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RESUMO

A sépsis apresenta varios graus de gravidade. Pode provocar sinais e sintomas
ligeiros ou poderé levar a choque, faléncia de multiplos 6rgdos e até a morte.

Apesar dos avancos na medicina, a sépsis continua a ser um problema comum
em pacientes criticos, sendo uma das principais causas de morte nestes pacientes. Atraso
no diagnostico e inicio da terapia antibiotica aumenta a mortalidade e morbilidade,
prolongando o internamento e tratamento, com 0s respetivos custos sdcio-econdmicos
associados.

O seu diagndstico por vezes pode ser desafiante. Sabendo que o organismo reage
bioquimicamente as infecdes bacterianas, a utilizacdo de marcadores bioquimicos
poderé ser vantajoso para auxiliar no diagnéstico de sépsis.

Neste estudo foram doseados alguns marcadores bioquimicos comummente
analisados no laboratdrio hospitalar, com o intuito de determinar se algum se adeque ao
diagnostico de sépsis. Para tal, foi doseado a concentragdo sérica de bilirrubina total
(TBiIl), bilirrubina indireta (IBil), bilirrubina direta (DBil), procalcitonina (PCT),
proteina C reativa (PCR) e lactato (LACT), em 100 individuos saudaveis, que constituiu
0 grupo controlo e 200 individuos distribuidos por quatro subgrupos, Septicémia (20
individuos), Sepsis (52 individuos), Sépsis grave (41 individuos) e Choque séptico (87
individuos), que constituiu o grupo patolégico.

A concentracdo serica de TBil (2,95 + 7,64 mg/dL), IBil (1,13 £ 1,76 mg/dL) e
DBil (1,82 + 5,96 mg/dL), PCT (35,26 + 36,25 ng/mL) e de PCR (240,36 + 120,25
mg/L) foram mais elevadas no subgrupo Sépsis grave. Quanto ao LACT, o subgrupo
Choque séptico apresentou a concentracdo sérica mais elevada (5,11 + 4,95 mmol/L). A
percentagem de mortalidade aumentou de acordo com a severidade de sépsis.

De entre os marcadores estudados, 0 melhor para a detecdo de sépsis foi a PCR,
que obteve uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 99,5%, seguido pela

PCT, com uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 92,5%.

Palavras-chave: Sépsis, Marcadores bioguimicos, Procalcitonina, Proteina C reativa,

Lactato.



ABSTRACT

Sepsis has varying degrees of severity. It may produce mild signs and
symptoms or may lead to shock, multiple organ failure and even death.

Despite the advances in medicine, sepsis remains a common problem in
critically ill patients and is also a leading cause of death in these patients. Delay in
diagnosis and initiation of antibiotic therapy increases mortality and morbidity, leads to
prolonged hospitalization and treatment, with associated socioeconomic costs.

The diagnosis sometimes can be challenging. Knowing that the organism
reacts biochemically to bacterial infections, the use of biochemical markers may be
advantageous to aid in the diagnosis of sepsis.

In this study, some biochemical markers commonly analyzed in the hospital
laboratory were dosed, in order to determine if any would be fit for the diagnosis of
sepsis.

The serum concentration of total bilirubin (TBil), indirect bilirubin (IBil),
direct bilirubin (DBIl), procalcitonin (PCT), C-reactive protein (CRP) and lactate
(LACT) was measured in a 100 healthy individuals, constituting the control group and
200 individuals divided into four subgroups, Septicemia (20 individuals), Sepsis (52
individuals), Severe sepsis (41 individuals) and Septic shock (87 individuals), which
constituted the pathological group.

The serum concentration of TBil (2,95 + 7,64 mg/dL), IBil (1,13 + 1,76
mg/dL) and DBIL (1,82 + 5,96 mg/dL), PCT (35, 26 + 36,25 ng/mL) and CRP (240,36
+ 120,25 mg/L) were higher in the Severe sepsis subgroup. Regarding LACT, the Septic
shock subgroup had the highest serum concentration (5,11 + 4,95 mmol/L). The
percentage of mortality increased according to the severity of sepsis.

Among the markers studied, the best for the detection of sepsis was CRP,
which obtained a sensitivity of 100% and a specificity of 99,5%, followed by PCT, with
a sensitivity of 100% and a specificity of 92,5 %.

Keywords: Sepsis, Biochemical markers, Procalcitonin, C-reactive protein, Lactate.
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1. INTRODUCAO

1.1. SEPSIS

O termo sépsis ndo é recente, derivando do grego “sepein” que significa
“putrefacdo”. Antigamente, e durante muito tempo, chamavam-lhe “envenenamento de
sangue”, todavia ndo existe nenhum tipo de envenenamento na sépsis o

A sépsis € comum e frequentemente tem como desfecho a morte. Apesar dos
inimeros avancos da medicina como os antibidticos, cuidados intensivos, entre outros,
continua a representar a principal causa de morte por infegdo. A sua incidéncia tem
vindo a aumentar em todo mundo ?. Nos paises desenvolvidos, estima-se que ocorre
sépsis em cerca de 2% de todos os internamentos 2.

Atualmente a sépsis constitui uma das principais causas de morbilidade e de
mortalidade das unidades de cuidados intensivos ™ *. A nivel mundial, a sépsis é uma
das principais causas de mortalidade situando-se entre 30% a 60% L.

Sepsis € uma sindrome clinica caracterizada por uma inflamacéo causada por
infecdo. Infecdes graves podem complicar e evoluir para sépsis, nomeadamente infecbes
que se alastram rapidamente pelo organismo, afetando varios 6rgdos. Os focos de
infecdo mais frequentes sdo os pulmdes devido a pneumonia, intestinos no caso de
haver perfuracdo para a cavidade abdominal, rins devido a infe¢Ges do trato urinario, a
pele devido a celulite, feridas cirargicas, Ulceras de pressdo ou infecdo em redor de
cateteres, cérebro no caso de meningite e 0ssos no caso de osteomielite . Num terco
dos casos o foco de infecdo é indeterminado .

A sépsis surge quando a resposta do organismo a uma infecdo, que tem por
objetivo eliminar os patégenos invasores, danifica os seus proprios tecidos ou 6rgaos !
através de uma resposta inflamatdria exacerbada, que pode por si s6 provocar disfuncao
organica, bem como, quando o organismo nao consegue controlar a infecdo ou
crescimento do patégeno invasor . Isto é, quando um patégeno entra num local
normalmente estéril do organismo, este € detetado e € iniciado uma resposta
inflamatéria com o objetivo de elimina-lo. Se a quantidade de patdgenos invasores for
pequena, a resposta local é suficiente para os eliminar. Os macrofagos fagocitam
bactérias e produzem citocinas pro-inflamatérias que ativam a via inata do sistema

imune em resposta ao patdgeno bacteriano, o que desencadeia a producdo de



interleucina 1-B (IL 1-B), fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina 6 (IL-6) [2. 8]
Citocinas tém sido implicadas na patogénese da sépsis 2.

Contudo, por vezes ocorre uma producao excessiva de mediadores inflamatorios
e excessiva ativagdo de células inflamatorias, originando uma anarquia na qual o
organismo perde controlo do que criou, o que é caracteristico da sépsis . Por outro
lado, o patgeno pode ser de tal forma agressivo ou estar presente em quantidade tdo
elevada que a resposta inflamatdria para o eliminar é equiparada na agressividade, no
entanto, o paciente com sépsis é incapaz de compensar os danos colaterais que dai
advém como o comprometimento de érgéos por exemplo .

Desta forma, o desfecho da sépsis depende ndo apenas da resposta do
hospedeiro, que poderé ser intensa e provocar danos de 6rgéos e de tecidos mas também
da viabilidade do patégeno invasor, que podera ser toxico e destrutivo para os tecidos,
uma vez que ndo hd uma discriminacdo pelos efetores altamente potentes entre alvos
microbianos e do hospedeiro 9.

A sépsis € uma patologia que apresenta varios graus de gravidade: Septicémia,
Sépsis, Sépsis Grave e Choque Séptico, sendo a Septicémia a menos grave e o0 Choque

Séptico o mais grave.

- @

@ Croque

@ - " Sépsis  Séptico
P
/S/ E QGrave

" Sépsis

. 4
/ Septicémia
y

Figura 1 — Os varios graus de gravidade de sépsis. Adaptado de [11].

A sépsis pode provocar sinais e sintomas ligeiros ou podera levar a choque,

faléncia de mdltiplos érgdos e até a morte, especialmente se ndo for diagnosticada e



tratada de imediato. Quanto maior a gravidade da patologia, maior é a taxa de
mortalidade [?). Fatores tais como a origem do foco da infecéo, a viruléncia do patégeno
invasor, presenca de outras patologias, estado imunolégico do paciente, entre outros,
explicam a ampla variaco clinica da sépsis 2.

E dificil detetar precocemente a sépsis, uma vez que, 0S primeiros sinais e
sintomas, para além de poderem ser muito variados, podem ser confundidos com
manifestacdes clinicas de outros processos ndo infeciosos, visto que, normalmente nao
sdo especificos. Os exames bacterioldgicos requerem algum tempo para obter
resultados. Outros parametros utilizados para auxiliar o diagndstico da sépsis como o
hemograma por exemplo, apresentam pouca sensibilidade e especificidade. Uma
detecdo célere de forma a permitir uma antibioticoterapia adequada e atempada €
essencial para que o tratamento seja bem sucedido, reduzindo consequentemente a
mortalidade 513 14.1%]

E frequente haver complicacbes durante a sépsis tais como hipotenséo,
insuficiéncia cardiaca, coma, insuficiéncia renal, coagulacdo intravascular disseminada
entre outros, ou seja, pode haver falha multi-organica levando a morte. A taxa de
mortalidade é mais elevada na infancia, nos idosos, nos individuos imunodeprimidos e
com outras comorbidades ™.

E crucial tentar eliminar o patégeno invasor, verificar a resposta imune do
hospedeiro e administrar um antibiotico apropriado durante as primeiras horas de
infecdo de forma a melhorar o prognéstico dos pacientes com sépsis L.

Em 1991, o American College of Chest Physicians e o Society of Critical Care
Medicine desenvolveram o conceito de sepsis e sindrome de resposta inflamatoria
sistémica (SIRS) diferenciando-o0s. Definiram sépsis como uma resposta inflamatoria
sistémica a infecdo, que podera se desenvolver em resposta a diversas causas infeciosas
1] Quando surge uma infecéo, ou seja, quando o organismo do hospedeiro desencadeia
uma resposta inflamatdria a presenca de micro-organismos tais como bactérias, fungos,
virus, entre outros, leva a producdo de SIRS. Habitualmente a infecdo é de origem
bacteriana 8!,

Trauma, cirurgia, enfarte agudo do miocardio, pancreatite, pielonefrites
bacterianas, infecGes sistémicas resultantes de pneumonias, isquémia, choque

hemorragico e queimaduras graves sdo condicdes que podem evoluir para uma SIRS 2%
16]



Figura 2 - Relacdo entre SIRS, sépsis e infecdo. Adaptado de [19].

A SIRS é definida como uma sindrome generalizada caracterizada pela presenca de

pelo menos dois sinais e sintomas clinicos de inflamagdo nomeadamente °!:

= Febre ou hipotermia — temperatura corporal > 38°C ou < 36°C respetivamente;

» Taquicardia — frequéncia cardiaca ventricular > 90 batimentos por minuto
(bpm);

= Taquipeneia — frequéncia respiratéria > 20 respiracGes por minuto ou Pressao
arterial de gas carbonico (PaCO;) < 32 mmHg;

= Leucocitose — leucdcitos > 12000 x 10° pL ou leucopénia — leucdcitos < 4000 x
10° pL.

A sépsis € uma resposta sistémica a infecdo a semelhanca da SIRS, no entanto, para
ser considerado sepsis deve haver infecdo (comprovada ou suspeita) e pelo menos dois
sinais de inflamacdo sistémica ™.

Em 2001, os critérios estabelecidos em 1991 foram revistos por representantes do
American College of Chest Physicians (ACCP), da Society of Critical Care Medicine
(SCCM), da European Society of Intensive Care Medicine (ESICM), da American
Thoracic Society (ATS), e da Surgical Infection Society (SIS). Apesar de concluirem que
ainda estavam adequados para serem utilizados na pratica clinica, foram adicionados

novos critérios (Anexo 1).



Quando a etiologia destas manifestagdes clinicas é um processo infecioso, é adotado
0 termo sépsis. A nivel sistémico, em simultdneo com estas manifestagdes, ocorre um
aumento dos niveis dos principais mediadores humorais envolvidos na resposta
inflamat6ria, nomeadamente fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) interleucina 6 (IL-
6), interleucina 1 alfa (IL 1-0) e interferon gama (ITF-y). Quando a resposta humoral ou
celular do hospedeiro é exagerada, pode ocorrer disfungdo multiorganica (alteragdo das
funcdes dos drgdos de forma a que homeostase ndo possa ser assegurada sem
intervencdo terapéutica), hipotensdo (pressao arterial sistélica inferior a 90 mmHg ou
queda dos valores tensionais base de mais de 40 mmHg) ou manifestacdes sistémicas de
hipoperfusdo tecidular (acidose lactica, oligdria ou manifestacdes neurolégicas) .

O diagnéstico clinico da sépsis requer a existéncia de SIRS que resulta de um foco
de infecdo . A sépsis, por si s6, tem um pior prognéstico do que a SIRS %,

Tanto a resposta proinflamatoria como a antiinflamatoria fazem parte da resposta do
hospedeiro a sépsis. A quantidade e viruléncia do patdgeno invasor e as caracteristicas
do hospedeiro como a idade, medicacdo, patologias coexistentes, entre outros, vao
influenciar a resposta especifica do paciente em termos de direcdo, extensdo e duracao,
que ira variar a nivel local, regional e sistémico .

Em situacbes como por exemplo, ap0s queimaduras, trauma, pancreatite, pos-
operatorios existe SIRS, mas sem sépsis. O contrario ja ndo se verifica, ou seja, a Sépsis
é SIRS de origem infeciosa ). Nem todos os pacientes com SIRS tém sépsis, mas a
maioria dos pacientes com sépsis tém SIRS [#1.

Apesar de todos o0s pacientes com sépsis terem uma infecdo, nem todos 0s pacientes
com uma infecdo tém sépsis . Num terco dos pacientes com sépsis a origem é
desconhecida o que adia o tratamento adequado, recorrendo a antibiéticos de largo
espetro antes de saber os resultados das hemoculturas o que contribui para o aumento da
resisténcia aos antibiéticos %!,

A resposta inflamatoria de individuos com sépsis engloba uma fase pré-inflamatoria
que podera ser mais ou menos acentuada, na qual ocorre a ativacdo do sistema imune
inato, ou seja, os leucdcitos, mondcitos, macréfagos, complemento, a resposta das
células endoteliais e epiteliais, entre outros. Posteriormente havera sinais de inflamacéo
sistémica nomeadamente febre, leucocitose, taquicardia, aumento da respiracdo,
disfuncdo orgéanica e edema. Apos esta fase, em alguns casos pode haver uma fase

anérgica, na qual estes mecanismos deixam de funcionar aumentando o risco de ocorrer



uma infecdo secundéria. A resposta inflamatéria varia de pessoa para pessoa e com a
gravidade da situacdo *%.

Os produtos libertados pelos patdgenos invasores ou as substancias sintetizadas pelo
organismo do hospedeiro para os combater provocam alteracfes metabdlicas nos
pacientes com sépsis 2.

Tem sido verificado que a sépsis grave ocorre devido a incapacidade do hospedeiro
controlar o crescimento bacteriana, bem como da resposta inflamatéria exacerbada que
pode por si s6 provocar uma disfuncdo organica. Desta forma, as primeiras horas do
desenvolvimento da sépsis sdo cruciais para erradicar o invasor bacteriano e ter em
atencdo a resposta imune do hospedeiro. A administracdo de antibi6ticos apropriados
nesta fase inicial permite um melhor desfecho para estes pacientes ).

A sepsis é uma resposta sistemica a infecdo que podera evoluir para sépsis grave e

choque séptico %!,

Sépsis
* Resposta inflamatéria exacerbada que
danifica os proprios tecidos ou 6rgaos;
+ Infecdo ou crescimento do patogénio
invasor descontrolado;
* O foco de infecdo ¢ indeterminado num
terco dos casos,
+ Desfecho depende da resposta do
hospedeiro e da viabilidade do patogénio
invasor.

Septicémia
* Infecdo na corrente sanguinea por
bactérias;
* Inicio a partir de complicacdes de infecdes
pré-existentes;

* Sondas, cateteres endovenosos ou tubos de
drenagem aumentam o risco.

Choque Séptico
» Sépsis com hipotensio;

Sépsis Grave

* Quando a sépsis leva a disfungdo de

Orgaos; » Sinais de alerta: hipotensdo
estado de alerta

* Infegdes adquiridas na comunidade ou ~
confusao

associados a cuidados de saude; * Disfungdo da micro e macrocirculagio;

* Doengas cronicas sao fatores de risco; .

» Uso de imunossupressores.

extracdo de nutrientes e O,;

¢ Disfuncao de varios 6rgaos.

Figura 3 — Principais caracteristicas dos varios graus de gravidade de sépsis.



1.2. SEPTICEMIA

A septicémia é uma infegdo na corrente sanguinea causada por bactérias ou suas
toxinas. Uma vez na corrente sanguinea, as bactérias, espalham-se por todo o
organismo. Nas Ultimas décadas tem-se verificado um aumento exponencial na sua
incidéncia em pessoas hospitalizadas. Habitualmente, tem inicio a partir de
complicacGes de infecdes pré-existentes noutras areas do organismo, homeadamente 0s
pulmdes, trato urinario, abdomen, feridas cirtrgicas entre outras. A introducdo de
sondas, cateteres endovenosos ou tubos de drenagem aumentam o risco de desenvolver
septicémia. O risco é tanto maior, quanto mais prolongado for o tempo que o objeto
estranho ao organismo permanecer colocado. Também varia de acordo com a sua
localizagdo. Pessoas imunodeprimidas tém maior predisposicdo para desenvolver
septicémia. A sua elevada mortalidade e custos associados constituem uma preocupagao

crescente 41,

1.3. SEPSIS GRAVE

Estamos perante um quadro de sépsis grave quando a sepsis conduz a disfuncéo
de pelo menos um 6rgdo M ' Tanto infecdes adquiridas na comunidade como
associadas a cuidados de satde podem provocar sépsis grave. Aproximadamente metade
dos casos é causada por pneumonia, que representa a causa mais comum, seguido de
infecdes intra abdominais e do trato urinario 7.

Doencas crénicas como a doenca pulmonar obstrutiva cronica, sindrome de
imunodeficiéncia adquirida e varios tipos de cancro, 0 uso de imunossupressores
constituem fatores de risco para o desenvolvimento de sépsis grave. Estes fatores de
risco dependem da predisposicdo do paciente em adquirir uma infecdo e da
probabilidade de ocorrer disfungdo organica aguda na eventualidade do mesmo 7.

O sistema respiratorio e cardiovascular sdo habitualmente os mais afetados pela
disfuncdo organica aguda. O comprometimento a nivel respiratorio € manifestado pela
hipéxia. A nivel cardiovascular, a manifestacdo ocorre por hipotensdo e/ou niveis
séricos de lactato elevados. O cérebro e rins também sdo frequentemente afetados. A
disfuncdo do sistema nervoso central manifesta-se por delirio. A diminuicdo da

excrecdo urindria (oligaria) e um aumento do nivel sérico de creatinina indica a



presenca de uma lesdo renal aguda, que muitas vezes necessitard de uma terapia de
substituicdo (dialise) 7).

Pensa-se que o dano tecidular colateral na sépsis grave se deve as reacdes pro-
inflamatorias que s@o direcionadas a eliminacdo de patdgenos invasores, enquanto que o
aumento da suscetibilidade a infe¢des secundarias é atribuido as reagdes anti-
inflamatorias que sdo relevantes na limitacdo de danos tecidulares locais e sistémicos
[17].

O sistema imune pode atenuar os efeitos potencialmente prejudiciais da resposta
pré-inflamatoria através de mecanismos humorais, celulares e neuronais. Os fag6citos
podem adquirir caracteristicas anti-inflamatorias o que promove a reparagdo tecidular.

Os mecanismos neuronais podem inibir a inflamacao "),

1.4. CHOQUE SEPTICO

O choque séptico é definido como sépsis com hipotensdo (pressdo arterial
sistélica < 90 mmHg ou uma reducdo de 40 mmHg da pressdo arterial sistolica basal,
excluidas outras causas de hipotensdo) apesar de uma adequada reposicdo de fluidos,
concomitante disfuncdo orgéanica ou perfusdo inadequada (acidose lactica, oliguria ou
alteracdo aguda do estado mental) 7.

A hipotensdo pode ser de tal forma baixa que podera colocar a vida em risco.
Isto acontece devido a dilatacdo dos vasos sanguineos, apesar do aumento do ritmo
cardiaco e do volume de sangue bombeado. Podera haver edema devido a perdas de
liguido dos vasos sanguineos para os tecidos. A quantidade de sangue disponivel para
0s Orgdos vitais é reduzida. Posteriormente, ha uma tentativa de elevacdo da pressao
arterial pela contracdo dos vasos sanguineos, no entanto, a quantidade de sangue
bombeada pelo coracio diminui, permanecendo o estado de hipotenséo *!.

Os primeiros sinais de choque séptico, para além da hipotensdo, sdo a reducdo
do estado de alerta e confusdo uma vez que o cérebro recebe uma menor quantidade de
sangue ?°1. No choque séptico ocorre uma disfuncéo da microcirculagdo, uma disfungéo
da macrocirculacdo (causando hipotensdo arterial), e uma diminuicdo na extracdo de
nutrientes e de oxigénio pelos tecidos periféricos ?®). Pode ocorrer disfuncdo de varios
orgaos tais como os pulmdes (dificultando a respiracdo e diminuindo a oxigenacao do
sangue), os rins (provocando oligdria) e o coracao (provocando a retencao de liquidos e
edema) & medida que o choque séptico se agrava .
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No choque séptico existem varios fatores que contribuem para a ocorréncia de
disfuncdo organica nomeadamente a hipotenséo, trombose microvascular e diminui¢éo
da capacidade dos eritrocitos se deformarem o que vai provocar uma diminui¢do da
distribuicdo de oxigénio. Pode haver disfuncdo do endotélio vascular devida a
inflamacdo, levando a perda da integridade da membrana, morte celular e edema. A
utilizacdo de oxigénio pelas células é dificultada devido a dano mitocondrial causado

por stress oxidativo 7.

A hipoperfusdo tecidular caracteriza o choque,
independentemente da sua etiologia, provocando hipodxia, acidose e consequentemente a

disfuncéo organica '8,

1.5. TRATAMENTO

O Surviving Sepsis Campaign estabeleceu directrizes internacionais que tém por
base fornecer a ressuscitacdo cardiorrespiratoria e diminuir as ameagas de infecédo
descontrolada. A utilizacdo de vasopressores e fluidos intravenosos, recorrendo a terapia
com oxigenio e ventilagdo mecanica se necessario, sdo requisitos para a ressuscitacédo.
Primeiro € necessario realizar um diagnostico provavel atraves da colheita de
hemoculturas, a iniciacdo de uma antibioterapia empirica e o controlo do foco de
infecdo. A suspeita do foco de infecdo e historia clinica vao determinar a escolha da
terapia empirica. Uma terapia inadequada ou tardia estd associada ao aumento da
mortalidade, daf que deve ser iniciada o mais cedo possivel e ser de largo espetro 71,

Em alguns casos, o foco da infecdo tem de ser eliminado através de uma
intervencdo cirdrgica, como por exemplo, um abcesso. Se houver suspeita do foco de
infecdo ser um cateter ou uma sonda, é retirado . O paciente deve ser transferido para
um local apropriado como os cuidados intensivos para continuar o tratamento. Apés as
primeiras 6 horas, de forma a evitar complicac6es, deve haver monitorizacdo da fungédo
organica. Logo que possivel deve haver uma reducdo do antibidtico de largo espetro
para prevenir o surgimento de bactérias multi-resistentes, toxicidade medicamentosa e
reducdo de custos 7,

O doseamento de lactato e a colheita das hemoculturas antes da administracdo de
antibioticos deve ser feito nas primeiras trés horas. A administracdo de vasopressores,
medicdo da saturacdo venosa central de oxigénio, da pressdo venosa central e

reavaliagdo do lactato deve ser feita nas primeiras seis horas "),



Devido a elevada mortalidade da sépsis e a dificuldade do seu diagnostico
precoce, que é fundamental para um tratamento adequado e atempado, de forma a obter
um desfecho favorével, a utilizacdo de biomarcadores podera ser uma ajuda importante
para os clinicos 22,

As hemoculturas de individuos com uma forte suspeita de sépsis sdo positivas
em aproximadamente 50% dos casos devido a altura em que sdo colhidas ndo ser a mais
adequada ou interferéncia do antibidtico no crescimento bacteriano, ndo permitindo uma
confirmacdo microbiolégica da suspeita de infecdo. Também pode ocorrer
contaminag&o ou serem colhidas apds o inicio do antibidtico 6 230,

Para além da obtencdo dos resultados das hemoculturas levar algum tempo, um
terco dos pacientes com sinais clinicos de sépsis, apresentam resultados negativos
devido & altura da colheita ndo ser a mais favoravel 4.

Nos altimos anos, largas dezenas de moléculas tém sido estudadas e sugeridas
como biomarcadores para permitir o diagndstico precoce da sépsis *°.. Entre os mais
estudados encontram-se a procalcitonina (PCT) e a proteina C reativa (PCR).

A identificacdo precoce de pacientes com elevado risco de morte por sépsis seria
muito Gtil para tomar as medidas adequadas para a aplicacdo de uma terapéutica
apropriada de forma célere, podendo ter um impacto na mortalidade e morbilidade da

sépsis P!,

1.6. BIOMARCADORES

Biomarcadores sdo entidades que podem ser objetivamente medidas e avaliadas
como um indicador da ocorréncia de uma determinada funcdo normal ou patoldgica de
um organismo ou uma resposta a um agente farmacoldgico 2. Existem varios tipos de
biomarcadores: histoldégicos (amostras de tecido obtidas por bidpsias), anatémicos,
fisicos (modificacGes caracteristicas em estruturas biologicas) e fisioldgicos (funcdes de
orgaos). No geral podem constituir hormonas, enzimas, genes, moléculas, células
especificas, um parametro quimico, fisico ou biolégico, e ndo servem apenas para
diagnosticar ou avaliar a progressdo da doenca, mas também o efeito do tratamento.
Devido a relativa facilidade de obtencdo a partir de fluidos bioldgicos, os marcadores
bioguimicos sdo possivelmente os biomarcadores com maior relevancia na préatica

clinica e na investigacdo médica.
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E importante conhecer as vantagens e limitacdes de um biomarcador antes de ser
utilizado no diagnéstico de uma patologia . Um biomarcador deve ser sensivel de
forma a permitir que o resultado seja positivo sempre que exista infecdo. Deve ser
especifico de modo a evitar que pacientes sem infecdo sejam diagnosticados e tratados
como tendo infecao 3.

Um biomarcador apenas serd uma ferramenta de diagnostico Util se for possivel
obter uma amostra utilizando técnicas pouco invasivas (sangue, urina, saliva, liquido
cefalorraquidiano) onde este possa ser detetado com facilidade ®*. Deve poder ser
analisado num curto espaco de tempo, de forma fidvel e com custos reduzidos. Outra
caracteristica desejavel é o aumento precoce do biomarcador no inicio do processo
infecioso e uma diminuicdo rapida se houver resposta favoréavel ao tratamento %,

Encontrar um biomarcador que auxilie num diagnostico preciso e precoce da
sépsis continua a ser uma tarefa desafiante. Este desafio tem impacto ndo s6 no
desfecho do paciente em si, mas também na saude publica em geral devido a resisténcia
bacteriana emergente aos antibioticos resultante do seu uso excessivo ! o que acarreta
custos B7.

Para além de experiéncia clinica, existe atualmente a necessidade de encontrar
um biomarcador que auxilie no diagnostico da sepsis e na diferenciacao entre sépsis e
SIRS. A PCT tem sido alvo de varios estudos com resultados promissores. Niveis
elevados de PCT indicam uma infecdo bacteriana sistémica sendo igualmente atil na
monitorizagdo do tratamento com antibiéticos %4 & 0131

Atualmente existe um vasto leque de biomarcadores que estdo a ser alvo de

estudos, entre os quais se encontram a PCT e a PCR.
1.6.1. PROCALCITONINA

A PCT ¢é uma proteina funcional constituida por 116 aminoacidos e possui uma
massa molecular de 14,5 kDa. E sintetizada principalmente nas células C parafoliculares
[3¢] da tirdide mas também pelas células neuroendécrinas do pulméo e intestino *!. E o
principal precursor da calcitonina e é codificada pelo gene CALC-1, localizado no braco

curto do cromossoma 11.
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Figura 4 — Estrutura da procalcitonina. Adaptado de [38].

A PCT ¢ constituida por trés peptideos, a amino-procalcitonina com uma
sequéncia de 57 aminoacidos (a.a) na terminacdo amina, a calcitonina imatura na
posicao central e 0 composto calcitonina-calcitoninacarbopeptidase I (CCP-1), com uma
sequéncia de 21 a.a na terminagdo carboxil. A calcitonina apresenta uma sequéncia de
32 a.a que se localiza entre o 60° e 91° posicdo da cadeia de PCT. A pré-procalcitonina,
um peptideo de 141 a.a é responsavel pela producdo de PCT B¢,

A pré-procalcitonina sofre uma clivagem por endopeptidases, originando PCT.
A PCT, por sua vez, é clivada e sdo adicionadas cisteinas nas posicdes 1 e 7, numa
ponte dissulfidica, resulta em calcitonina que pode ser secretada ao se ligar ao recetor
especifico, catacalcina e a regido N-terminal da PCT. Uma vez que ndo existem enzimas
com a capacidade de clivar a PCT em calcitonina em meio extracelular, esta protedlise
acontece apenas em meio intracelular. Por este motivo, os niveis séricos de PCT em
individuos saudaveis sdo quase indetetaveis ¢, A PCT que chega & circulagéo, por
escapar a protedlise intracelular possui uma semi-vida de 25 — 30 horas ¢!,

Durante infe¢bes bacterianas, ha um aumento da transcricdo do gene CALC-1
em vérios tecidos que ndo a tiroide por todo o corpo B¥. Contudo, na auséncia de
infecdo, a transcricdo deste gene noutros tecidos além da tiroide é suprimida. Desta
forma, a PCT detetavel em circulacdo durante uma infecdo ndo é produzida pelas

células C da tirdide, mas sim pelas células neuroendécrinas do pulméo ou intestino 2. A
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capacidade de producdo de PCT em resposta a estimulos infeciosos é mantida em
doentes tiroidectomizados, o que indica a origem extra-tiroideia como as células
mononucleadas 1°!,

A inducdo e sintese da PCT ocorre de forma célere e pode ser detetada 2 a 4
horas ap6s o inicio do estimulo e atinge o pico entre 24 a 48 horas [*!. O nivel de PCT
estd correlacionado com a severidade da patologia “®. Enquanto o fendmeno
inflamatorio ou infecioso persistir, o nivel de PCT manter-se-a elevado, diminuindo
aquando da melhoria clinica do paciente resultante de uma resposta favoravel ao
tratamento. Valores continuamente elevados ou crescentes indicam mau progndstico 2,

Varios estudos indicam que ha uma elevacdo da concentracdo sanguinea de PCT
em situacdes de infecédo, principalmente de origem bacteriana, uma vez que as citocinas
e endotoxinas inibem a proteolise. As infec¢des virais sistémicas tém niveis de PCT mais
reduzidos comparativamente com infecées bacterianas ™°'.

Quando a sua estrutura exata foi identificada, mais precisamente em 1981, a sua
real funcdo era dubia uma vez que no inicio era apenas verificado um aumento em
pacientes com carcinomas de pequenas células do pulméao e com carcinoma medular da
tiroide 1. Em pessoas saudaveis apresentava niveis extremamente reduzidos. A sua
ligacdo com pacientes com infecéo foi estabelecida em 1993, aquando do surgimento de
relatos destes pacientes apresentarem niveis elevados de PCT, sendo feita também uma
relacdo entre a gravidade da doenca e com a resposta ao tratamento com antibiéticos *°!.

A inducdo de PCT esta relacionada com a ativacdo e adesdo de células
monociticas, que ocorre durante a sépsis e noutras situacées como trauma tecidular 1.

Individuos com sépsis apresentam niveis de PCT mais elevados do que
individuos com SIRS ™°!. Durante o decorrer da sépsis podera existir um aumento
significativo da PCT, o que frequentemente indica um agravamento da patologia. Porém
uma reducdo do nivel de PCT frequentemente indica um sinal positivo na evolucéo da
patologia *® **1 E de salientar que durante a sépsis poderdo ocorrer complicacdes tais
como hipotensdo, choque, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia respiratoria ou
coagulacdo vascular disseminada. Estas complicagdes podem influenciar
acentuadamente o decorrer da patologia, sem por si s6, afetarem os niveis de PCT ¢,

A principal causa fisiopatoldgica que despoleta a elevacdo da PCT ¢é a infecéo,
tanto de origem exdgena como enddgena. Ao contrario das citocinas pro-inflamatérias e

anti-inflamatorias, que aumentam de forma muito célere perante uma infecdo, durante a
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sépsis, tém uma semi-vida muito curta e apresentam flutuacGes irregulares, a PCT tem
uma elevagdo mais lenta e persistente .

A PCT tem sido apontada como um biomarcador importante na definicdo da
terapéutica e da sua duracdo. Atualmente tem sido verificado uma resisténcia crescente
aos antibidticos e surgimento de estirpes multi-resistentes a esta terapéutica, a reducdo
da sua duracdo mas mantendo a sua eficacia clinica e a utilizagcdo em casos estritamente

necessérios seria muito (til para melhorar esta situacéo “*!,

1.6.2. PROTEINA C REATIVA

A PCR foi descoberta em 1930 por Tillett e Francis. Foi-lhe atribuida este nome
pelo facto de reagir com o polissacarideo C da capsula dos pneumococos na fase aguda
da pneumonia pneumocécica °. A introducdo da designacdo de “proteina de fase
aguda” surgiu inicialmente para classificar os doentes com infecdo cujo soro era PCR
positivo 2. Ao longo do tempo, vérios estudos demonstraram a utilidade desta proteina
como indicador em varias patologias inflamatérias. Atualmente € um parametro
bioquimico amplamente utilizado com um aumento exponencial na sua solicitacio “*
45]'

E uma proteina de 206 residuos de aminoéacidos com um peso molecular de
118Kd aproximadamente. E formada por um pentamero ciclico composto por cinco
subunidades polipeptidicas idénticas, ndo glicosiladas, que adquirem uma configuracéo
circular, ligadas de forma ndo covalente pertencente a familia de proteinas pentraxinas
[46].

E sintetizada pelo figado em resposta a estimulos inflamatérios como infe¢des,
inflamacdo ou traumatismos com danificacdo tecidular. A intensidade do estimulo
inflamatério determina a taxa de sintese hepatica da qual vai depender a sua

concentracdo sérica [0 #7)

. A PCR medeia a eliminacdo de patdgenos e células
danificadas através da interacdo com células e mediadores inflamatérios ™. E uma
proteina de fase aguda, isto é, a quantidade de PCR aumenta drasticamente durante os
processos inflamatdrios que ocorrem no organismo e volta rapidamente ao normal
depois da resolucdo do processo. A sua concentracdo pode permanecer elevada se o
estimulo persistir.

A sintese hepatica de PCR comeca entre 6 a 8 horas apds o inicio do estimulo
inflamatorio e atinge o seu pico entre 36 a 50 horas depois do inicio da infe¢cdo. Tem
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uma semi-vida de 19 horas * “®!. O regresso ao nivel basal podera acontecer apds varios
dias 18!,

Apesar de ser muito sensivel, é necessario considerar sempre a historia clinica,
exame fisico e outros exames do doente para chegar a uma conclusdo. O papel
fisiologico da PCR, ap0s se ligar a fosfocolina de determinados polissacarideos da
parede de algumas bactérias e fungos consiste essencialmente na ativagdo da via
classica do complemento, ou seja, na imunidade inata [** ¢,

A ativacdo da via classica do complemento ocorre pela formagdo de um
complexo entre a PCR, que se liga a varias glicoproteinas e polissacarideos que estdo
presentes em bactérias, fungos e parasitas, na presenca de calcio, o que leva a
opsonizacéo e fagocitose destes micro-organismos.

A PCR liga-se a fosfocolina que é uma molécula que se expressa em algumas
bactérias e na superficie de céelulas danificadas ou apoptoticas. Todo sistema imune é
ativado quando ativa o sistema complemento. A interleucina — 6 (IL - 6) representa um
dos maiores estimulos para a producéo de PCR pelo figado “°!.

A PCR participa na resposta de fase aguda, isto é, a reacdo do organismo que
inicia o0 processo de reparacdo de qualquer leséo das estruturas do corpo. A resposta de
fase aguda € desencadeada pela morte ndo natural das células, o que indica a presenca
de uma lesdo em alguma parte do organismo. As células que morrem pelo processo da

apoptose ndo desencadeiam esta resposta.

1.6.3. LACTATO

O lactato (LACT) é um composto organico produzido em varios tecidos do
corpo humano tais como o intestino, cérebro, eritrocitos, a maior producdo ocorre no
musculo esquelético. Normalmente € produzido 1 mmol/kg/h de LACT. A concentracédo
normal de LACT € inferior a 2 mmol/L em repouso, durante o exercicio podera
aumentar até 5 mmol/L 9!,

Em condicdes normais, o LACT € rapidamente eliminado pelo figado através
dos rins . Em condicBes aerdbicas, o piruvato é produzido na glicélise entrando
depois no ciclo de Krebs. O piruvato é convertido em LACT pelo metabolismo
anaerobio, através da catalisacdo da enzima lactato desidrogenase. O figado tem a
capacidade de captar este lactato e converté-lo em glicose através da gliconeogénese ou

para ser utilizado como uma fonte de energia 1%,
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Em condicdes de anaerobiose o LACT é o produto final resultante da glicélise e
entra no ciclo de Cori como um substrato para a gliconeogénese 2%,

O LACT tem vindo a ser alvo de estudo desde a década de 1960 quando Broder
e Weil verificaram que o progndstico dos pacientes estava ligado aos niveis de LACT.
Estes investigadores verificaram que pacientes com choque indiferenciado cujos niveis
de LACT eram superiores a 4 mmol/L apresentavam um mau prognéstico 2.

Quando o organismo necessita de maior quantidade de oxigénio do que ha
disponivel, ocorre hipoxia tecidular. Ocorre a ativagdo do metabolismo anaerébio e
producdo de LACT, cujo doseamento representa um marcador da hipdxia tecidular e
choque circulatério Y. Para manter a producdo de energia pelas células normal, em
situacOes de hipoxia tecidular hd um aumento da glic6lise anaerdbia e consequente
aumento de LACT. A sindrome de choque (séptico, hipovolémico ou cardiogénico) ¢ a
principal causa desta situago 5.

A glicélise anaerdbia consiste na degradacdo da glicose na auséncia de oxigenio.
Por sua vez, a glicdlise aerobia consiste na degradacdo da glicose na presenca de
oxigénio e cujo piruvato € o produto final. O piruvato completa a sua oxidagédo em CO,
e H, no interior da mitocondria ativando o ciclo de Krebs e a cadeia respiratdria %°!.

Tendo por base que as alteraces dos parametros refletem os eventos fisioldgicos
recentes e que esses eventos vao ter manifestacdes nas horas seguintes, estas alteracoes
tém sido usadas para estabelecer a probabilidade de risco da ocorréncia de mortalidade.
O LACT é um dos parametros mais utilizados para tentar prever o prognostico do

paciente, o que se torna importante na escolha do tratamento correcto 2.
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2. OBJETIVOS

Com a realizagcdo deste estudo, pretendeu-se determinar se entre o leque de
marcadores bioquimicos comummente utilizados no laboratério hospitalar existe algum
que se adeque ao diagnostico de sépsis. Para o efeito estudaram-se dois grupos de
individuos adultos. Um grupo de individuos saudaveis, que constituiu o grupo controlo
e um grupo de individuos com sépsis, que constituiu o grupo patoldgico. O grupo
patoldgico foi dividido em quatro subgrupos de acordo com a severidade de sépsis
(septicémia, sépsis, sépsis grave e choque séptico). Foi efetuada a caracterizacdo
demografica da populacdo estudada.

Para cada grupo pretendeu-se determinar Vvarios parametros laboratoriais
nomeadamente o hemograma, bilirrubina total (TBil), bilirrubina indireta (I1Bil),
bilirrubina direta (DBil), PCT, PCR e LACT. Estes parametros foram posteriormente
analisados estatisticamente e comparados entre 0s grupos amostrais de forma a verificar,
se a utilizacdo destes marcadores bioquimicos, permitira um diagnostico precoce de
sépsis possibilitando um inicio mais rapido da terapia antibiotica, menor tempo de
internamento e de terapia, menor mortalidade e morbilidade e ainda menor grau de
resisténcias bacterianas em ambiente hospitalar. Pretendeu-se igualmente determinar os

valores de cut-off, sensibilidade e especificidade.
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3. METODOLOGIA

3.1. AMOSTRAGEM

Este estudo incidiu em individuos que foram diagnosticados com sépsis, sépsis
grave, choque séptico ou septicémia e que consequentemente estiveram internados no
Hospital Dr. Nélio Mendonca ou no Hospital dos Marmeleiros entre janeiro de 2012 e
outubro de 2014.

O estudo obteve a aprovagio da Comissdo de Etica do Hospital Dr. Nélio
Mendonca, SESARAM, E.P.E. sob o parecer n® 37/2013 (Anexo 2).

A populagdo do estudo foi dividida em dois grupos. Um grupo patoldgico
formado pelos individuos internados com diagnostico clinico de sépsis, sépsis grave,
choque séptico ou septicémia e um grupo controlo. O grupo controlo foi constituido por
individuos saudaveis oriundos dos diversos Centros de Salde da Regido Auténoma da
Madeira (RAM), que realizaram andlises clinicas de rotina no Servico de Patologia
Clinica do Hospital Dr. Nélio Mendonga.

3.2. CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos neste estudo os individuos:

- que realizaram analises clinicas no dia em que foram diagnosticados com a patologia

em estudo;

3.3. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Neste estudo foram excluidos todos os individuos:
- que ndo realizaram doseamento de lactato;

- que apresentavam diagnostico diferente ao do grupo patoldgico.
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3.4. RECOLHA DE DADOS

A recolha de dados foi efetuada recorrendo a dois programas informaticos
utilizados no Servico de Patologia Clinica do Hospital Dr. Nélio Mendonga, 0 Modulab
Gold, verséo 2.3.08 e 0 ATRIUM (SEIS - RAM), verséo 2.0.0.22.

Foi aplicado um filtro no Modulab Gold, no periodo compreendido entre janeiro
de 2012 e outubro de 2014, a todas as amostras que deram entrada no Servigo de
Patologia Clinica do Hospital Dr. Nélio Mendonga com os seguintes parametros:

= Leucdcitos (LEU)

= Neutréfilos (NEU)

= Linfécitos (LIN)

= Mondcitos (MON)

= Eosindfilos (EOS)

= Basofilos (BAS)

= Eritrocitos (ERIT)

= Hemoglobina (Hgb)

= Hematdcrito (Hct)

= Volume Corpuscular Médio (VCM)

= Hemoglobina Corpuscular Média (HCM)
= Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM)
= RDW

= Plaquetas (PLQ)

= Bilirrubina Total (TBil)

= Bilirrubina Indireta (IBil)

= Bilirrubina Direta (DBIl)

= Proteina C reativa (PCR)

De seguida, o processo clinico correspondente a cada pedido obtido pelo filtro foi
individualmente consultado com recurso ao programa informatico ATRIUM (SEIS -
RAM), de forma a ndo apenas obter o valor de lactato, mas também de verificar o
diagndstico clinico e a respetiva data de diagnostico.

Para além dos respetivos resultados dos parametros e identificacdo do paciente,

foram igualmente apurados alguns dados demogréaficos nomeadamente idade e género e
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também alguns dados clinicos relevantes como o nimero de processo clinico e a data do
pedido. Todos os dados obtidos foram compilados e exportados para uma folha de

Microsoft Office Excel® 2010, para posterior tratamento.

3.5. RECOLHA DE SANGUE

As amostras de sangue foram colhidas por puncéo venosa através do sistema de
vacuo Vacuette® (Greiner Bio-One, Austria), por profissionais qualificados.

Todas as amostras foram colhidas em tubos devidamente identificados. Foi
colhido um tubo de 3 mL contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Vacuette®
K3EDTA, Ref.454086), um tubo seco de 5 mL (Vacuette® Z Serum Sep Clot
Activator, Ref.456018) e uma seringa de 3 mL contendo heparinato de litio (PRO-
VENT® Smiths Medical International, Keene, EUA, Ref. 4698PE).

O hemograma (LEU, NEU, LIN, MON, EQOS, BAS, ERIT, Hgb, Hct, VCM,
HCM, CHCM, RDW, PLQ) foi efetuado de seguida, a partir de sangue total colhido no
tubo contendo EDTA. Os parametros bioquimicos (TBil, IBil, DBil, PCR e PCT) foram
doseados a partir de soro obtido apds centrifugacdo do tubo seco na centrifuga Heraeus
Megafuge 16R (Thermo Fisher Scientific) durante 8 minutos a 4200 rotacdes por
minuto (rpm), a temperatura ambiente. O tubo seco foi centrifugado ap6s um periodo
minimo de 30 minutos de repouso na posicdo vertical a temperatura ambiente, para
facilitar a retracdo do coagulo. Uma vez centrifugadas, o soro obtido de cada amostra
foi aliquotado para microtubos devidamente identificados para a determinacéo da PCT.
Foram utilizadas pipetas de Pasteur para transferir 500 uL de soro de cada amostra para
a respetiva aliquota, sendo conservadas a -20°C até ao momento de processamento dos
mesmos. A TBil, IBil, DBil e a PCR bem como outros parametros de rotina de interesse
clinico foram processados no proprio dia. O LACT foi determinado a partir da amostra
colhida na seringa contendo heparinato de litio. Apds a colheita a amostra foi

homogeneizada e processada de imediato em condi¢des de anaerobiose.
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3.6. TESTES LABORATORIAIS

HEMOGRAMA

O hemograma foi determinado no contador automatico Coulter LH780
(Beckman Coulter Inc., EUA).

Vacuo

|

Corrente Eletrodo interno

Eletrodo externo

Detalhe da abertura

.

> Células sanguineas
€m suspensao

WO L R RR LR RURRRRRRERS ORARERRNNS

N

SO AU SO

ELr 7 I IIIIIIII TSI III Camara de conta gem

Abertura Tubo de abertura

Figura 5 — Principio de Coulter. Adaptado de [53].

A contagem de células é realizada através de impedéancia elétrica que tem por
base o principio de Coulter. Uma suspensdo de células sanguineas é forcada a passar
através de uma pequena abertura que é separada por dois elétrodos entre os quais é
gerada uma corrente elétrica. As células passam individualmente pela abertura devido a
dimensdo reduzida da mesma. H& uma alteracdo da impedancia cada vez que uma célula
passa pelo orificio. A alteracdo de impedancia é proporcional ao tamanho da célula,

resultando na contagem individual de células e distribui¢do por tamanho celular.
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PARAMETROS BIOQUIMICOS

A TBil, DBIl e a PCR foram doseados in vitro no analisador automatico de
Quimica Clinica AU5400 (Beckman Coulter Inc., EUA). Este analisador destina-se a
determinacdo espetrofotométrica de diversos parametros bioquimicos através de reacées
colorimétricas e imunoturbidimétricas.

Os reagentes utilizados foram da Beckman Coulter, ndo requerendo nenhuma
preparacdo prévia. Os lotes de reagentes usados foram calibrados e realizado um
controlo de qualidade. O valor da concentragdo de cada parametro foi obtido
automaticamente recorrendo a respetiva curva de calibracdo que é guardada na base de
dados do equipamento.

DOSEAMENTO DA BILIRRUBINA TOTAL

A determinagdo quantitativa da TBil foi realizada atraves de um método
colorimétrico, utilizando o kit TOTAL BILIRUBIN, Ref. OSR6212 (Beckman Coulter
Inc., EUA). Um sal de diazonio estabilizado, reage com a DBil e com a IBil na presenca
de um catalisador para formar a azobilirrubina. A absorvancia a 540 nm é proporcional

a concentracao de TBil da amostra.

DOSEAMENTO DA BILIRRUBINA DIRETA

A determinacdo quantitativa da DBil foi efetuada por um método colorimétrico,
utilizando o kit DIRECT BILIRUBIN, Ref. OSR6111 (Beckman Coulter Inc., EUA).
Um sal de diazdnio estabilizado, liga-se diretamente com a DBil hum meio acido para
formar azobilirrubina. A absorvancia a 570 nm é proporcional a concentracdo de DBIl

presente na amostra.

BILIRRUBINA INDIRETA

O valor da IBil é obtido através das subtracdo do valor da DBil ao valor da TBiIl.

Bilirrubina total — Bilirrubina direta = Bilirrubina indireta
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DOSEAMENTO DA PROTEINA C REATIVA

A PCR foi determinada quantitativamente através de um ensaio
imunoturbidimétrico utilizando o kit CRP Latex, Ref. OSR6299 (Beckman Coulter Inc.,
EUA). Ao misturar uma amostra com um tampdo e uma suspensdo de particulas de
latex revestidas com anticorpos anti-PCR, a PCR reage especificamente com as
particulas de latex para formar agregados insollveis. A absorvancia destes agregados é

proporcional a concentracdo de PCR presente na amostra.

DOSEAMENTO DA PROCALCITONINA

A PCT foi determinada in vitro no auto-analisador Cobas e 411 (Roche
Diagnostics, Alemanha). Este analisador determina varios pardmetros utilizando a
eletroquimioluminescéncia através da tecnica de sandwich.

O reagente utilizado foi da Roche e estava pronto a usar. Os valores da
concentracdo sdo determinados com base numa curva de calibragdo gerada
especificamente pelo analisador e numa curva principal incluida no codigo de barras do
reagente.

O kit usado foi o Elecsys BRAHMS PCT, Ref. 05056888 200 (Roche
Diagnostics GmbH, Alemanha) O antigénio presente na amostra, um anticorpo
monoclonal biotinilado especifico de PCT e um anticorpo monoclonal especifico de
PCT marcado com um complexo de ruténio reagem entre si e formam um complexo
sandwich. Apos a adicdo das microparticulas revestidas de estreptavidina, o complexo
formado liga-se a fase solida pela interacdo da biotina e da estreptavidina. A mistura da
reacdo € aspirada para uma célula de leitura, onde as microparticulas sdo fixadas
magneticamente a superficie do elétrodo. Os elementos ndo ligados sdo entdo
removidos. A aplicacdo de uma corrente elétrica ao elétrodo induz uma emissdo
quimioluminescente que é medida por um fotomultiplicador. A luz medida e a

intensidade do sinal € proporcional a concentracdo de PCT na amostra.
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DOSEAMENTO DO LACTATO

O LACT foi determinado in vitro no analisador automéatico GEM® Premier
3000™ (Instrumentation Laboratory, Inc., Bedford, EUA), que tem por base um método
com elétrodos seletivos que utiliza principios de amperometria.

O kit usado foi o GEM Premier 3000 PAK® Cartridge Ref. 24315089
(Instrumentation Laboratory, Inc., Bedford, EUA). Os sensores do LACT séo elétrodos
de platina com potencial positivo, em relacdo ao elétrodo de referéncia. O LACT é
determinado pela reacdo enziméatica com oxigénio na presenca de lactato oxidase para
produzir perdxido de hidrogénio que reage com o elétrodo de platina. O fluxo da
corrente gerada entre os elétrodos é proporcional a taxa de oxidacdo do peroxido de
hidrogénio que por sua vez é diretamente proporcional a concentragdo de LACT da

amostra.

3.7. TRATAMENTO ESTATISTICO

A anélise estatistica foi realizada com recurso ao software SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences) 20.0 para Windows (IBM SPSS statistics 20.0,
Chicago, Inc).

Na estatistica descritiva, as variaveis quantitativas foram expressas em media +
desvio padrao e as variaveis qualitativas em frequéncias e percentagens. A normalidade
da distribuicdo dos dados das varaveis foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. Na analise
comparativa, entre todos os grupos, foi usado o teste de Kruskal Wallis. Para a anéalise
comparativa entre o grupo controlo e os subgrupos do grupo patolégico foi usado o teste
de Mann-Whitney U. O poder de diagnostico de sépsis pelos marcadores foi avaliado
pela andlise ROC (Receiver Operating Characteristics), com representacdo grafica da
sensibilidade vs. especificidade (95% IC), em que a precisdo é dada pelo indice AUC
(Area Under Curve). Foram determinados os valores de cut-off e parametros de
sensibilidade e especificidade.

Foram consideradas estatisticamente significativos os valores de p <0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACAO DA POPULACAO ESTUDADA

Este estudo contemplou um total de 300 individuos distribuidos por dois grupos
principais:
= 0 grupo de controlo constituido por 100 individuos (n=100)
= 0 grupo patolégico constituido por 200 individuos (n=200). Este grupo foi
subdividido em 4 subgrupos distintos:
- Septicémia constituido por 20 individuos (n=20)
- Sépsis constituido por 52 individuos (n=52)
- Sépsis grave constituido por 41 individuos (n=41)

- Choque séptico constituido por 87 individuos (n=87)

A distribuicdo dos individuos que constituem o grupo patologico pelos
diferentes subgrupos esta representada percentualmente na Figura 6.

Grupo patologico total
(n=200)

Figura 6 — Distribuicdo do grupo patologico pelos diferentes subgrupos.

Na distribuicdo do grupo patolégico constituido por 200 individuos, verificou-se

uma predominancia do subgrupo de choque séptico com 87 individuos (43,5%). O
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subgrupo com menor nimero de individuos foi o de septicémia, constituido por 20
individuos (10,0%).

Caracterizacao demografica

A distribuicdo dos individuos que constituem o grupo de controlo e o grupo
patoldégico quanto ao género e a idade estd representada na Figura 7 e Figura 8

respetivamente.

Caracterizacio da populacio quanto ao género

Grupo de controlo Grupo patolégico total
(n=100) (n=200)
W Masculino @ Feminino MMasculino s Feminino

Figura 7 — Distribuicdo da populagdo quanto ao género.

Os valores apresentados no topo das colunas referem-se ao valor da média + desvio padrao.
n refere-se ao tamanho da amostra.

O grupo de controlo foi constituido por 100 individuos saudaveis dos quais 53
mulheres (53,0%) com uma idade média de 59,7 + 13,2 que variou entre 36 e 86 anos, e
por 47 homens (47,0%) com uma idade média de 57,3 £ 13,0 anos que variou entre 0s

36 e 82 anos, como ilustram a Figura 7 e a Figura 8.
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Caracterizacao da populacao quanto a idade

®Masculino ®Feminino

80,0
69,8+ 13,5

70,0

60.0 57,3+£13,0

61,8+15.3

59,7+13,2

50,0 -
40,0

Idade

30,0 -
20,0 -

10,0

0,0 -
Controlo Patolagico
(o= 100) (o= 200)
Figura 8 — Distribuicdo da populacdo quanto a idade.

Os valores apresentados no topo das colunas referem-se ao valor da média + desvio padrao.
n refere-se ao tamanho da amostra.

No grupo patologico total, constituido por 200 individuos, os homens
prevaleceram com 123 individuos (61,5%) em relacdo as mulheres com 77 individuos
(38,5%). Relativamente a idade, verificou-se que no grupo patologico a semelhanca do
grupo de controlo, as mulheres tinham uma idade média mais elevada do que os
homens. As mulheres do grupo patolégico tinham uma idade média de 69,8 + 13,5 que
variou entre 0s 31 e 89 anos. No caso dos homens deste grupo a idade média foi de 61,8

+ 15,3 que variou entre 0s 20 e 96 anos.
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Caracterizacdo dos subgrupos do grupo patoldgico quanto ao género

Septicémia Sépsis
(n=20) (n=52)
MMasculino  MFeminino M Masculino  #Feminino

Sépsis Grave Choque Séptico
(n=41) (n=87)
MMasculino  MFeminino M Masculino ™ Feminino

Figura 9 - Caracterizacdo dos subgrupos do grupo patolégico quanto ao género.

n refere-se ao tamanho da amostra.

Verificou-se um predominio de homens em relacdo as mulheres em todos os
subgrupos do grupo patolégico. Como mostra a Figura 9, o subgrupo do grupo
patologico com maior equilibrio entre mulheres (45,0%) e homens (55%) foi o de
Septicémia. O subgrupo do grupo patolégico em que a diferenca entre mulheres (34,1%)

e homens (65,9%) foi mais notorio foi o de Sépsis grave.
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Caracterizagio da populagio quanto a idade

mMasculino & Feminino

71,8+13,0 72,5:14,0

700 YR —— B 62
B B +

59,7132 5364131 6164151

60.0 57,3£13,0

Controlo Septicémia Sépsis Sépsis Grave Choque Séptico
(n=100) (n=20) (n=52) (n=41) (n=87)

Figura 10 - Caracterizacdo do grupo de controlo e dos subgrupos do grupo patolégico quanto a
idade.

Os valores apresentados no topo das colunas referem-se ao valor da média + desvio padrao.
n refere-se ao tamanho da amostra.

No referente a idade, verificou-se que tanto no grupo de controlo como em todos
0s subgrupos do grupo patolégico, a idade média dos homens era mais baixa

comparativamente com a das mulheres como mostra a Figura 10.
4.2. CARACTERISTICAS LABORATORIAIS

Relativamente a idade, foi possivel verificar que tanto o grupo controlo quanto
todos os subgrupos apresentaram uma idade média semelhante (Tabela 1).

A média da contagem de leucdcitos (6,87 + 1,24 x 10° uL) e a média da
contagem de neutréfilos (3,97 + 1,06 x 10° pL), do grupo controlo foi mais baixa do que
a dos subgrupos. O subgrupo Choque séptico obteve a média da contagem de leucocitos
(18,35 + 12,12 x 10° pL) e a média da contagem de neutréfilos (16,44 + 11,34 x 10° L)
mais elevada. Pelo contrario, a média da contagem de linfécitos do grupo controlo (2,13

+ 0,45 x 10° pL), foi mais elevado do que a dos subgrupos.
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Tabela 1 — Pardmetros bioquimicos analisados nas amostras do grupo controlo e dos subgrupos

do grupo patoldgico.

T . Sépsis Choque
Variaveis C(:r?:tlr&l);) Se(%tzlc;(r)r)\ a (ie:pglzs) Grave Séptico
(n=41) (n=87)
|dade 586+131 | 6454144 | 639+143 | 630+14,7 | 665+ 16,0
(Anos)
Leucdcitos
(4511 x 10° ul) 6,87 +1,24 15,67+9,05 | 13,04+7,86 |13,64+7,81| 18,35+12,12
Neutréfilos
(15-7.1x 10° uL) 3,97+ 1,06 13,91+9,22 | 11,52+7,33 | 12,18+ 7,42 | 16,44 +11,34
Linfécitos
(1,5- 4,0 x 10° uL) 2,13 +0,45 0,98 + 0,76 0,86+0,62 | 0,84+0,60 | 1,09+0,89
Mondcitos
(0,0-1,0x 10° uL) 0,55+ 0,15 0,64 +0,44 0,58+0,49 | 0,54+0,39 | 0,69+0,68
Eosinofilos
(0,0 - 0,5 10° uL) 0,19+0,12 0,12 + 0,29 0,04+0,09 | 0,06+0,13 | 0,12+0,77
Basofilos
(0,0- 0.2 10° uL) 0,01 +0,03 0,02 + 0,04 0,00+0,01 | 0,01+0,03 | 0,01+0,03
Eritrocitos
Mulher: (3,8-5,8x106 pL) 4,72+0,19 3,04 £0,64 3,34+0,63 | 3,42+0,82 3,48 +£0,77
Homem: (4,5-6,5x10°uL)
Hemoglobina
Mulher: (11,5-16¢g/dL) | 14,16 +1,01 | 9,00+1,38 | 10,30+1,99 | 10,64 +2,52 | 10,69 +2,30
Homem: (13 — 18 g/dL)
Hematécrito
Mulher: (37 - 47 %) 43,17+2,99 | 27,45+4,30 | 30,97 +5,92 | 32,01+7,59| 32,18 +7,03
Homem: (40 — 54 %)
Volume Corpuscular
Médio 91,62+3,17 | 91,57+8,45 | 92,93 +7,02 | 93,99+7,23| 92,54 + 6,69
(80 - 100 fL)
Hemoglobina
Corpuscular Média 30,04+1,09 | 30,12+3,23 | 30,88+2,54 | 31,30+3,03| 30,79 +2,32
(> 27 pg)
Concentracéo de
Hemoglobina 32774054 | 32,86+ 1,06 | 33.23+0,95 | 33.26+1,18 | 33,27 +0,81
Corpuscular Média
(30 -35g/dL)
RDW
(11,5 14,5%) 13,26 +0,57 | 1581 +1,99 | 16,34+3,19 | 15,67 +2,44 | 15,68+2,22
Plaquetas 224,38 + 255,50 + 177,15 175,54 + 189,28 +
(150 - 450 x 108 uL) 50,87 176,65 119,10 155,15 125,60
Bilirrubina Total
(0.30 — 1,20 mg/dL) 0,60 +0,16 1,49+ 2,00 1,85+249 | 295+7,64 | 2,70+5,62
Bilirrubina Indireta
(< 1,10 mg/dL) 0,48 +0,13 0,76 £0,79 0,80+0,70 | 1,13+1,76 | 0,94+1,35
Bilirrubina Direta
(< 0,20 mg/dL) 0,12 +0,03 0,73+1,27 1,06+2,17 | 1,82+596 | 1,77+4,52
Procalcitonina 35,26 +
(< 0,05 ng/mL) 0,03+0,02 |10,77 +14,66 | 31,38 + 37,58 36.25 31,77 + 35,54
Proteina C reativa 291 +157 210,36 = 214,80 = 240,36 + 236,38 +
(< 6,10 mg/L) e 109,03 117,15 120,25 116,05
Lactato 059+0,12 | 1,81+1,18 | 3,68+3,10 | 3,74+3,09 | 511+4.95

(0,5-2,5mmol/L)

Os resultados estéo apresentados em média + desvio padréo.
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Quanto a média da contagem de mondcitos foi possivel verificar que tanto o
grupo controlo quanto todos os subgrupos apresentaram valores médios semelhantes.

A média da contagem de eosin6filos do grupo controlo (0,19 + 0,12 x 10° pL),
foi mais elevado do que os subgrupos do grupo patoldgico.

O grupo controlo apresentou uma contagem média de eritrocitos (4,72 + 0,19 x
10° pL), uma contagem média de Hgb (14,16 + 1,01 g/dL) e uma percentagem média de
Hct (43,17 £ 2,99 %) mais elevada do que as dos subgrupos.

A média da contagem de VCM do subgrupo Sépsis grave (93,99 + 7,23 fL) foi a
mais elevada.

A média da contagem de HCM do grupo controlo (30,04 + 1,09 pg) foi mais
baixa do que a dos subgrupos. A média da contagem de HCM do subgrupo Sépsis grave
(31,30 £ 3,03 pg) foi a mais elevada.

Da mesma forma, a média de CHCM do grupo controlo (32,77 + 0,54 g/dL) foi
mais baixa do que a dos subgrupos. A média de CHCM mais elevado foi obtida pelo
subgrupo Choque séptico (33,27 + 0,81 g/dL).

A percentagem média de RDW do grupo controlo (13,26 + 0,57 %), foi mais
baixa do que a dos subgrupos, sendo a percentagem média de RDW mais elevado obtida
pelo subgrupo Sépsis (16,34 £ 3,19 %).

A média da contagem de plaquetas do subgrupo Septicémia (255,50 + 176,65 x
10° uL) foi a mais elevada.

O grupo de controlo apresentou uma concentragdo serica de TBil (0,60 + 0,16
mg/dL), concentracdo sérica de IBil (0,48 £ 0,13 mg/dL) e uma concentracdo sérica de
DBil (0,12 + 0,03 mg/dL) mais baixa do que a dos subgrupos. As concentracdes sericas
de TBil (2,95 + 7,64 mg/dL), IBil (1,13 + 1,76 mg/dL) e de DBil (1,82 + 5,96 mg/dL)

foram mais elevadas no subgrupo Sépsis grave.

Testes de normalidade da distribuicao dos dados das variaveis

De acordo com resultados do teste Shapiro-Wilk, todas as variaveis tém
distribuicdo ndo normal dos dados, pelo que foi aplicado a estatistica ndo paramétrica
para comparacdao das variaveis (Anexo 3). Foi aplicado o teste Kruskal Wallis para
comparar 0s valores méedios das variaveis entre todos os grupos e o Teste Mann-Whitney

U para comparar os valores médios das variaveis entre o grupo controlo e 0s varios
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subgrupos do grupo patologico (Septicémia, Sépsis, Sépsis grave e Choque séptico)
(Tabela 2).

Tabela 2 - Anélise comparativa entre 0s grupos.

P (Teste
o P (Teste Comparacdes Mann-
VEMETEE Kruskal Wallis) multiplas Whitney
S))
Septicémia 0,078
Sépsis 0,031
|dade 0,001 Controlo vs. . _p
(Anos) Sépsis grave 0,044
Choque séptico 0,000
Septicémia 0,000
L. Sépsis 0,000
Leucocitos 0,000 Controlo vs. —
Sépsis grave 0,000
Choque séptico 0,000
Septicémia 0,000
. Sépsis 0,000
Neutrofilos 0,000 Controlo vs. S
Sépsis grave 0,000
Choque séptico 0,000
Septicémia 0,000
L Sépsis 0,000
Linfdcitos 0,000 Controlo vs. —
Sépsis grave 0,000
Choque séptico 0,000
Septicémia 0,222
L. Sépsis 0,379
Mondcitos 0,696 Controlo vs. o~
Sépsis grave 1,000
Choque séptico 0,363
Septicémia 0,001
- Sépsis 1,000
Eosinofilos 0,001 Controlo vs. S
Sépsis grave 1,000
Choque séptico 0,284
Septicémia 1,000
o Sépsis 1,000
Basofilos 1,000 Controlo vs. —
Sépsis grave 1,000
Choque séptico 1,000
Septicémia 0,000
. Sépsis 0,000
Eritrocitos 0,000 Controlo vs. S—
Sépsis grave 0,000
Choque séptico 0,000
Septicémia 0,000
. Sépsis 0,000
Hemoglobina 0,000 Controlo vs. S—
Sépsis grave 0,000
Choque séptico 0,000

32



Septicémia 0,000

L Sépsis 0,000
Hematocrito 0,000 Controlo vs. —

Sépsis grave 0,000

Choque séptico 0,000

Septicémia 0,876

Volume Corpuscular Médio 0,195 Controlo vs. Sepsis 0456

Sépsis grave 0,007

Choque séptico 0,326

Septicémia 0,300

Hemoglobina Corpuscular 0.006 Controlo vs. ’ SéPSiS 0,007

Media Sépsis grave 0,001

Choque séptico 0,008

Septicémia 0,621

Concentracéo de Sépsis 0,003
Hemaoglobina Corpuscular 0,001 Controlo vs. ——

Média Sépsis grave 0,010

Choque séptico 0,000

Septicémia 0,000

Sépsis 0,000
RDW 0,000 Controlo vs. So—

Sépsis grave 0,000

Choque séptico 0,000

Septicémia 0,792

Sépsis 0,000

Plaquetas 0,000 Controlo vs. T E—— 0.000

Choque séptico 0,001

Septicémia 0,023

Bilirrubina Total 0,000 Controlo vs. Sepsis 0,000

' Sépsis grave 0,009

Choque séptico 0,000

Septicémia 0,143

Bilirrubina Indireta 0,005 Controlo vs. Sepsis 0,008

' Sépsis grave 0,000

Choque séptico 0,015

Septicémia 0,000

. ) . Sépsis 0,000

Bilirrubina Direta 0,000 Controlo vs. O 0.000

Choque séptico 0,000

Septicémia 0,000

o Sépsis 0,000

Procalcitonina 0,000 Controlo vs. e — 0.000

Choque séptico 0,000

Septicémia 0,000

Proteina C reativa 0,000 Controlo vs. Sepsis 0,000

' Sépsis grave 0,000

Choque séptico 0,000
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Septicémia 0,000
Sépsis 0,000
Sépsis grave 0,000
Choque séptico 0,000

Lactato 0,000 Controlo vs.

Consideraram-se estatisticamente significativos os valores de p < 0,05.

Apbs a aplicacdo do teste Kruskal Wallis, foi possivel verificar que havia
diferenca estatisticamente significativa entre todas as variaveis analisadas, & excecédo
dos mondcitos (p= 0,696), baséfilos (p= 1,000) e VCM (p= 0,195).

Pela aplicacéo do Teste Mann-Whitney U, na comparacéo entre o grupo controlo
e 0s subgrupos do grupo patolégico, verificou-se que havia diferenca estatisticamente
significativa entre a maioria das varidveis, contudo, ndo entre todas.

Relativamente a idade, foi possivel verificar que apenas o subgrupo Septicémia
ndo apresentava diferenca estatisticamente significativa (p= 0,078) quando comparada
com o grupo controlo.

Né&o se verificou diferenca estatisticamente significativa na média da contagem
de monaocitos em nenhum dos subgrupos do grupo patolégico (Tabela 2).

Na meédia da contagem de eosindfilos, apenas o subgrupo Septicémia apresentou
diferenca estatisticamente significativa (p= 0,001) quando comparada com 0 grupo
controlo.

Né&o se verificou diferenca estatisticamente significativa na média da contagem
de eosinéfilos em nenhum dos subgrupos do grupo patologico (Tabela 2).

A média da contagem de VCM, apenas o subgrupo Sépsis grave apresentou
diferenca estatisticamente significativa (p= 0,007) quando comparada com 0 grupo
controlo.

Em relacdo a média da contagem de HCM, a média da contagem de CHCM, a
média da contagem de plaquetas e a concentracdo sérica de IBil, apenas o subgrupo
Septicémia ndo apresentava diferenca estatisticamente significativa (p=0,300; p= 0,621;

p= 0,792 e p= 0,143 respetivamente) quando comparada com o grupo controlo.
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35,26+36,25

31,77£3554

31,38+37,58

10,77+ 14,66

0,03+0,02
Controlo Septicémia Sépsis Sépsis grave Choque séptico
(n=100) (n=20) (n=52) (n=41) (n=87)

Figura 11 — Concentracdo serica de PCT.

Os valores apresentados no topo das colunas referem-se ao valor da média + desvio padrao.
n refere-se ao tamanho da amostra.

Todos os subgrupos do grupo patoldgico apresentaram uma concentracao sérica
de PCT significativamente mais elevada do que o grupo de controlo (0,03 £ 0,02
ng/mL). A concentracdo sérica de PCT foi mais elevado no subgrupo Sépsis grave
(35,26 + 36,25 ng/mL). O subgrupo que apresentou a concentracdo sérica de PCT mais
baixa foi o subgrupo Septicémia (10,77 + 14,66 ng/mL) como é possivel verificar na

Figura 11.

300
250
200

150

(mg /L)

100

50

PCR

240,36 £120.25 93638 +116.05

210,36 +109,03 214,80 £117,15

2,21+1,57
Controlo Septicémia Sépsis Sépsis grave Choque séptico
(n=100) (n=20) (n=52) (n=41) (n=287)

Figura 12 — Concentragdo sérica de PCR.

Os valores apresentados no topo das colunas referem-se ao valor da média + desvio padréo.
n refere-se ao tamanho da amostra.
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Relativamente a concentracdo sérica de PCR, foi possivel verificar que o grupo
de controlo apresentou uma concentracdo sérica de PCR (2,21 + 1,57 mg/L)
significativamente inferior aos dos subgrupos do grupo patolégico. A concentracao
sérica de PCR foi mais elevado no subgrupo Sépsis grave (240,36 + 120,25 mg/L)
(Figura 12) a semelhanca da concentragdo sérica de PCT (Figura 11).

6
511+4,95
5
3 4 3,68+3.10 3,74+3,09
£ 3
E
> 1,81+1,18
1 059012
o | | |
Controlo Septicémia Sépsis Sépsis grave Choque séptico
(n=100) (n=20) (n=52) (n=41) (n=87)

Figura 13 — Concentracdo sérica de LACT.

Os valores apresentados no topo das colunas referem-se ao valor da média + desvio padrao.
n refere-se ao tamanho da amostra.

O grupo de controlo apresentou uma concentracdo sérica de LACT (0,59 £ 0,12
mmol/L) significativamente inferior aos dos subgrupos do grupo patolégico. O
subgrupo com a concentracdo mais elevada de LACT foi o subgrupo Choque séptico
(5,11 + 4,95 mmol/L). O subgrupo Septicémia apresentou a concentracdo de LACT

mais baixa (1,81 £ 1,18 mmol/L) dos quatro subgrupos como mostra a Figura 13.
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Septicémia Sépsis Sépsis Grave Chm%ue Séptico
(n=20) (n=52) (n=41) =87)

Figura 14 — Mortalidade por subgrupo do grupo patolégico.

n refere-se ao tamanho da amostra.

Como ¢ possivel verificar na Figura 14, a percentagem de individuos que
faleceram aumenta com de acordo com a severidade de sépsis. Isto &, o subgrupo
Septicémia apresentou a menor percentagem de individuos que faleceram (25%) e o
subgrupo Choque séptico apresentou a maior percentagem de individuos que faleceram
(43,7%).

4.3. CURVAS ROC

Foram elaboradas curvas ROC (Receiver Operating Characteristic curve) para

as variaveis que apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre o grupo

controlo e todos os subgrupos do grupo patolégico, nos quais a precisdo foi calculada

pelo AUC (area under the curve).
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Figura 15 A — Curva ROC para a TBil, DBIl, PCR, PCT e LACT.

De entre as vérias variaveis selecionadas, a melhor para detecdo de sépsis foi a
PCR (é quase perfeita), sequida pela PCT, LACT, DBil e TBiIl.

A PCR apresentou a maior AUC (0,999) (Anexo 4) e a TBil apresentou a menor
AUC (0,666) (Anexo 4).
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Figura 15 B — Curva ROC para LEU, NEU, LIN, ERIT, Hgb, Hct e RDW.
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De entre as varias variaveis selecionadas, apenas 3 sdo utilizaveis para detecdo
de sépsis: 0 RDW seguido pelos NEU e LEU. No entanto ndo sdo tdo boas como os
marcadores bioquimicos.

O RDW apresentou a maior AUC (0,906) (Anexo 5).

4.4. VALORES DE CUT-OFF, ESPECIFICIDADE E SENSIBILIDADE

Com base nos graficos anteriores e tabelas criadas no SPSS, foi possivel chegar
aos valores de cut-off que melhor refletem um balango entre sensibilidade e

especificidade, como é possivel verificar na Tabela 3.

Tabela 3 — Valores de Cut-Off, Sensibilidade e Especificidade.

Variaveis Cut-Off | Sensibilidade (%) | Especificidade (%)
PCR 7,5 100,0 99,5
PCT 0,5 100,0 92,5
LACT 15 100,0 75,0
DBil 0,5 100,0 41,5
TBIl 1,5 100,0 35,0
NEU 5,5 89,0 84,0
RDW 13,5 62,0 93,5
LEU 7,5 71,0 79,5

Nota: as variaveis estdo dispostas na sequéncia da melhor para o pior para a detecéo de sépsis.

Entre estas varidveis, a PCR foi a melhor para a detecdo de sépsis uma vez que
apresentou uma sensibilidade de 100,0% e uma especificidade de 99,5%. O RDW
apresentou a menor sensibilidade (62,0%) e a TBIL apresentou a menor especificidade
(35,0%).

Todavia, observando com mais detalhe e ordenando manualmente os dados por
ordem crescente de cada varidvel, foi possivel verificar que haveria uma melhor
separacdo entre o grupo controlo e o grupo patoldgico, se fossem considerados novos
valores de cut-off. Assim, o0 novo valor de cut-off para cada variavel foi aquele que ficou
no limite entre os valores obtidos para o grupo controlo e o grupo patolégico. Os novos

valores de cut-off, com menor taxa de erro, estdo apresentados na Tabela 4.

39



Tabela 4 — Valores de Cut-Off, Sensibilidade e Especificidade calculado manualmente.

Variaveis | Cut-Off | Sensibilidade | Especificidade Fallgas E/Ilg[nﬁ);f Fﬂgﬁi;?
PCR 7,5 100,0% 99,5% 1 7,695 1
PCT 0,5 100,0% 92,5% 15 0,095 2
LACT 1,5 100,0% 75,0% 50 0,9 22
DBiIl 0,5 100,0% 41,5% 114 0,2 61
TBIl 1,5 100,0% 35,0% 130 0,9 100

Nota: as variaveis estdo dispostas na sequéncia da melhor para o pior para a deteccao de sépsis.
ID — identificacdo.

Foi possivel verificar que os valores de cut-off “manual” foram mais baixos, a

exce¢do da PCR. As falhas de ID também diminuiram.
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5. DISCUSSAO

A sépsis é um problema comum em pacientes em estado critico e representa uma
das principais causas de morte neste tipo de pacientes. Esta igualmente associado a
elevados custos scio-econémicos ?* % 351 Consiste numa reagdo imune intensa do
hospedeiro em resposta a um agente agressor “® °¢ %1 Quando h& infecdo com
manifestacdes sistémicas de infecdo, estamos perante sépsis 2. A sépsis surge quando
um individuo ndo tem a capacidade de controlar o crescimento bacteriano bem como
uma resposta inflamatéria exacerbada que podera provocar disfuncéo organica .

Temos assistido a um aumento dos casos de sépsis bem como o0 aumento da sua
severidade devido a crescente longevidade da populagdo e dos doentes cronicos,
aumento de casos de imunossupressdao por doenca, crescente recurso a tecnicas
invasivas e aumento da prevaléncia da resisténcia bacteriana %!,

O seu diagnostico é desafiante, uma vez que 0s sintomas ndo séo especificos. Os
sinais clinicos convencionais de sépsis, tais como, febre, taquicardia, taquipneia e
leucocitose ndo sdo especificos de infecdo P%. A sua gravidade e progressio irdo
depender de fatores tais como a viruléncia do agente agressor, o estado imunolégico do
paciente e a origem do local de infecdo 7.

A utilizacdo de biomarcadores tradicionais quando existe suspeita de infecao
tem limitacGes, o que podera levar a uma utilizagcdo prolongada e/ou desnecessaria de
antibioticos. A utilizacdo inadequada ou até mesmo exagerada de antibioticos aumenta a
resisténcia bacteriana aos mesmos ®°! o0 que pode ter repercussdes na satde publica
geral B A nivel dos parametros microbacterioldgicos, pode haver interferéncia de
antibioticos no crescimento bacteriano das culturas, alguns produtos poderdo ser de
dificil obtencdo e € necessario algum tempo para obter resultados dai poder atrasar o
diagnéstico [ 3051,

Um diagnéstico tardio dificulta um tratamento com antibi6ticos adequados,
aumentando a morbilidade e mortalidade. O doseamento de biomarcadores tais como a
PCT e PCR, juntamente com sinais clinicos e histdria clinica podera auxiliar e facilitar

[46]

um diagndstico precoce ™. Devido a heterogeneidade de infecdes e a complexa

interacdo de mediadores pro e anti-inflamatdrios da resposta do hospedeiro a um agente

agressor, 0s leucécitos e neutréfilos sdo pouco especificos em infecdes bacterianas [ °"

59]
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A semelhanca de vérios estudos encontrados na literatura [ 3% 3% %81 o nosso
estudo também reportou uma maior percentagem de homens. De acordo com a literatura
[4,14,17,58,60. 611 '3 sgpsis é mais frequente nos homens e idosos, 0 que corrobora a média
de idades do nosso estudo que foi acima dos 60 anos. A média de idades foi elevada
(64,5 + 14,4) no subgrupo Septicémia, (63,9 + 14,3) no subgrupo Sépsis, (63,0 £ 14,7)
no subgrupo Sépsis grave e (66,5 = 16,0) no subgrupo Choque séptico, o que vai de
encontro ao constatado na maioria dos internamentos hospitalares. A idade e a
existéncia de comorbilidades sdo fatores de mau prognéstico nestes doentes .

A incidéncia de choque séptico € mais elevada em criangas e idosos, homens do
que mulheres e na etnia negra do que a caucasiana . No estudo de Jung et al. ) a
média de idades (66 + 15) no choque séptico foi muito semelhante ao observado no
nosso estudo (66,5 + 16,0), tal como a percentagem de homens (60%),
comparativamente a 58,6% obtido no nosso estudo.

Os desenvolvimentos tecnoldgicos ndo s6é da medicina mas tambem dos
cuidados de saude, o aumento do recurso a procedimentos invasivos e 0 aumento da
esperanca média de vida auxiliaram este facto 5.

A introducdo de um objeto estranho no organismo como um tubo de drenagem,
uma sonda urinéria ou um cateter endovenoso podera causar septicémia. Quanto maior
for o tempo que o objeto estranho permanecer colocado, maior serd a probabilidade de
desenvolver septicémia. Também dependera da localizacdo. As pessoas com o sistema
imunolégico debilitado sdo mais suscetiveis de desenvolver septicémia 2!,

Pode ocorrer disfuncdo de varios 6rgdos tais como os pulmdes (dificultando a
respiracdo e diminuindo a oxigenacdo do sangue), os rins (provocando oliguria) e o
coracdo (provocando a retencdo de liquidos e edema) a medida que o choque séptico se
agrava !, O local anatémico especifico de infecdo, ou seja, o foco de infecdo deve ser
identificado e controlado o mais rapidamente possivel 2,

Parametros bioquimicos como os leucdcitos estdo aumentados na sépsis uma vez
que estas células estdo envolvidas no combate a infecdes 2. No nosso estudo
verificamos que a contagem de leucdcitos do grupo de controlo (6,87 + 1,24 x 10° pL)
foi claramente inferior as obtidas em qualquer subgrupo do grupo patldgico (subgrupo
Septicémia (15,67 + 9,05 x 10° pL), subgrupo Sépsis (13,04 + 7,86 x 10° uL), subgrupo
Sépsis grave (13,64 + 7,81 x 10° pL) subgrupo Choque séptico (18,35 + 12,12 x 10° L)
sendo esta diferenca estatisticamente significativa para todos os subgrupos (p= 0,000),

como é possivel verificar na Tabela 1 e 2. Quando ha uma infecdo, uma das primeiras
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respostas do sistema imune consiste no recrutamento de leucdcitos para o local para
combaté-lo °!,

O comportamento dos neutréfilos foi 0 mesmo obtido pelos leucécitos (Tabela 1
e 2). Estes resultados estdo de acordo com a literatura pois, 0s neutrofilos sdo células
fagociticas, ou seja, fagocitam patdgenos para os eliminar, sendo como tal importantes
na tentativa de conter a agressdo pelo patégeno invasor .

Os neutrofilos ativados sdo conduzidos para os tecidos ou o6rgédos alvo, por
quimiocinas e vérias moléculas de adesdo para combater a infegdo [°!. O sistema imune
adaptativo local é ativado quando moléculas coestimuladoras ativam neutrofilos,
macréfagos e mondcitos 4. Habitualmente existe leucocitose e neutrofilia no choque
séptico 8,

Por seu lado, a contagem de linfécitos dos subgrupos Septicémia (0,98 £ 0,76 x
10° L), Sépsis (0,86 + 0,62 x 10° L), Sépsis grave (0,84 + 0,60 x 10° pL) e Choque
séptico (1,09 + 0,89 x 10° pL) era mais baixa do que o grupo controlo (2,13 + 0,45 x 10°
pL). A IL - 1 estimula a maturacdo e ativacao de linfocitos em condi¢des normais, no
entanto, em niveis elevados, como acontece no choque séptico, provoca danos atraves
de hipermetabolismo, febre, alteracbes sanguineas, proliferacdo de neutrdfilos e
linfocitos ™. No decorrer da sépsis, pode acontecer uma fase de imunossupresséo que
se poderd dever a linfopenia, anergia, hipotermia e infe¢des nosocomiais. Ha& um
aumento da apoptose dos linfocitos circulantes resultando na diminuicdo dos mesmos, o
que torna os individuos com sépsis suscetiveis a novas infegdes 1,

Em relacdo a contagem de eritrdcitos, verificou-se que o estava mais elevada no
grupo controlo (4,72 + 0,19 x 10° pL) do que os subgrupos Septicémia (3,04 + 0,64 x
10° pL), Sépsis (3,34 + 0,63 x 10° pL), Sépsis grave (3,42 + 0,82 x 10° pL) e Choque
séptico (3,48 + 0,77 x 10° pL). A producdo e a sobrevida dos eritrécitos estdo
diminuidas em situacdes de sepsis prolongadas *®!. Pode haver perda sanguinea (por
sangramentos) por procedimentos invasivos, perda oculta de sangue ou hemdlise. A
anemia pode ser causada por deficiéncias alimentares anteriores, pode-se dever a uma
producdo diminuida de eritropoetina, diminuicdo da eritropoiese ). Em individuos
com sépsis pode ocorrer coagulacdo intravascular disseminada devido ao desequilibrio
da coagulacdo. Ha formacdo de pequenos coagulos mais rapidamente do que podem ser
destruidos, que se alojam no sistema microvascular de 6rgdos. As plaquetas sdo gastas a
uma velocidade maior do que podem ser substituidas por isso em individuos com sépsis

a contagem de plaquetas esta baixa . No nosso estudo, a contagem de plaquetas do
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grupo controlo (224,38 + 50,87 x 10° pL) foi mais elevada do que os subgrupos Sépsis
(177,15 + 119,10 x 10° pL), Sépsis grave (175,54 + 155,15 x 10° puL) e Choque séptico
(189,28 + 125,60 x 10° pL). Essa diferenca apenas foi estatisticamente significativa nos
subgrupos Sépsis (p= 0,000), Sépsis grave (p=0,000) e Choque séptico (p= 0,001).

O aumento dos niveis de bilirrubina e a interferéncia na regulacdo
hemodinamica do organismo expressam a diminuicdo da capacidade de desintoxicacdo
hepatica. A reducdo da funcdo de sintese do figado indica faléncia hepatica .
Relativamente a concentracdo sérica de TBIL, verificou-se que o grupo de controlo
apresentou uma concentracdo sérica de TBil (0,60 + 0,16 mg/dL) significativamente
mais baixa do que os subgrupos Septicémia (1,49 + 2,00 mg/dL), Sépsis (1,85 + 2,49
mg/dL), Sépsis grave (2,95 + 7,64 mg/dL) e Choque séptico (2,70 £ 5,62 mg/dL).

Na lesdo hepatocelular os niveis de TBil e DBil estdo aumentados. A ictericia é
um sinal clinico de vérias patologias biliares e hepaticas. Este quadro clinico é comum
em individuos com sépsis, 0 que pode ser confirmado com niveis aumentados de
bilirrubina. Concentracdes séricas superiores a 3,0 mg/dL de TBIL torna-a evidente 1,

Em relacdo a concentracdo serica de IBil, verificou-se que nos subgrupos
Septicémia (0,76 = 0,79 mg/dL), Sépsis (0,80 £ 0,70 mg/dL), Sépsis grave (1,13 £ 1,76
mg/dL) e Choque séptico (0,94 + 1,35 mg/dL) foi mais elevada do que no grupo
controlo (0,48 = 0,13 mg/dL). Essa diferenca foi estatisticamente significativa nos
subgrupos Sépsis (p= 0,008), Sépsis grave (p= 0,000) e Choque séptico (p=0,015).

A concentracdo sérica de DBIil dos subgrupos Septicémia (0,73 £ 1,27 mg/dL),
Sépsis (1,05 + 2,17 mg/dL), Sépsis grave (1,82 + 5,96 mg/dL) e Choque séptico (1,77 +
4,52 mg/dL) foram mais elevadas do que o grupo controlo (0,12 = 0,03 mg/dL). O
aumento da bilirrubina, principalmente DBil pode ser devido a colestase, (¢ comum na
sépsis), que se pode dever ao fluxo sanguineo hepético diminuido, lesdo inflamatoria
dos hepatdcitos, alterando-os funcionalmente .

Os niveis de PCT em individuos saudaveis sdo muito baixos, todavia, existe um
aumento consideravel em individuos com sépsis, sepsis grave e choque septico que
apresentam niveis elevados de PCT 8 427 A PCT pode ser detetada de forma célere
(entre 2 a 4 horas) ap06s o estimulo bacteriano e uma semi-vida de 25 a 30 horas. Pode
ser facilmente doseada a nivel laboratorial. Esta correlacionada com a severidade da
sépsis ® * Tem sido observado um acréscimo dos niveis de PCT a medida que a
severidade da sépsis aumenta (relacéo direta com a carga bacteriana e gravidade) o que

faz com que tenha implica¢6es progndsticas em individuos com sépsis (4381 A PCT tem
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sido proposta como um biomarcador especifico de infecdes bacterianas . Os seus
niveis diminuem quando a infecdo é controlada pelo sistema imune do hospedeiro ou
por antibidticos. A PCT estd ainda fortemente correlacionada com a extensdo e
severidade de infecdes bacterianas [ *%. A PCT esta anormalmente elevada na sépsis ),
sendo inclusivamente considerada um bom biomarcador (de diagnostico) de sépsis em
individuos em estado critico 1.

Jain et al. [ verificaram uma concentracio sérica de PCT mais elevada nos
individuos com choque séptico comparativamente com individuos com sépsis grave e
sépsis. No nosso estudo a concentracdo sérica de PCT foi mais elevada no subgrupo
sépsis grave (35,26 + 36,25) do que no subgrupo choque séptico (31,77 + 35,54). Isto
poderé ser devido a possibilidade dos individuos com choque séptico ja estarem a ser
medicados com antibi6ticos antes do internamento ou antes do diagnéstico *®. Em
alguns casos como reacgdes inflamatorias restritas a um local, o nivel de PCT podera
continuar baixo ™. O aumento da PCT depende da resposta do hospedeiro a uma
agressao bacteriana que pode ser atenuado pelos antibiéticos [".

Os niveis de PCT em individuos com septicémia estdo aumentados “*. No nosso
estudo a concentragdo sérica de PCT do subgrupo Septicemia (10,77 £ 14,66 ng/mL) foi
mais elevada do que o grupo controlo (0,03 £ 0,02 ng/mL) como é possivel verificar na
Tabela 1. Esta diferenca foi estatisticamente significativa (p= 0,000) (Tabela 2).

Os niveis de PCT estdo frequentemente correlacionados de forma positiva a
severidade da sépsis ["?. Isto corrobora o que foi encontrado no nosso estudo visto que a
concentracdo sérica do subgrupo Septicémia (10,77 + 14,66 ng/mL) foi mais baixa do
que o subgrupo Sépsis (31,38 + 37,58 ng/mL) que por sua vez foi mais baixa do que o
subgrupo Seépsis grave (35,26 * 36,25 ng/mL).

A PCR, na presenca de calcio, liga-se a polissacarideos de bactérias formando
complexos que ativam a via classica do complemento, promovendo a fagocitose 2. O
aumento de proteinas de fase aguda, tal como a PCR, € (til para o diagndstico e
monitorizacdo do processo infecioso 8. Os niveis séricos de PCR aumentam
acentuadamente apds ocorrer uma agressao ao organismo. Quanto mais intenso for a
agressdo, maior sera a taxa sintese e consequentemente mais elevada sera a
concentracdo sérica de PCR ™. Apesar da PCR ser a proteina de fase aguda que
aumenta mais velozmente, atinge o seu pico mais tarde (entre 36 a 50 horas) em
comparacdo com a PCT (entre 24 a 48 horas), 0 que pode atrasar o diagnéstico da fase

inicial de choque séptico ™.
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Existe uma diminuicdo dos niveis séricos de PCR apds o agente agressor ser
retirado, diminuicdo da viruléncia do agente agressor ou resolucéo da infecéo "> ™I,

Dado que o doseamento da PCR tem um baixo custo, é reprodutivel e acessivel,
podera ser considerado um biomarcador interessante . Pévoa et al. ™ verificaram
uma boa correlagdo entre os niveis de PCR e a severidade da infecdo. Os niveis de PCR
eram mais elevados nos individuos com infecdo do que naqueles sem infecdo. Um Unico
doseamento de PCR é (til no diagnéstico de infecdo B mas, provavelmente ndo é
suficiente para verificar a adequacdo e monitorizacdo do tratamento com antibi6ticos
[46].

A semelhanca do que foi verificado com a concentragio sérica de PCT, a
concentracdo sérica do subgrupo Septicémia (210,36 + 109,03 mg/mL) foi mais baixa
do que o subgrupo Sépsis (214,80 £ 117,15 mg/mL) que por sua vez foi mais baixa do
que o subgrupo Sépsis grave (240,36 + 120,25 mg/L). A concentragdo serica de PCR
também foi mais baixa no subgrupo de Choque séptico (236,38 = 116,05 mg/L) do que
no subgrupo de Sépsis grave (240,36 + 120,25 mg/L).

Existem circunstancias que podem alterar a cinética normal da PCR como um
decréscimo nos seus niveis séricos em situacdes de insuficiéncia hepatica aguda dado
que a sua sintese ocorre neste 6rgio 1. A disfuncéo organica na sépsis é caracterizada
principalmente pela reducédo entre a oferta e 0 consumo de oxigenio. Desta forma, se 0s
sinais de hipoperfusdo forem detetados precocemente, o tratamento podera ser adequado
ao caso especifico ['®.

O parametro LACT aumenta muito rapidamente e é proporcional a gravidade da
patologia ["®). Verificou-se que quanto mais grave era a sépsis, mais elevada era a
concentracdo sérica de LACT, ou seja, no subgrupo Septicémia o LACT apresentou
uma concentracdo sérica de (1,81 + 1,18 mmol/L), no subgrupo Sépsis (3,68 + 3,10
mmol/L), no subgrupo Sépsis grave (3,74 + 3,09 mmol/L) e no subgrupo Choque
séptico, a forma mais grave (5,11 + 4,95 mmol/L). Apenas a concentracao serica de
LACT do grupo controlo e do subgrupo Septicémia estavam dentro do intervalo de
referéncia (0,5 — 2,5 mmol/L), nos restantes subgrupos eram mais elevadas.

Este aumento progressivo da concentracao sérica de LACT deve-se ao facto dos
tecidos terem uma oferta de oxigénio mais reduzido, ou seja, ha um desequilibrio entre a
oferta e consumo de oxigénio, ocorrendo hipdxia devido a reducdo do débito cardiaco,
hipotensdo e reducdo do retorno venoso. A hipdxia vai desencadear o metabolismo

anaerébio que por sua vez eleva a producéo de LACT [ " De acordo com Boechat,
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A. L. e Boechat, N. O. ® o LACT sérico pode ser usado como um marcador da
gravidade da doenca, visto que, os pacientes tém um melhor progndstico quando sdo
usadas medidas terapéuticas que visam diminuir esta concentragdo precocemente.
Verificaram igualmente que o LACT tem caracteristicas que o tornam um bom
biomarcador para a hip6xia/hipoperfusdo [ tecidular, nomeadamente o seu baixo
custo, facilidade de obtengdo de amostras e rapidez de resultado ',

A disfuncdo hepatica também colabora para hiperlactatémia nos pacientes
sépticos, por reducdo da depuracdo de lactato.

A mortalidade tem vindo a diminuir devido ao desenvolvimento da medicina
intensiva ! no entanto continua elevada devido ao atraso no diagnéstico e tratamento
de sépsis 2. Jain et al. ™! verificaram que a mortalidade aumentava com a severidade da
sépsis, isto €, era mais elevada em individuos com choque séptico do que com sépsis
grave, mais elevada em individuos com sépsis grave do que com sépsis %, O nosso
estudo corrobora estes resultados. No subgrupo Septicémia 25% dos individuos
falecerem, no subgrupo Sépsis 32,7% faleceram, no subgrupo Sépsis grave 41,5% e no
subgrupo Choque séptico a percentagem de individuos que faleceram foi de 43,7%.

A nossa percentagem de mortalidade na Sépsis grave (41,5%) € um pouco mais
elevada do que no estudo de Shiferaw et al. ™ (25 — 30%), no Choque séptico (43,7%),
é semelhante (40 — 70%). Por seu turno, Jianfang Zhou e colegas verificaram uma
mortalidade de 30,4% em individuos com sepsis grave e de 49,9% em individuos com
choque séptico ™®. Apesar do desenvolvimento da medicina, a taxa de mortalidade
continua elevada. A mortalidade € influenciada pela administracdo tardia de antibidticos
e a hipotenséo arterial 2.

Pela andlise das curvas ROC para as variaveis que apresentaram diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e todos os subgrupos do grupo
patoldgico, foi possivel constatar que a PCR foi a melhor para detecdo de sépsis. A PCR
apresentou a maior AUC (0,999), seguido pela PCT, (AUC 0,963) e do LACT (AUC
0,931). A DBIl e TBil apresentaram uma precisdo menor para a detecdo de sépsis.

Relativamente aos marcadores hematoldgicos, apenas 3 foram utilizaveis, o
RDW, NEU e LEU. Os restantes (ERIT, Hgb, Hct e LIN) tiveram uma curva ROC
abaixo da linha de referéncia, dai ndo ser possivel serem utilizados. O RDW apresentou
a maior AUC (0,906), seguido pelos NEU (AUC 0,883) e pelos LEU (AUC 0,816).
Contudo, ndo sdo tdo boas como os marcadores bioquimicos, cujos AUC foram

maiores.
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Foram determinados os valores de cut-off, a sensibilidade e a especificidade para
as varidveis utilizaveis para a detecdo de sépsis. Foi possivel verificar que, entre estas
variaveis, a PCR, com uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 99,5%, foi a
melhor para a detecdo de sépsis. A PCT apresentou uma sensibilidade idéntica (100%),
no entanto, a especificidade foi ligeiramente mais baixa (92,5%). O LACT apesar de
apresentar uma sensibilidade de 100%, a sua especificidade foi de 75,0%. Quer a DBil
como a TBil apresentaram uma sensibilidade de 100%, no entanto, a especificidade foi
muito mais baixa (41,5% e 35% respetivamente).

Apbs a determinacdo do cut-off pelo software, os dados foram ordenados
manualmente e observados com mais detalhe, 0 que permitiu obter novos valores de
cut-off com menor taxa de erro. Foi possivel verificar que os valores de cut-off
“manual” foram mais baixos, a exce¢do da PCR. As falhas de ID também diminuiram.
A PCR teve apenas uma falha de ID, que correspondeu a um falso positivo. No caso do
LACT, as falhas de ID passaram para menos de metade (de 50 para 22), que
correspondeu a um falso negativo e 21 falsos positivos (dados ndo apresentados). A
TBil e DBil obtiveram o maior numero de falhas de ID. Os valores de cut-off obtidos
vao de encontro ao que € encontrado na literatura.

Entre os marcadores avaliados no nosso estudo, a PCR corresponde ao melhor
marcador para a detecdo de sépsis. Contudo, na literatura ainda existe controveérsia em
qual o melhor marcador para detecao de sépsis, a PCT ou PCR.

Na comparacdo entre PCT e PCR para o diagnostico de sépsis, de multiplos
estudos, foi possivel verificar que em alguns "*#% a PCT obteve maior AUC e noutros
[81.82.83] f5j a PCR. O estudo de Chan et al. 3! demonstrou que a PCT é mais sensivel e
especifica que a contagem de leucocitos, facto corroborado pelo nosso estudo.
Sugeriram que a leucocitose podera estar mais ligado a reacao inflamatdria do que com
a presenca de infecdo bacteriana. A PCR é mais sensivel e especifica que a contagem de

84 "nois apresentou uma AUC maior do que a dos leucécitos ["*). Segundo

leucocitos
Kece et al. ) a PCT é mais sensivel e especifico que o LACT, o que também é
corroborado pelo nosso estudo.

Por outro lado, segundo Laszl6 et al. ®* a PCT ¢ mais sensivel e especifica do
que a PCR. Segundo Shiferaw et al. @ a PCT é mais sensivel e especifica para o

diagndstico de sépsis do que a PCR e LACT.
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Diversos estudos ['® 81 83 86.87] qaterminaram diferentes valores de sensibilidade
e especificidade com diferentes valores de cut-off para a PCT, tendo sido um pouco
mais baixos do que 0 nosso estudo.

Varios estudos ['® 8% 8% 8.8 tamhem avaliaram a sensibilidade e especificidade
da PCR. A sensibilidade (100%) e especificidade (99,5%) do nosso estudo foram no
entanto mais elevadas.

A PCR e a PCT sdo ambas sensfveis para ajudar no diagnéstico de sépsis [2. A
sensibilidade, especificidade e valor de cut-off em pacientes com sépsis variam, pela
heterogeneidade dos desenhos dos estudos, o método utilizado e por terem sido
avaliados em situacdes clinicas distintas *%. Devido ndo haver consenso em qual o
melhor marcador, tem sido sugerido a combinacdo dos dois marcadores, tendo a mesma

eficécia no diagnéstico de sépsis 1“2,
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6. CONCLUSAO

O diagndstico de sépsis continua a ser um desafio para os clinicos, apesar do
desenvolvimento da medicina e dos avancos tecnoldgicos nesta area. Dado que o
desenvolvimento de sépsis altera a atividade e expressdao de milhares de mediadores
endogenos de inflamacdo, coagulacdo e no metabolismo intermedidrio, tém-se
desenvolvido diversos estudos para tentar encontrar um biomarcador que possa auxiliar
no diagnostico de sepsis.

Ao longo dos ultimos anos, mais de uma centena biomarcadores tém sido alvo
de estudos para avaliar as suas potencialidades e utilidade no diagndstico, progndstico e
monitorizacdo do tratamento de sépsis. Alguns sdo mais promissores que outros. O
biomarcador ideal deveria reunir algumas caracteristicas especificas, nomeadamente,
poder ser doseado de forma rapida em amostras de obtencdo facil, ser facilmente
utilizado e interpretado, ter baixo custo, ser reprodutivel, ter elevada sensibilidade e
especificidade e apresentar correlagdo com a gravidade e mortalidade. A PCT e PCR
séo dois exemplos dos biomarcadores mais estudados.

Com este trabalho, verificou-se que a faixa etaria mais afetada pela sépsis foi
acima dos 60 anos de idade. Verificou-se que tanto a PCR quanto a PCT sdo bons
marcadores para a determinacdo de sépsis, todavia a PCR é melhor, visto que, apesar de
apresentarem a mesma sensibilidade, a especificidade da PCT era ligeiramente inferior.
O doseamento de PCR ¢é de baixo custo, reprodutivel e esta disponivel em todos ou
quase todos 0s hospitais, 0 que o torna um marcador amplamente utilizado atualmente.
O doseamento da PCT é mais dispendioso 0 que o torna menos acessivel. Todavia, com
a utilizacdo de biomarcadores, a histéria clinica, o exame fisico, 0s sinais e sintomas,
isto é, o contexto clinico, ndo deve ser descurado.

Quanto a mortalidade, verificou-se que ainda é elevada apesar dos avangos
realizados na medicina.

Em suma, devido a controvérsia em qual o melhor marcador para detecdo de
sépsis, ainda serd necessario realizar mais estudos e investigacdo para melhor

compreensdo da complexidade da sépsis.
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7. PERSPETIVAS FUTURAS

De seguida sdo apresentadas algumas consideracfes que poderdo ser pertinentes
e adequadas para o seguimento deste trabalho:

- Seria interessante realizar um doseamento seriado, em dias diferentes, a fim de
verificar, ndo apenas, a evolucdo dos marcadores bioquimicos estudados nomeadamente
a PCT, PCR e LACT, ao longo do desenvolvimento e evolucdo da sépsis, bem como a
sua utilidade no prognéstico e na respetiva duracdo do tratamento com antibioticos.

- Também parece pertinente verificar se existe alguma relacdo entre os focos de
infecdo e os niveis séricos da PCT, PCR e LACT.

- Tendo em conta que atualmente inimeros biomarcadores estdo a ser alvo de
estudos, seria interessante estudar alguns novos marcadores da sépsis para verificar a
sua possivel utilidade no diagnostico de sépsis.

- Devido a controvérsia em qual o melhor marcador para a detecdo de sépsis,

seria intesessante ulitizar dois ou mais biomarcadores em conjunto para a sua detecéo.
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9. ANEXOS

ANEXO 1- Critérios de diagndstico de sépsis.

Variaveis inespecificas:

Febre > 38,3 °C

Hipotermia < 36 °C

Frequéncia cardiaca > 90 bpm ou > 2DP acima do valor normal para a idade
Taquipneia

Edemas significativos (balanco hidrico positivo > 20 mL/Kg em 24h)
Hiperglicémia (glicémia > 120 mg/dL, na auséncia de diabetes)

Variaveis inflamatorias:

Leucocitose > 12000 10™%/pL
Leucopénia < 4000 10™/pL.

> 10% de leucocitos imaturos
Proteina C reativa plasmatica > 2DP acima do valor normal
Procalcitonina plasmatica > 2DP acima do valor normal

Variaveis hemodinamicas:

Hipotensao arterial sistémica (PA sistdlica < 90 mmHg, PA média < 70 mmHg
ou queda da PA sistdlica > 40 mmHg ou < 2DP abaixo do valor normal para a
idade)

Saturacdo venosa central < 70%

indice cardiaco > 3,5 Lmin™*m?

Manifestacdes atribuiveis a disfuncéo de 6rgaos:

Alteracdes do estado da consciéncia

Hipdxia arterial — PaO,/FiO, <300

Oligdria aguda: débito urinario < 0,5 mL/Kg/h

Aumento da creatinina superior a 0,5 mg/dL

Alteracdes da coagulacdo: INR > 1,5 e prolongamento do APTT > 60 seg
Trombocitopénia < 100000 10"/uL

Ileo (auséncia de sons intestinais)

Hiperbilirrubinémia > 4 mg/dL

Indicadores de perfuséo tecidular:

Hiperlactacidémia > 1 mmol/L
Atraso no preenchimento capilar e/ou pele marmérea
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Comisséo de Etica para a Satide do SESARAM, EPE Y

(CES/SESARAM,EPE)

PARECER N°37/2013
Sobre os Estudos: “Estudo da utilizagdo de marcadores bioquimicos no
diagnéstico de sépsis” e “Avaliagdo de novos marcadores bioquimicos no
diagnéstico precoce de sépsis”

A - RELATORIO

A.1. A Comissdo de Etica para a_ Saude! (CES) do Servico de Salde da
Regido Auténoma da Madeira, EPE (SESARAM EPE) iniciou a analise do
Documento N° 06 da reunido de 16 de Setembro de 2013, enviado pelo
Conselho de Administragéo para parecer, relativo a pedido de autorizagédo de
Irene Camara Camacho, Professor Auxiliar do Centro de Competéncia das
Ciéncias da Vida, Universidade da Madeira, para a utilizacdo de dados da
Base de Dados Hospitalar, para elaboragdo das Teses de Mestrado em
Bioquimica Aplicada “Estudo da utilizagdo de marcadores bioquimicos no
diagnéstico de sépsis”, pela mestranda Annabella Farinha, e “Avaliagdo de
novos marcadores bioquimicos no diagnéstico precoce de sépsis’ pela
mestranda Claudia Patricia Brazao Pita, ambas sob a orientagcdo da
Professora Auxiliar Irene Gomes Camara Camacho, e co-orientagdo de Ana
Paula Gongalves Cruz Aguiar (Licenciada em Enfermagem, Mestre em
Infe¢do em Cuidados de Saude; Enfermeira Especialista em Enfermagem
Médico Cirlrgica, SESARAM,EPE) e Roberto Alexandre Pisa Camacho
(Licenciado em Biologia, Mestre em Biodiversidade e Conservagao; Docente;
Investigador do Centro de Estudos da Macaronésia da UMa).

A.2. Fazem parte do documento em avaliagéo: oficio ao Presidente do
Conselho de Administragdo do SESARAM,EPE, Proposta de Tema de Tese
de Mestrado em Bioquimica Aplicada (Comisséao Cientifica-UMa) com o titulo
“Estudo da utilizagdo de marcadores bioquimicos no diagnéstico de sépsis” e
Proposta de Tema de Tese de Mestrado em Bioguimica Aplicada (tema 2)
(Comissao Cientifica-UMa).
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A.3. O “Estudo da utilizagdo de marcadores bioquimicos no diagnéstico
de sépsis” tem por objetivos: determinar se de entre o leque de marcadores
bioquimicos comumente analisados no laboratério hospitalar existe algum
que se adeque ao diagndstico de sépsis; determinar o valor de cut-off e
parametros de sensibilidade e especificidade para o marcador de diagnéstico
de sépsis; permitir um diagndstico precoce de sépsis com base na utilizagéo
de marcadores bioquimicos, permitindo um inicio mais rapido da terapia
antibiotica, menor tempo de internamento e de terapia, menor mortalidade e
morbilidade, e ainda um menor grau de resisténcias bacterianas em ambiente
hospitalar; anélise da viabilidade dos biomarcadores como complemento ao
diagnéstico clinico. No trabalho a desenvolver, a investigadora ira compilar os
dados referentes a quantificagdes de marcadores bioquimicos (exemplo:
Procalcitonina, Proteina C-reativa e bilirrubina) determinados no laboratério
hospitalar e respetivos diagnésticos clinicos de severidade de sépsis, e fara a
andlise estatistica dos dados apurados. O trabalho experimental sera
desenvolvido na integra no laboratério de andlises clinicas do Hospital Dr.
Nélio Mendonca. As amostras biolégicas (sangue) derivadas de pacientes
hospitalizados serdo processadas naquele laboratério e analisados os
parametros bioquimicos necessarios ao estudo. O periodo de recolha de
dados ocorrera desde Setembro de 2013 até Maio de 2014, com utilizagao de
dados referentes aos 5 anos anteriores (registados na Base de Dados
Hospitalar). Os dados serao tratados e analisados pelos programas
informaticos Microsoft Excel e SPSS.

O Estudo “ Avaliagdo de novos marcadores bioquimicos no diagndstico
precoce de sépsis” tem por objetivos: avaliar a utilidade da determinagéo de
novos biomarcadores séricos enquanto auxiliares no diagnostico de sépsis;
determinar o valor de cut-off e parametros de sensibilidade e especificidade
para cada novo marcador de diagnoéstico de sépsis, nomeadamente
hormonas adenocorticotroficas, hormona estimulante da tirdide, nivel de
4cido lactico e hemograma; permitir um diagnéstico precoce de sépsis com

base na utilizagdo destes novos marcadores bioquimicos, permitindo um
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inicio mais rapido da terapia antibiética, menor tempo de internamento e de
terapia, menor mortalidade e morbilidade, e ainda um menor grau de
resisténcias bacterianas em ambiente hospitalar; analise da viabilidade dos
novos biomarcadores como complemento ao diagnéstico clinico. No trabalho
a desenvolver, a investigadora ird& compilar os dados referentes a
quantificagdes dos marcadores bioquimicos a determinar no laboratério
hospitalar e respetivos diagnésticos clinicos de severidade de sépsis, e fara a
analise estatistica dos dados apurados. O trabalho experimental sera
desenvolvido na integra no laboratério de analises clinicas da Hospital Dr.
Nélio Mendonga. As amostras biologicas (sangue) derivados de pacientes
hospitalizados serdo processadas naquele laboratério e desenvolvida a
analise dos parametros bioquimicos a estudar.

O periodo de recolha de dados ocorrera desde Setembro de 2013 até Maio
de 2014, com utilizacdo de dados referentes aos 5 anos anteriores
(registados na Base de Dados Hospitalar). Os dados serdo tratados e
analisados pelos programas informaticos Microsoft Excel e SPSS.

B- IDENTIFICAGAO DAS QUESTOES COM EVENTUAIS IMPLICAGCOES
ETICAS

B.1. Estdo dadas garantias de confidencialidade e anonimato dos
participantes.

B.2. Reconhece-se a pertinéncia dos estudos e o interesse pratico nos
resultados esperados, sendo que a metodologia utilizada salvaguarda os
direitos dos participantes.

C - CONCLUSAO

A CES deliberou dar Parecer Favoravel aos dois Estudos, nos precisos

termos em que os mesmos foram apresentados, por ndo se colocarem
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quaisquer questdes de ordem ética, ressalvando a responsabilidade do Dr.
Nuno Canhoto em fornecer os dados clinicos e laboratoriais de forma

anénima. Nao fica autorizada a recolha de analises extra.

Aprovado em reunido do dia 16 de Setembro de 2013, por unanimidade.
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NOTA: Considerar apenas o texto referente ao “Estudo da utilizagdo de marcadores
bioquimicos no diagnostico de sépsis”.
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ANEXO 3 - Teste de Normalidade da distribuicdo dos dados das variaveis

Shapiro-Wilk
Variaveis
Statistic df Sig.
Leucdcitos ,838 300 ,000
Neutrdfilos ,834 300 ,000
Linfécitos ,880 300 ,000
Mondcitos ,706 300 ,000
Eosindfilos ,046 300 ,000
Eritrécitos ,867 300 ,000
Hemoglobina ,961 300 ,000
Hematécrito ,966 300 ,000
Volume Corpuscular Médio ,948 300 ,000
Hemoglobina Corpuscular
Média ,918 300 ,000
Concentragéo de
Hemoglobina Corpuscular ,904 300 ,000
Média
RDW ,796 300 ,000
Plaquetas ,915 300 ,000
Bilirrubina Total ,319 300 ,000
Bilirrubina Indireta ,538 300 ,000
Bilirrubina Direta ,264 300 ,000
Proteina C reativa ,888 300 ,000
Procalcitonina ,661 300 ,000
Lactato ,719 300 ,000
Idade ,978 300 ,000

Os basdfilos foram omitidos por serem constantes.
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ANEXO 4 — Area sob a curva para a Thil, DBil, PCR, PCT e LACT.

Intervalo de Confianga 95%

Variaveis Area Erro padrdo | Sig. assint6tica
Limite inferior | Limite superior
TBiIl 0,666 0,030 0,00 0,606 0,726
DBil 0,708 0,029 0,00 0,651 0,764
PCR 0,999 0,001 0,00 0,996 1,000
PCT 0,963 0,011 0,00 0,941 0,984
LACT 0,931 0,014 0,00 0,905 0,958

ANEXO 5 — Area sob a curva para LEU, NEU, LIN, ERIT, Hgb, Hct e RDW.

Intervalo de Confianga 95%

Variaveis Area | Erro padrdo | Sig. assintética
Limite inferior | Limite superior
LEU 0,816 0,025 0,00 0,766 0,865
NEU 0,883 0,021 0,00 0,842 0,924
LIN 0,102 0,019 0,00 0,065 0,139
ERIT 0,079 0,015 0,00 0,048 0,109
Hgb 0,077 0,015 0,00 0,047 0,106
Hct 0,061 0,013 0,00 0,034 0,087
RDW 0,906 0,016 0,00 0,874 0,938
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