcdo cardiopulmonar, manuten¢do do transporte de oxigénio ¢ menor pressdo arterial
pulmonar, comparados a administracdo de solucdo salina isotdnica (DUFFY et al., 2009).
Outros autores também tém relatado efeitos benéficos da inibigdo do NF-kB em modelos de
lesdo de isquemia-reperfusdio (GUTIERREZ et al., 2008). Em contrapartida, ja foi
demonstrado que a ativagcdo do NF-kB em cardiomidcitos in vitro protege as células contra
apoptose induzida. Entretanto, estes resultados ainda ndo puderam ser comprovados in vivo
(GUTIERREZ et al., 2008).

Muitos autores tém questionado qual o verdadeiro papel da hiperinflamagdo na
evolugdo de pacientes com sepse grave ou choque séptico, porque as tentativas de utilizagao

de agentes anti-inflamatorios tém mostrado resultados desapontadores (corticdides, anticorpos
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monoclonais contra endotoxina, antagonistas do TNF-a ou do receptor soluvel de IL-1, anti-
inflamatérios nao-esteroidais, e inibidores do NF-xB) (DAS, 2003; HARKEN, 2007;
HOTCHKISS; KARL, 2003; PRICE et al., 1999). Os estudos conduzidos em animais que
demonstraram beneficios da inibi¢ao de citocinas ou seus receptores tém sofrido varias
criticas. Uma delas ¢ a de que esses animais receberam doses elevadas de LPS, e
apresentaram elevagdes das concentragdes de citocinas préo-inflamatérias muito acima das
observadas em pacientes humanos, o que ficou conhecido como “cytokine storm”. Isso
explicaria o fato de que esses animais foram beneficiados com o uso de anticorpos ou
bloqueadores de citocinas ou seus receptores, mas esses resultados ndao puderam ser
reproduzidos em humanos (HOTCHKISS; KARL, 2003). A outra critica ¢ a de que, em
estudos experimentais, os individuos recebem o tratamento antes do insulto. Em ensaios
clinicos, a administracdo do agente s6 pode ser feita apés o insulto (DAS, 2003; HARKEN,
2007). Nao ¢ possivel prever quando uma pessoa desenvolvera sepse e, por isso, Novos
estudos precisam ser desenhados para investigar se a inibigdo farmacologica do NF-kB ¢
benéfica mesmo se realizada horas ou dias apds o insulto inicial.

O controle da ativacdo do NF-kB ¢ atualmente uma estratégia promissora para o
controle da hiperinflamagdo em pacientes sépticos. Entretanto, como essa mesma
hiperinflamagdo faz parte da resposta fisioldgica de combate ao agente agressor, existem
davidas acerca do grau e do momento ideal de bloqueio da ativagdo do NF-kB (GUTIERREZ
et al., 2008; HARKEN, 2007). Além disso, o NF-kB desempenha inumeros outros papéis,
como por exemplo, na diferenciagdo e ativagdo de macrofagos, no controle da apoptose, na
linfopoiese, etc (UWE, 2008). Nossos resultados sugerem um papel benéfico do NF-«B na
ativagdo de mecanismos compensatorios miocardicos a injuria infecciosa. Portanto, o ideal
seria desenvolver estratégias terapéuticas visando modular, ao invés de suprimir, a atividade

do NF-xB (FRODE-SALEH; CALIXTO, 2000; LIU; MALIK, 2006; MARIK, 2002; MERX;
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WEBER, 2007). Para isso, novos estudos sdo necessarios na investigacdo do papel da

ativagdo do NF-«B na disfun¢do miocardica de pacientes com choque séptico.

5.10. Limitacoes

As limitagdes deste estudo sdo o pequeno tamanho amostral e a ampla variacao da

faixa etaria.
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6. Conclusoes

O BNP ¢ a cTnl nao foram bons marcadores de disfungao cardiovascular em criangas
com choque séptico. A ativacdo do NF-kB correlacionou-se com melhores indices
ecocardiograficos de desempenho miocardico, o que pode sugerir um efeito benéfico desse
mecanismo na adaptagcdo miocardica a injuria nessa popula¢do. A mortalidade em pacientes
com menor ativacdo do NF-kB foi maior, embora nosso estudo ndo tenha poder suficiente

para alcancar significancia estatistica.
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8. Apéndices

8.1. Ficha de coleta de dados
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DADOS PESSOAIS

Paciente n° Registro
Iniciais Data de nascimento / /
Sexo [ ] masculino Etnia [ ]branco[ ]negro

[ ] feminino [ ]pardo[ ]amarelo
Data da admissdo / / Hora da admissao h
Peso g | Comprimento cm
Superficie corporal m” | Outros:
Diagnostico(s)
PRISM:
Sitio da infeccao [ ]pulmao [ ] trato urindrio [ ] SNC|[ ]t. digestivo [ ] outro:
Etiologia [ ] bacteriana [ ] viral [ ] fungica
Culturas
Antibioticos

COMPLICACOES
[ ] Insuficiéncia renal [ ]SDRA
[ ] Insuficiéncia adrenal [ ] Convulsdes
[ ] Infarto / hemorragia cerebral [ ]CIVD
[

] Infec¢do secunddria (especificar sitio e etiologia):

[ ] Outros:
DESFECHO
Desfecho [ Jalta[ ] 6bito Data da 1° extubagio /]
Alta da UTI em /]
Alta para casa em /]
Obito em /]
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EVOLUCAO CLINICA E LABORATORIAL (1/2)

Data / / / / / / /

Campo Dia de evolugdo 0 1 2 3 4

1 Dopamina (pg/kg/min)

2 Dobutamina (pg/kg/min)

3 Adrenalina (ug/kg/min)

4 Noradrenalina (pg/kg/min)

5 Milrinone (pg/kg/min)

6 Nitroprussiato (pug/kg/min)

7 Vasopressina (pg/kg/min)

8 NOi (ppm)

9 Volume recebido (ml)

10 Diurese (ml)

11 FC (bpm)

12 FR (irpm)

13 PA sistolica (mmHg)

14 PVC (mmHg)

15 Pa0,/FiO, / / / / / / /
16 Lactato (mmol/I)
17 PCR

18 Leucdcitos (céls/mm’)

19 Sa0,/SvO, (%)

20 Escore PELOD

21 Escore PRISM

22 FE VE (Simpson, em %)

23 FE VE (cubo, em %)

| -

24 Ad%

25 | VDF VE (cm’)
|

26 Infecgdo secundaria ou piora (X)

27 Troca de antibioticos (X)

28 Uso de corticoide (droga e dose)

29 Temperatura minima e maxima / / / / / / /

Instrucdes: Nos campos 1-8 ¢ 11-21 colocar a dose usada ou valor medido as 08 horas do dia (ou na internagdo no DO0); nos campos 9-10
colocar o total de 24 horas; nos campos 22-25 colocar os valores medidos pelo ecocardiograma do dia. Nos campos 26 ¢ 27, marque com X
se houve infecgdo secundaria ou piora clinica (choque, piora da necessidade de drogas vasoativas, etc, relacionado a infec¢do secundaria) e
troca dos antibidticos. Os espagos em cinza ndo precisam ser preenchidos. Legenda: NOi = 6xido nitrico inalatério; FC = freqiiéncia
cardiaca; FR = freqiiéncia respiratoria; PA = pressdo arterial; PVC = pressdo venosa central; PaO2 = pressdo arterial de oxigénio; FiO2 =
fragdo inspirada de oxigénio; PCR = proteina C reativa; SaO2 = saturagdo arterial de oxigénio; SvO2 = saturag¢@o venosa central de oxigénio;
PELOD = Paediatric Logistic Organ Dysfunction; PRISM = Pediatric Risk of Mortality; FE VE = fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo;
Ad = fragdo de encurtamento; VDF VE = volume diastélico final do ventriculo esquerdo.



EVOLUCAO CLINICA E LABORATORIAL (2/2)

Data / / / / / / /

Campo Dia de evolugdo 7 8 9 10 | 11 12 13

1 Dopamina (pg/kg/min)

2 Dobutamina (pg/kg/min)

3 Adrenalina (ug/kg/min)

4 Noradrenalina (pg/kg/min)

5 Milrinone (pg/kg/min)

6 Nitroprussiato (pug/kg/min)

7 Vasopressina (pg/kg/min)

8 NOi (ppm)

9 Volume recebido (ml)

10 Diurese (ml)

11 FC (bpm)

12 FR (irpm)

13 PA sistolica (mmHg)

14 PVC (mmHg)

15 Pa0,/FiO, / / / / / / /

16 Lactato (mmol/l)

17 PCR

18 Leucdcitos (céls/mm’)

19 Sa0,/SvO; (%) / / / / / / /

20 Escore PELOD

21 Escore PRISM

22 FE VE (Teicholz, em %)

23 FE VE (cubo, em %)

24 Ad%

25 | VDFVE (cm’)

26 Infecgdo secundaria ou piora (X)

27 Troca de antibioticos (X)

28 Uso de corticoide (droga e dose)

29 Temperatura minima e maxima / / / / / / /
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Instrucdes: Nos campos 1-8 ¢ 11-21 colocar a dose usada ou valor medido as 08 horas do dia (ou na internagdo no DO0); nos campos 9-10
colocar o total de 24 horas; nos campos 22-25 colocar os valores medidos pelo ecocardiograma do dia. Nos campos 26 ¢ 27, marque com X
se houve infecgdo secundaria ou piora clinica (choque, piora da necessidade de drogas vasoativas, etc, relacionado a infec¢do secundaria) e
troca dos antibidticos. Os espagos em cinza ndo precisam ser preenchidos. Legenda: NOi = 6xido nitrico inalatério; FC = freqiiéncia
cardiaca; FR = freqiiéncia respiratoria; PA = pressdo arterial; PVC = pressdo venosa central; PaO, = pressdo arterial de oxigénio; FiO, =
fracdo inspirada de oxigénio; PCR = proteina C reativa; SaO, = saturagdo arterial de oxigénio; SvO, = saturagdo venosa central de oxigénio;
PELOD = Paediatric Logistic Organ Dysfunction; PRISM = Pediatric Risk of Mortality, FE VE = fra¢do de ejecdo do ventriculo esquerdo;
Ad% = fragdo de encurtamento; VDFVE = volume diastélico final do ventriculo esquerdo.
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8.2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Senhores pais ou responsaveis: seu filho esta sendo convidado a participar do estudo
“Avaliacdo das concentragcoes plasmdticas de peptideo natriurético tipo B e troponina 1
cardiaca e da ativagdo do fator nuclear kappa-B em neutrdfilos e células mononucleares do
sangue periférico e sua correlagdo com a gravidade e duracdo da disfuncdo miocardica em
criangas com choque séptico”.

Em casos como o de seu filho, a presenca de uma infeccdo muito grave pode levar ao
quadro que chamamos de choque séptico. Nessa situacdo, diversos Orgdos apresentam
dificuldade de funcionar corretamente, e entre eles o coragao ¢ um dos mais importantes.
Quando o coracdo ndo funciona direito, a pressdo do sangue fica baixa e o sangue circula com
dificuldade, prejudicando ainda mais o paciente. Por isso ¢ muito importante que os médicos
tenham condi¢des de saber rapidamente, € 0 quanto antes, se o coragao dessas criangas esta ou
nao funcionando direito, para poderem tratar adequadamente com os medicamentos corretos
para cada caso. Este estudo pretende encontrar maneiras mais praticas, rapidas e baratas de
fazer isso. E por isso que a participagdo de seu filho é tdo importante.

Este estudo ndo prejudicara em nenhum momento o tratamento de seu filho, nem
serdo testados novos medicamentos nele. Somente serdo colhidas pequenas quantidades de
sangue a mais do que normalmente j4 ¢ feito, diariamente, durante 7 dias. Esse sangue sera
colhido pelos tubos que ja estardo instalados nas veias do paciente, por isso ndo serdo feitas
“picadas” a mais.

Caso os senhores concordem em autorizar a participagdo de seu filho no estudo,
poderdo mudar de idéia e desistir a qualquer momento, sem que o tratamento dele seja

prejudicado de forma alguma, bastando para isso informar os médicos responsaveis.
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Nao serdo feitos pagamentos nem indenizacdes de qualquer espécie. A participacao
no estudo ¢ estritamente voluntiria. Todas as duvidas serdo esclarecidas pelos médicos
responsaveis pelo estudo, pessoalmente ou por telefone. O responsavel pela pesquisa € o Dr.

Fabio Carmona, que pode ser encontrado no telefone (16) 3602-2577 todos os dias, pela

manha.

Autorizacio:

Eu, , autorizo voluntariamente
a participacdao de meu filho no estudo

acima, e tive todas as minhas davidas respondidas e esclarecidas.

(local e data)

(responsavel)

(pesquisador)

(testemunha)
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8.3. Resultados da avaliacdo da qualidade do RNA por eletroforese

A maioria das amostras estudadas exibiu as duas bandas classicas do RNA (ex: 11-1,
11-3, 8-10). Em algumas amostras, pode-se observar degradacdo do RNA (ex: 5-11, 13-7),
porém ainda exibindo as duas bandas do RNA. Poucas amostras tiveram degrada¢do completa
do RNA (ex: 7-3, 7-5). As amostras com degradacdo do RNA foram submetidas a nova
extracdo e, persistindo a degradagao, foi utilizada a segunda aliquota armazenada no Trizol®.
Também houve amostras com contaminagdo por DNA (ex: 2-8, 2-9), que precisaram receber
tratamento com DNAse. A qualidade de algumas das amostras pode ser vista nas figuras

abaixo, de maneira ilustrativa.

Figura 32. Primeira eletroforese para deteﬁrﬁgo da qalidade do RNA contido nas

amostras.
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Figura 33. Segunda ecletroforese para determinacdo da qualidade do RNA contido nas

amostras.
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Figura 34. Terceira e quarta eletroforese para determinagdo da qualidade do RNA contido nas

amostras.

Legenda: *=repeti¢do de amostras cujo resultado ndo foi satisfatorio nas primeiras placas; C= controle.
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8.4. Resultados da quantificacido do RNA por espectrofotometria

Amostra  Concentragdo de  Amostra Concentragdo de  Amostra  Concentragao de

RNA (ng/ml) RNA (pg/ml) RNA (ng/ml)
1-1 1,9 4-6 3,6 8-10 2.9
1-2 0,9 4-7 1,5 8-11 2,2
1-3 0,6 5-1 10,1 9-1 4,0
1-4 1,5 5-2 6,3 9-2 5,7
1-5 2,3 5-3 54 9-3 5,0
1-6 1,6 5-4 5,8 9-4 2,8
1-7 1,4 5-5 3,3 9-5 5,7
2-1 0,9 5-6 7,8 10-1 3,2
2-2 1,6 5-7 8,9 10-2 4.4
2-3 1,4 5-8 2,5 10-3 3.9
2-4 1,8 5-9 7,0 10-4 3,1
2-5 1,9 5-10 7,9 11-1 1,9
2-6 1,9 5-11 11,6 11-2 3,0
2-7 0,9 5-12 8,6 11-3 1,7
2-8 3,0 5-13 8,0 12-1 2,2
2-9 0,7 6-1 2,6 13-1 7,5
2-10 1,2 6-2 2,0 13-2 8,4
2-11 0,5 6-3 2,9 13-3 6,4
2-12 1,2 7-1 3,3 13-4 12,6
2-13 2,0 7-2 4,0 13-5 52
3-1 1,4 7-3 4,9 13-6 5,3
3-2 5,0 7-4 3,7 13-7 52
3-3 2,3 7-5 7,4 13-8 6,1
3-4 1,2 7-6 4.4 14-1 53
3-5 3.8 8-1 6,2 15-1 1,8
3-6 0,6 8-2 6,6 15-2 2,9
3-7 6,6 8-3 3,9 15-3 2,9
4-1 8,4 8-4 2,9 15-4 1,5
4-2 5.4 8-5 5,8 15-5 1,7
4-3 3,9 8-6 5,3 15-6 1,7
4-4 2,2 8-7 3,1 15-7 1,4

4-5 3,7 8-8 3,6 Controle 3,0
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8.5. Graficos de correlacao entre variaveis clinicas e laboratoriais

Os graficos abaixo apresentam as principais correlagdes bivaridveis comentadas nos

resultados, avaliadas no 1° dia. Os circulos fechados sdo pacientes do grupo 1, e os circulos

abertos sdo pacientes do grupo 2.
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Graficos de correlacdo entre variaveis clinicas e ecocardiograficas

Os graficos abaixo apresentam as principais correlagdes bivariaveis comentadas nos

resultados, avaliadas no 1° dia. Os circulos fechados sdo pacientes do grupo 1, e os circulos

abertos sdo pacientes do grupo 2.
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9. Anexos

9.1. Oficio de aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

CEP. 14048-900

RIBEIRAO PRETO - S.P. CAMPUS UNIVERSITARIO — MONTE ALEGRE
BRASIL FONE: 602-1000 - FAX (016) 633-1144

Ribeirao Pr‘.e’ti—liie‘_s‘e‘u?m‘de 2005
Oficio n° 2561/2005 — = paditin

* Dept P
CEP/SPC ‘a e FaRP =Y ;

Prezado Senhor:

O trabalho intitulado “AVALIACAO DAS
CONCENTRACOES PLASMATICAS DE PEPTIDEO NATRIURETICO
TIPO B E TROPONINA I CARDIACA E DA ATIVACAO DO FATOR
NUCLEAR kB EM NEUTROFILOS E CELULAS MONONUCLEARES DO
SANGUE PERIFERICO E SUA CORRELACAO COM A GRAVIDADE E A
DURACAO DA DISFUNCAO MIOCARDICA EM CRIANCAS COM SEPSE
GRAVE E CHOQUE SEPTICO”, foi analisado pelo Comité de Etica em
Pesquisa, em sua 210 Reunido Ordinaria realizada em 12/09/2005, e
enquadrado na categoria: APROVADO, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com o Processo HCRP
n° 6060/2005.

Aproveito a oportunidade para, apfésentar a

Vossa Senhoria protestos de estima e cons\iderag:éo; \

N

\

\
|

PROF. DR.-SERGIO PEREIRA DA CUNHA
Coordenador do Comité de Etica
em Pesquisa do HCFMRP-USP e da FMRP-USP

Ve

[lustrissimo Senhor

FABIO CARMONA

PROF* DR* ANA PAULA C. P. CARLOTTI(Orientadora)

Depto. de Puericultura e Pediatria-Centro de Terapia Intensiva Pediatrico
Em maos
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9.2. Protocolo de separaciao do plasma e conservacao do RNA

1. Limpeza da bancada de trabalho, das pipetas, caixas e demais materiais com
solu¢do RNAse Away® (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA). Utilizar
pipetas exclusivas para RNA.

2. Centrifugacdo imediata do sangue coletado (3 ml em tubo com EDTA) a 3000
rpm, por 10 minutos, em centrifuga refrigerada a 4 °C.

3. Separar o plasma com uma pipeta, armazenando em tubos Eppendorf®
(Eppendorf AG, Hamburg, Germany) e armazenar congelado a -70 °C.

4. Técnica para preservacao do RNA:

o Colocar em um tubo Falcon® 25 ml de tampao de lise (2,5 ml de bicarbonato
de amonio e 22,5 ml de cloreto de amonio) (ver receitas no anexo 9.3);
o Pipetar o pellet de células que sobrou do tubo com EDTA para o tubo o
Falcon®, e misture por agita¢ao;
o Deixar descansando no gelo por 10 minutos;
o Centrifugar a 3000 rpm por 15 minutos em centrifuga refrigerada a 4 °C;
o Desprezar o sobrenadante por inversao;
o Lavagem rapida do pellet:
= Aspirar 500 pl de PBS (phosphate-buffered saline — ver receita no
anexo 9.4);
» Encostar a ponteira na parede do tubo e liberar o PBS lentamente para
nao dissolver o pellet;
= Desprezar o PBS por inversdao cuidadosamente;

= Repetir até retirar o excesso de coloragao vermelha.
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o Adicionar 500 pl de PBS e 1500 pl de Trizol LS® (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, USA);

o Misturar bem a solugdo passando varias vezes pela pipeta (up and down) para
dissociacdo de complexos nucleoprotéicos. Se achar muito viscoso adicionar
mais 500 pl de PBS e 1500 ul de Trizol LS®;

o Deixar descansar por 5 minutos em temperatura ambiente, transferir a solugdo

para tubos Eppendorf® e congelar imediatamente a -70 °C.

9.3. Receita do tampao de lise

* Misturar 9 partes (22,5 ml) de cloreto de amdnio com 1 parte (2,5 ml) de
bicarbonato de amonio:
oCloreto de amoénio — 0,144 M em 4gua contendo DEPC
(dietilpirocarbonato).

o Bicarbonato de aménio — 0,01 M em agua contendo DEPC.

9.4. Receita do PBS (phosphate-buffered saline)

* Ingredientes para 1000 ml de solucao:
o Agua destilada — 800 ml
oNaCl-8¢
oKCl-0,2¢g
oNa,HPO,—- 1,44 ¢
o KH,PO4—-0,24 g

o Adicionar agua destilada para completar 1000 ml;
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* Ajustar o pH para 7,40 usando HCl.

Protocolo de extracao do RNA

[

9.

Descongelar no gelo os tubos contendo o pellet de leucocitos e Trizol LS®
armazenados na etapa anterior;

Adicionar 200 pl de cloroférmio aos tubos;

Adicionar 20 pl de glicogénio (20 mg/ml) e misturar por inversdo durante 15
segundos;

Deixar descansar em temperatura ambiente por 10 minutos;

Centrifugar a 14000 rpm por 15 minutos a 4 °C;

O resultado seré a separagdo em 3 fases:

a. Fase superior (incolor): RNA

b. Fase intermédiaria (branca): DNA

c. Fase inferior (vermelha): proteinas

Com o auxilio de uma pipeta, transferir cuidadosamente a fase superior
(sobrenadante) contendo RNA para outros tubos Eppendorf® previamente
identificados;

Armazenar as fases restantes para posterior extracdo de DNA e proteinas em
freezer a -70 °C;

Adicionar ao sobrenadante transferido 500 pl de isopropanol a 100% gelado;

10. Agitar manualmente por inversdo e incubar overnight a -70 °C;

11. No dia seguinte, descongelar as amostras em gelo;

12. Centrifugar a 14000 rpm por 15 minutos a 4 °C;
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13. Verter o tubo, desprezando o sobrenadante (isopropanol), com cuidado para
nao desprezar o pequeno pellet branco (RNA);

14. Adicionar 1000 pl de etanol a 75% gelado;

15. Centrifugar a 14000 rpm por 15 minutos a 4 °C;

16. Verter o tubo, desprezando o sobrenadante (etanol), com cuidado para ndo
desprezar o pequeno pellet branco (RNA);

17. Deixar secar o pellet lentamente, deixando o tubo meio invertido sobre papel
toalha, em temperatura ambiente, at¢ que o pellet fique quase invisivel
(transparente);

18. Ressuspender o pellet em 15 ul de agua contendo DEPC;

19. Incubar por 10 minutos a 60 °C;

20. Armazenar overnight a -20 °C e depois transferir para -70 °C.

Protocolo de avaliacao da qualidade do RNA por eletroforese

1. Diluir 1 pl de cada amostra contendo RNA em 5 pl de 4gua contendo DEPC e
adicionar 1 pl de corante Dye;

2.Pipetar as amostras nos interior dos pocos do gel de agarose a 1,2% (ver receita
no anexo 9.7) cuidadosamente;

3.Submeter a eletroforese com 70 volts por 45 minutos;

4.Fotografar a placa em camara escura com camera digital (Kodak EDAS 290,
Kodak Scientific Imaging Systems, Eastman Kodak Company, New Jersey,
USA) e software apropriado (Kodak 1D Software v.3.6.2, Eastman Kodak

Company, New Jersey, USA).
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5.0s resultados contendo duas bandas de RNA foram considerados satisfatorios.
Quando houve contaminacdo com DNA, a amostra foi submetida a
tratamento com DNAse. Quando houve degradacdo do RNA, a amostra foi

submetida a nova extracao.

9.7. Preparacio do gel de agarose a 1,2%

1. Misturar 1,2 g de agarose com 100 ml de tampao TBE (ver anexo 9.8);

2. Aquecer no microondas por 1 minuto e 40 segundos;

3.Quando cessar a fervura, adicionar 2 pl de brometo de etidio;

4.Colocar sobre a placa de eletroforese preparada com o marcador de pocos e

deixar esfriar em temperatura ambiente.

9.8. Tampao TBE (Tris, Borato, EDTA)

* Tris (2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol) 107,81 g/1 (0,89 M)
* EDTA (4cido etileno-diamino-tetra-acético) 5,8 g/l (0,02 M)

e Acido bérico 55 g/l (0,89 M)

9.9. Protocolo de quantificacio do RNA

1. Diluir I pl da amostra contendo RNA em 500 pl de d4gua contendo DEPC;
2. Fazer a leitura por espectrofotometria (Eppendorf® BioPhotometer Plus,

Eppendorf AG, Hamburg, Germany).
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9.10. Protocolo de sintese do DNA complementar

A sintese do DNA complementar (¢cDNA) foi realizada com a utilizagdo de kit
comercialmente disponivel (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied
Biosystems®), de acordo com as recomendag¢des do fabricante. Para cada reacdo foram

utilizados 2 pl de cada RNA extraido nos passos anteriores, adicionando-se:

Buffer, 2,5 ul

dNTP, 1 I

Random Primers, 2,5 ul

Multiscribe, 1,25 pl

RNAse OUT, 0,63 pl
* Agua com DEPC, 15,12 pl
O volume final da reacdo foi de 25 pl. A seguir, as amostras foram submetidas ao
termociclador, com ciclos de PCR a 25 °C por 10 minutos, e a 37 °C por 120 minutos. As

amostras de cDNA foram armazenadas em freezer a -20 °C at¢ a realizagdo do RQ-PCR.

9.11. Protocolo do RQ-PCR (PCR quantitativo em tempo real)

1. Diluir o cDNA 1:50 (1 pl de cDNA + 49 ul de 4gua DEPC);
2. Em uma placa de PCR, adicionar em cada pogo:
a. 6 ul de Mastermix (Tagman® Universal PCR Master Mix);
b. 1 ul da sonda especifica (I-xBa ou GUS-B) (ver Metodologia);
c. 5 ul de cDNA diluido no item 1 ou 5 pl de agua DEPC (para o controle
branco).

3. Centrifugar a 2000 rpm por 2 minutos a 4 °C;
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. Inserir no aparelho de PCR (7500 Realtime PCR System, Applied
Biosystems®):
a. Modo “Standard 7500 com 40 ciclos;

. A leitura dos resultados (vide Metodologia).
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9.12. Escore PRISM (Pediatric Risk of Mortality)

Variagdo de acordo com a idade

Variaveis Lactentes Maiores Pontos

PA sistolica (mmHg) 130-160 150-200 2
55-65 65-75 2

>160 >200 6

40-54 50-64 6

<40 <50 7

PA diastélica (mmHg) >110 6
FC (bpm) >160 >150 4

<90 <80 4

FR (irpm) 61-90 51-90 1

>9( 5

Apnéia 5

Pa0,/Fi0," 200-300 2
<200 3

PaCO, (mmHg)" 51-65 1
>65 5

Escala de coma de Glasgow® <8 6
Reagao pupilar Anisocoricas ou dilatadas 4
Fixas e dilatadas 10

TP/TTPA >1,5 x controle 2
Bilirrubina total (mg/dl)’ >3,5 6
Potassio (mEq/l) 3,0-3,5 1
6,5-7,5 1

<3,0 5

>7.5 5

Calcio i6nico (mmol/1) 0,8-0,85 2
1,3-1,5 2

<0,8 6

>1,5 6

Glicemia (mg/dl) 40-60 4
250-400 4

<40 8

>400 8

Bicarbonato (mmol/1)® <16 3
>32 3

Adaptado de (POLLACK et al., 1988)
Legenda: (a) ndo deve ser realizado em pacientes com shunt intracardiaco ou insuficiéncia respiratdria
cronica; existe a necessidade de se colher uma amostra de sangue arterial; (b) pode ser realizado com
uma amostra de sangue capilar; (c) ndo pode ser realizado em pacientes com sedagdo, paralisia,
anestesia ou disfuncao neurolodgica cronica; (d) somente em criancas acima de 1 més de idade; (e)
pode-se utilizar os valores medidos.
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9.13. Escore PELOD (Paediatric Logistic Organ Dysfunction)

. N Pontuagdo
Disfuncao 0 1 10 20
Neuroloégico*
Escala de coma de Glasgow 12-15 7-11 4-6 3
e ou
Reacdo pupilar Ambas reativas NA Ambas fixas NA
Cardiovascularf
Freqiiéncia cardiaca (bpm)
<12 anos <195 NA > 195 NA
> 12 anos <150 NA > 150 NA
e ou
Pressao arterial sistolica (mmHg)
<1 més > 65 NA 35-65 <35
1 més — 1 ano} >175 NA 35-75 <35
1 ano — 12 anos} > 85 NA 45-85 <45
> 12 anos >95 NA 55-95 <55
Renal
Creatinina (pmol/I)
<7 dias <140 NA > 140 NA
7 dias — 1 ano <55 NA >55 NA
1 ano — 12 anos} <100 NA >100 NA
> 12 anos <140 NA > 140 NA
Respiratorio§
Relacdo PaO, (kPa)/FiO, >9.3 NA <9,3 NA
e ou
PaCO, (kPa) <11,7 NA >11,7 NA
e
Ventilagdo mecanica Nao Sim NA NA
Hematologico
Contagem de leucocitos (x109/l) >4.5 1,5-4,4 <1,5 NA
Contagem de plaquetas (x10°/1) >35 <35 NA NA
Hepatico
Aspartato transaminase (UI/I) <950 >950 NA NA
INR < 1,40 >1,40 NA NA

Adaptado de (LETEURTRE et al., 2003)

Legenda: PaO, = pressdo parcial arterial de oxigénio; FiO, = fragdo inspirada de oxigénio; PaCO, =
pressdo parcial arterial de gas carbonico; INR = International normalised ratio.

* Escala de coma de Glasgow: usar o menor valor. Se o paciente estiver sedado, usar o escore anterior
a sedacdo. Avaliar somente pacientes com doenca aguda do sistema nervoso central conhecida ou
suspeitada. Reagdo pupilar: pupilas arreagentes devem ter didmetro > 3mm. Néao avaliar apos
dilatagao pupilar iatrogénica.

+ Freqliéncia cardiaca e pressdo arterial sistolica: ndo avaliar durante o choro ou agitago iatrogénica.

1 Estritamente menor que.

§ PaO;: usar somente medida arterial.

A relagdo PaO,/Fi0O,, que ndo pode ser avaliada em pacientes com shunt intracardiaco, ¢ considerada
como normal em criangas com cardiopatia cianosante.

A PaCO,; pode ser medida no sangue arterial, capilar ou venoso.

Ventilagdo mecanica: o uso de ventilacdo com mascara ndo deve ser considerado ventilagdo mecanica.
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