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Resumo

As dificuldades relacionadas ao diagnostico de sepse particularmente
em pediatria indicam a necessidade de se buscar biomarcadores capazes nao
somente de distinguir as diferentes causa de inflamag¢dao, mas também de
indicar a gravidade dos pacientes. Objetivos: avaliar o comportamento da
Interleucina-8 (IL-8) e Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e sua utilidade
em diferenciar criangas com sepse € quadros correlatos. Métodos: criangas
sépticas foram incluidas prospectivamente e divididas em dois subgrupos:
sepse (GS; n=24) e choque séptico (GCS; n=26). IL-8 ¢ TNF-a foram
medidas a admissao (TO) e 12 horas mais tarde (T12h). Resultados: Os niveis
plasmaticos de IL-8 diferiram estatisticamente entre os momentos de coleta
em ambos os grupos, com diminuicao significante tanto no GCS, quanto no
GS. No GS, em TO [GS: 68,5 (4,8 —412)] e em T12h [GS: 44,9 (4,6 — 229,7)]
- p = 0,034. No GCS, em TO [GCS: 268,8 (17,1 — 508,4)] e em T12h [GCS:
116 (17,5 — 508,4)] - p = 0,001. Também na comparacao entre grupos, houve
diferenca, sendo niveis mais elevados no GCS; em TO: [GS - TO: 68,56
(412,04 — 4,9) vs. GCS - T0: 268,80 (508,36 — 17,1) p=0,008]; em T12h [GS —
T12h: 45 (229,72 — 4,6) vs. GCS — T12h: 116,6 (508,4 — 17,5); p=0,005]. Os
niveis plasmaticos de TNF-a ndo diferiram estatisticamente entre os
momentos de coleta e entre os grupos. Conclusdes: 1L-8 parece ser util no
diagndstico precoce de sepse e choque séptico, sendo relacionada com a

gravidade da doenca.
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Summary

The difficulties related to the diagnosis of sepsis, particularly in
pediatrics, indicate the need to look for biomarkers capable not only of
distinguishing the different causes of inflammation, but also of indicating the
severity of the patients. Objectives: To evaluate the behavior of Interleukin-8
(IL-8) and Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-a) and its usefulness in
differentiating children with sepsis and related conditions. Methods: septic
children were prospectively included and divided into two subgroups: sepsis
(GS; n = 24) and septic shock (GCS; n = 26). IL-8 and TNF-a were measured
at admission (TO) and 12 hours later (T12h). Results: Plasma levels of 1L-8
differed statistically between the collection times in both groups, with a
significant decrease in both GCS and GS. At GS, at TO [GS: 68.5 (4.8 - 412)]
and at T12h [GS: 44.9 (4.6 - 229.7)] - p = 0.034. In the GCS, at TO [GCS:
268.8 (17.1-508.4)] and at T12h [GCS: 116 (17.5-508.4)] - p = 0.001. Also in
the comparison between groups, there was difference, being higher levels in
the GCS; in TO: [GS - TO: 68.56 (412.04 - 4.9) vs. GCS-TO: 268.80 (508.36 -
17.1) p=0.008]; in T12h [GS - T12h: 45 (229.72 - 4.6) vs. GCS-T12h: 116.6
(508.4-17.5); p = 0.005]. Plasma levels of TNF-a did not differ statistically
between collection times and between groups. Conclusions: 1L-8 seems to be
useful in the early diagnosis of sepsis and septic shock, being related to the

severity of the disease.
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1. Introducdio

A sepse, traduzida inicialmente como “Putrefacdo”, decomposicdo de
material organico (MARK, 2002), atualmente, ¢ definida como disfuncao
organica potencialmente fatal causada por resposta desregulada do hospedeiro
a infec¢do (SINGER M, DEUTSCHMAN CS, SEYMOUR CW, et al., 2016).

Todavia, em detrimento dos recentes avan¢os no entendimento de sua
fisiopatologia e da aplicacdo de novos recursos terapéuticos, a incidéncia dos
quadros sépticos esta aumentando e a taxa de mortalidade permanece elevada,
excedendo 50%, na dependéncia da populagdo avaliada (PRESTERL et al.,
1997; ANGUS & WAX 2001; FIORETTO 2003; SHARMA & KUMAR
2003; TETTA et al., 2003; RIVERS et al., 2005; HARTVIG et al., 2006).

A sintomatologia da sepse ¢ inespecifica, o que pode trazer
algumas dificuldades, tais como: erro no diagnostico, particularmente dificil
em criancas ¢ 1dosos; desenvolvimento de cepas microbianas multirresistentes,
frente a demora na retirada e maior utilizacdo de antibidticos; e,
infelizmente, aumento da mortalidade, devido a demora na instituicdo da
terap€utica ja que as alteragdes clinicas e laboratoriais mais tipicas da sepse
sdo tardias, quando ja ha disfung¢do organica.

A constelagdo de sinais e sintomas descritos incluiu taquicardia,
taquipnéia, aumento da temperatura corporal, contagem anormal de leucocitos
no sangue periférico e evidéncia de disfungdo organica (FIORETTO JR 2009).

Em 1992, na conferéncia de consenso, o conceito de “sepse” foi
formalmente publicado pelos membros do American College of Chest
Physicians/Society of Critical Care Medicine (American College of Chest
Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus Conference 1992)

para definir a resposta sistémica a infec¢do. O produto do trabalho desse
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consenso foi a codificagdo de novas e antigas defini¢cdes relativas a infeccao
sistémica para a populagdo de adultos. Surgiu, entdo, o conceito de sindrome
da resposta inflamatoria sist€émica (SRIS), que descreve a resposta organica
comum a uma grande variedade de processos, infecciosos ou nao, como
trauma, queimadura, pancreatite etc (FIORETTO JR 2009).

A Sindrome da Resposta Inflamatoria Sistémica (SRIS) foi
caracterizada pela presenca de duas ou mais das seguintes manifestagdes
clinicas: temperatura corporal > 38°C ou < 36°C; taquicardia (frequéncia
cardiaca [FC] > 90bpm); taquipnéia (frequéncia respiratéria [FR] > 20 rpm);
alteracdo na contagem de globulos brancos (> 12.000cels/mm3) ou
presenca de mais de 10% de células jovens (BONE RC, BALKF RA, CERRA
FB, DELLINGER RP, FEIN AM, KNAUS WA et al., 1992).

A aplicagdo dos critérios estabelecidos pela conferéncia de consenso
de 1992 também encontrou resisténcias entre os intensivistas de adultos logo
depois de sua publicagdo. Os critérios adotados para definicao de SRIS foram
considerados muito amplos € ndo especificos. Havia preocupacao de que um
grande numero de pacientes gravemente enfermos, adultos ou criangas,
manifestassem SRIS sem infeccdo, de forma que individuos sem sepse
poderiam ser diagnosticados e tratados como estando sépticos, considerando-
se os critérios diagnosticos de SRIS adotados pelo consenso (FIORETTO
JR 2009).

Em editorial classico, publicado em 1997, Vincent (VINCENT JL
1997) criticou a legitimacao do conceito de SRIS por sensibilidade excessiva,
falta de conexdo com a fisiopatologia, falta de especificidade e falta de
clareza quanto aos beneficios no cuidado de pacientes e a melhoria de

pesquisas na area (FIORETTO JR 2009).
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Posteriormente, em 2000, o0 mesmo autor considerou problematico que
tanta énfase tivesse sido dada aos quatro sinais de inflamagdo descritos
inicialmente, o que seria uma tentativa de simplificacdo de um processo tao
complexo como a sepse (VINCENT JL 2000).

Em 2001, nova conferéncia de consenso foi conduzida pelas
sociedades de medicina intensiva dos Estados Unidos e da Europa para rever
essas definicdoes (LEVY MM, FINK MP, MARSHALL JC, ABRAHAM E,
ANGUS D, COOK D et al, 2001). Esse novo consenso reafirmou a
importancia do diagndstico precoce de sepse, utilizando critérios clinicos e
laboratoriais, visto que a efetividade de novas estratégias de tratamento estd
diretamente relacionada a rapidez com a qual o diagndstico ¢ estabelecido
(FIORETTO JR 2009).

Na conferéncia de consenso, os niveis séricos de proteina C reativa
(PCR) e de procalcitonina foram incluidos como critérios diagndsticos de
sepse para adultos, entendendo-se que um marcador que seja capaz de
distinguir a resposta inflamatéria a infeccdo de outros tipos de inflamagao
seria de grande utilidade clinica (FIORETTO JR 2009).

Em 2005, foram publicados os resultados da conferéncia de consenso
para as defini¢des de sepse em pediatria sem incluir uma avaliagdo
laboratorial (GOLDSTEIN B, GIROIR B, RANDOLPH A 2005).

Como dito anteriormente, os sinais € sintomas de sepse nao sao
especificos e, algumas vezes, determinam erros de diagndstico, que ja ¢
particularmente dificil em criangas.

Em condigdes basais, o organismo utiliza mecanismos de defesa
imune, locais e inatos especificos, com minima resposta inflamatoria
sistémica, a fim de proteger o epitélio da invasdo de micro-organismos para

assim manter o equilibrio interno. A liberacdo de mediadores inflamatorios
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¢ Dbalanceada simultaneamente por mediadores antiinflamatorios locais
(LEVY 0 2007).

Eventos pr6 e antiinflamatérios sdo continuamente modulados pelo
sistema neuroenddécrino. A SRIS ocorre quando estes mecanismos falham
(MUNFORD RS, PUGIN J 2001).

Os critérios para sepse foram dificeis de serem transpostos para
criangas, visto que utilizavam parametros especificos de adultos. Logo,
para tornar a definicdo de sepse e dos quadros correlatos mais aplicavel para
a pediatria, foram propostas alteragdes nos critérios originais da SRIS,
incluindo valores normais de acordo com a idade para frequéncia
cardiaca (FC), frequéncia respiratdria (FR), pressdo arterial (PA) e
contagem de células brancas periféricas (HAYDEN WR 1994).

Entdo, a SRIS em pediatria foi caracterizada pela presenca de duas ou
mais manifestagdes clinicas, sendo uma destas, obrigatoriamente, alteragao de
temperatura corporal ou alteracdo leucocitdria. Sdo quatro as manifestacoes
clinicas consideradas para o diagnostico: temperatura corporal > 38,5°C ou <
36°C; taquicardia (FC maior do que dois desvio-padrdo acima do normal
para idade e estimulacdo externa estimulo doloroso ou uso de drogas) ou
bradicardia (valida apenas para criancas menores de um ano de idade, definida
como FC média menor do que o percentil 10 para a idade, na auséncia
de estimulo vagal, farmacos beta-bloquedores ou cardiopatia congénita);
taquipnéia (definida como FR média maior do que dois desvios-padrao acima
do normal para a idade ou necessidade de ventilagdo mecanica para um
processo agudo, ndo relacionado a doenca neuromuscular ou a anestesia
geral); leucocitose (ndo relacionada ao uso de corticoide) ou leucopenia (sem
relacdo com quimioterapia) ou neutréfilos imaturos representando mais do que

10% dos neutrofilos totais (GOLDESTEIN et al., 2005)
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A sepse ¢ a causa mais comum de morbidade e mortalidade em
unidades de terapia intensiva pediatrica (UTIP). O diagndstico da sepse pode
ser dificil porque os achados clinicos e laboratoriais sdo semelhantes aos
achados presentes em diferentes niveis de gravidade da SRIS causada por
doengas infecciosas ou nao infecciosas (LANKS et al. 2011).

A progressao das mudancas fisioldogicas que ocorrem na sepse em
direcao a hipoxemia e ao dano tecidual configura o choque séptico (CS). Por
isso, ¢ importante que os pediatras tenham instrumentos que permitam o
reconhecimento ¢ o diagnostico precoce da sepse de maneira que medidas
efetivas para o tratamento da infeccdo possam ser rapidamente implementadas
(LANKS et al. 2011).

O dilema diagnodstico em diferenciar SRIS ndo infecciosa de sepse €
ainda mais complicado pelo fato de que essas condigdes podem ter quadro
clinico muito similar ao quadro dos processos infecciosos e, frequentemente,
predispdem os pacientes a infeccoes secundarias (LANKS et al. 2011).

Além disso, a distincdo entre SRIS ndo infecciosa e sepse € muito
importante do ponto de vista clinico, porque direciona decisdes essenciais de
tratamento (LANKS et al. 2011).

Igualmente, além de diagnosticar a sepse, os pediatras t€ém a tarefa
de monitorar a resposta do paciente ao tratamento em direcdo a cura ou a
progressao para o CS, faléncia de multiplos 6rgaos e obito. As defini¢des para
essas condicdes também ja foram estabelecidas por grupo de intensivistas
pediatricos que focaram primariamente nos parametros fisiologicos de
bem-estar, como indices hemodindmicos, saturagao de oxigénio sanguineo e
sinais de perfusdo de o6rgados alvo (LANKS et al. 2011).

Também, seria grande utilidade clinica um marcador que consiga

distinguir sepse de infec¢do localizada e SRIS de causa ndo infecciosa, ja que



17

que os marcadores tradicionais, como temperatura corporal, FC, FR e
contagem de leucocitos sdo inespecificos. Por outro lado, os biomarcadores
tém o potencial de diagnosticar, monitorar, estratificar e predizer o resultado
da doenga (LANKS et al. 2011).

Uma ampla definicdo dos biomarcadores foi apresentada em 2001 em
um painel de especialistas no National Institute of health (NIh)
(BIOMARKERS DEFINITIONS WORKING GROUP 2001). Esse grupo
descreveu um biomarcador como ‘“‘qualquer caracteristica que seja mensurada
objetivamente e avaliada como um indicador de um processo biologico
normal, processo patogénico ou como resposta farmacoldgica a uma
intervengdo terapéutica”. Nesse sentido, varios parametros clinicos e
fisiologicos usados na avaliacdo da crianca hospitalizada poderiam ser
considerados biomarcadores (LANKS D. GARCIA PCR. PIVA JP 2011).

Por essas dificuldades ¢ que os participantes do Consenso de Sepse de
2001 alertaram que, para o diagndstico de sepse e situagdes correlatas, a
analise clinica ndo era suficiente. Tais observagdes foram confirmadas no
consenso de 2005, quando se enfatizou que os problemas de definicdo de
sepse sdo indicadores da necessidade de determinacao de um marcador, sendo
util enfocar mediadores bioquimicos capazes nao apenas de distinguir a
resposta inflamatoria a infeccdo de outros tipos de inflamagdo, bem como
indicar a gravidade e o progndstico dos pacientes, o que também foi
corroborado pelas diretrizes internacionais para tratamento de sepse grave e
choque séptico, em Berlim, no ano de 2012 (DELLINGER RP et al., 2012).
Portanto, a compreensao da fun¢do dos mediadores bioquimicos na sepse e
quadros correlatos € importante.

Neste contexto, chama ateng¢do as citocinas, que sdo proteinas

mensageiras utilizadas na coordenacdo de processos bioldgicos entre
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populacdes celulares. Seu estudo na resposta imune oferece particular
interesse ndo s6 porque o estabelecimento de uma defesa eficaz depende de
perfeita integragdo entre diversos componentes do sistema imunoldgico e
também porque ao modular processos como proliferagdo, diferenciacao,
apoptose, migragdo, expressdo de marcadores e secre¢ao de proteinas de
forma altamente especifica, sua manipulacdo oferece inestimaveis
oportunidades terapéuticas (GELLER M. SCHEINBERG M 2015).

A comunicacdo por citocinas € um processo complexo que se inicia
por sua secre¢do em resposta a um estimulo celular e segue por transmissao do
sinal por meio de ligacdo a receptores especificos até o nucleo das células-
alvo. Este sinal pode ainda ser modulado segundo a distribui¢ao e constitui¢ao
do receptor, ou pelas moléculas intermedidrias que traduzem o sinal da
membrana ao nucleo (GELLER M. SCHEINBERG M 2015).

Na sepse e no choque séptico, produtos e toxinas bacterianas ativam
células do sistema imunologico para sintetizar mediadores pré-inflamatorios e
citocinas reguladoras antiinflamatérias (SHARMA & KUMAR 2003). Para
que a defesa contra a infec¢do se inicie de maneira eficaz ¢ necessaria
a participagdo de citocinas com funcdo fundamentalmente pro-
inflamatoria, como por exemplo: Interleucina-8; fator de necrose tumoral-
alfa (TNF-a); Interleucina-1(IL-1); Interleucina-6 (IL-6) e Interleucina-12 (IL-
12) (CHIZZONITE et al., 1998; DINARELLO, 2000; GOLDMANN et al.,
2005; MIZUNO et al., 2005).

A IL-6 ¢ a maior estimulante da sintese de proteinas hepaticas, como
a PCR. Além das citocinas anteriormente citadas, ha a liberacdo de fator de
ativacao plaquetéria e de interferon-gama (IFN gama). Essas ultimas, por sua
vez, podem ativar os macrofagos, leucocitos e células endoteliais, perpetuando

o processo (LIVINSTON et al., 1995; FIORETTO 2003). A estimulacao
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produzida pelo TNF—a, IL-6 (FIORETTO 2008) e outras citocinas determina a
liberagdo de procalcitonina (PCT), que amplia o processo inflamatério
(MEISNER 2000; MARISCALCO 2003; SAUER et al., 2003, FIORETTO
2007). A resposta pro-inflamatoria inicial € controlada por moléculas
antiinflamatorias, receptores especificos de algumas citocinas (IL-4, IL-6, IL-
10, IL-11,IL-12 e IL-13) e pelos receptores especificos para IL-1, TNF e IL-
18 (GOLDIE et al., 1995; GOGOS et al., 2000, EMMANUILIDIS et al.,
2002; MARTIN JG 2012).

Em condigdes fisioldgicas, todas essas moléculas comportam-se
como imunomoduladoras e, portanto, limitam o efeito potencialmente
deletério da reacdo inflamatéria. Em condi¢des patoldgicas, a resposta
antiinflamatéria  pode  ser insuficiente para antagonizar a atividade
inflamatoria, ou ao contrario, ser inibidora do sistema imune, deixando o
hospedeiro a mercé da infeccao.

Na sepse, além do processo inflamatdrio, das alteragdes da coagulacao,
do sistema complemento, dos sistemas de ativa¢ao de contato e apoptose, ha o
envolvimento de cerca de 178 biomarcadores, dos quais a proteina C reativa e
procalcitonina foram os mais estudados e, comprovadamente, classificados
como muito uteis na abordagem do paciente pediatrico séptico
(PIERRAKOS C, VINCENT JL 2010).

Em vista da importancia do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e da
interleucina 8 (IL-8) no sistema imunolégico e dos poucos trabalhos
envolvendo tais citocinas, estabelecer suas respectivas dosagens em pacientes
pediatricos sépticos tornou-se instigante.

O TNF-a foi isolado pela primeira vez por Carswell et al., em 1975, na
tentativa de identificar os fatores de necrose tumoral responsaveis pela necrose

do sarcoma Meth A (CARSWELL et al., 1975).
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O TNF-a tem varias fungdes na imunopatologia humana, desde
produzir inflamagdo, proliferacio e diferenciagdo celular, tumorigénese,
replicagdo viral e até induzir a morte celular por apoptose (PLUMEETHAN et
al., 2012).

Em modelos clinicos de sepse, a administragio do TNF-o causa
hipotensdo, ativagdo da cascata de coagulagdo e disfung¢do organica,
confirmando a sua funcdo de mediador na fase aguda (PLUMEETHAN et
al., 2012). In vivo, observou-se aumento nos niveis de TNF-a apos
estimulacio com endotoxinas em voluntarios saudaveis e também em
pacientes com choque séptico causado por bacteremia gram-positiva e gram-
negativa (PLUMEETHAN et al., 2012).

Ha poucos estudos acerca do comportamento do TNF-a em criangas
em choque séptico.

Nos ultimos cinco anos, quatro estudos fizeram meng¢dao ao TNF-a
e sepse/choque séptico em criancas (XU J et al., 2012; XU J et al., 2013;
CHEN DH et al. 2011; PHUMEETHAN S et al., 2012), sendo que trés dos
estudos citaram relacdo positiva entre aumento do nivel desse biomarcador e a
sepse. Ja, um dos estudos, realizado em criancas tailandesas, nao constatou
relacdo entre aumento dos niveis do TNF-a e sepse/choque séptico
(PHUMEETHAN S et al., 2012)

XU J et al.,, em 2012, discriminaram choque séptico por bactérias
gram-negativas de gram-positivas utilizando citocinas pro-inflamatorias e
observaram aumento dos niveis de TNF-a em pacientes com choque séptico,
principalmente por bactérias gram-negativas. No ano seguinte, XU J et
al. relataram o desenvolvimento de wum sistema de pontuacdo de
citocinas para avaliar a gravidade do choque séptico em pacientes

oncologicos, evidenciando aumento significativo dos niveis de TNF-a
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naqueles com elevado indice de mortalidade, avaliado pelo Indice Pediétrico
de Mortalidade (score PIM).

Em agosto de 2011, também na China, Chen DH et al,
avaliaram o significado do receptor Toll like-4 (TLR4) em criangas com
sepse grave e sugeriram que as alteracoes de expressio do TLR4
associadas as citocinas pré inflamatérias, dentre elas o TNF-a, seria util
como parametro preditivo para diagndstico precoce e avaliagao da gravidade
da sepse.

Esses estudos indicam que os conhecimentos a respeito da participagao
do TNF-a ainda sdo insuficientes.

Outra citocina de interesse nos quadros de infec¢des graves € a IL-8.

A IL-8 ¢ produzida, principalmente, por mondcitos e macrofagos e, em
menor quantidade, por fibroblastos, células endoteliais, queratinocitos,
melandcitos, hepatocitos e condrocitos. Seus estimulos normalmente sdo a IL-
1, TNF-a e fator de necrose tumoral gama. Em contrapartida, pode ser inibida
por corticosteroides e ciclosporina A (BAGGIOLINI M et al., 1994).

A principal a¢do da IL-8 € o grande estimulo migratorio para as células
do sistema imune, principalmente neutrofilos, determinando aumento da
expressao de moléculas de adesdao por células endoteliais (ZWAHLEN R et.
al., 1993). Particularmente, frente a processos infecciosos, a IL-8 apresenta
papel principal no ambito do direcionamento migratorio e ativacao de células,
tais como neutrofilos (DANIEL et al., 2005). Ja € conhecido o seu papel na
resposta do hospedeiro a infecgdes como pneumonia e sepse (REMICK DG,
2005). Em vista do papel bioldgico desta interleucina e a praticidade da
realizagdo de sua dosagem, ha estudos realizados para demonstrar a utilidade
potencial da IL-8 no diagndstico precoce de infeccdes bacterianas

sistémicas, particularmente em neonatos (HARRIS MC et. al., 2005).
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Assim como com o TNF-a, sdo escassos os trabalhos acerca do
comportamento da IL-8 em criancas sépticas e/ou em choque séptico fora do
periodo neonatal.

Nos ultimos cinco anos, somente trés trabalhos citaram a relagao entre
IL-8 e pacientes sépticos e/ou em choque séptico. Dois dos trabalhos
mencionaram uma relagdo positiva entre aumento do nivel da IL-8 e
sepse/choque séptico (KAPLAN & WONG, 2011; WONG HR, 2012). Um
unico trabalho nao considerou relagdo positiva entre o referido biomarcador e
as doencas em questao (CALFEE CS et. al., 2010).

O trabalho norte-americano, de mar¢co de 2011, de Kaplan ¢ Wong,
sugeriu que a IL-8 pode ser utilizada para estratificar criangas com choque
séptico com alta chance de sobrevida com tratamento habitual.

Em maio de 2012, Wong HR, em trabalho realizado também nos
Estados Unidos, citou a IL-8 como marcador relevante em criangas com
choque séptico.  Entretanto, em outro estudo americano, realizado em junho
de 2010, de Calfee CS et. al., foi citado que a IL-8 ndo ¢ eficaz para
estratificar pacientes em choque séptico dependentes de vasopressor.

Portanto, frente aos escassos trabalhos acerca dos niveis de TNF alfa e
IL-8 e, principalmente, para identificar e, consequentemente, instituir o
tratamento precocemente no paciente pediatrico com sepse/choque séptico,
esse trabalho visa determinar o comportamento do TNF alfa da IL-8 em

criangas em sepse e/ou choque séptico.
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2 — Objetivos

Os objetivos do estudo foram:

1- Estudar o comportamento dos niveis plasmaticos de IL-8 e TNF-a
em criangas com diagndstico de sepse ou choque séptico;

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

3 - Verificar se IL-8 e TNF-a sdao indicadores de gravidade dos
pacientes, sendo capazes de discriminar criangas com diagndstico de sepse

daquelas com choque séptico.
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3 .Pacientes, Materiais e Métodos

3.1 Pacientes, Defini¢oes e Monitorizagao

No periodo consecutivo de janeiro de 2004 a dezembro de 2005,
criangas de 28 dias a 14 anos de idade, admitidas na UTI-Pediatrica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu com diagnostico
de sepse ou choque séptico, foram incluidas prospectivamente no estudo.

A UTI-Pediatrica tem sete leitos e estd inserida no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP, hospital terciario de
referéncia da regido centro-sul do Estado de Sao Paulo (DIR 11), atendendo
uma meédia de 25 pacientes por més. A unidade conta com equipe
multidisciplinar composta por enfermeiros, fisioterapeutas e médicos
devidamente treinados, sendo todos os médicos diaristas ¢ 100% dos
plantonistas titulados em medicina intensiva. Além disso, a unidade ¢
credenciada pela Associacdo de Medicina Intensiva Brasileira como Centro
Formador de Intensivistas Pediatricos.

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

Sepse foi definida de acordo com os critérios estabelecidos pela

Conferéncia de Consenso de 2001, publicada em 2003 (LEVY et al., 2003),
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associada a inclusdo de valores normais de acordo com a idade para algumas
variaveis biologicas, segundo HAYDEN (1994) e GODSTEIN et al. (2005).

SRIS em pediatria foi caracterizada pela presenca de duas ou mais
manifestagdes clinicas, sendo, obrigatoriamente, uma destas alteragdo de
temperatura corporal ou alteracdo leucocitdria. S3o quatro manifestagoes
clinicas: temperatura corporal > 38,5°C ou < 36°C; taquicardia (FC maior do
que dois desvio-padrdo acima do normal para idade e estimulacdo externa
_ estimulo doloroso ou uso de drogas) ou bradicardia (valida apenas para
criangas menores de um ano de idade, definida como FC média menor do
que o percentil 10 para a idade, na auséncia de estimulo vagal, farmacos
beta-bloquedores ou cardiopatia congénita); taquipnéia (definida como FR
média maior do que dois desvios-padrdao acima do normal para a idade ou
necessidade de ventilacdo mecanica para um processo agudo, nao relacionado
a doenca neuromuscular ou a anestesia geral); leucocitose ou leucopenia ou
neutrofilos imaturos representando mais do que 10% dos neutrofilos totais
(GOLDESTEIN et al. 2005).

Choque séptico foi definido como sepse associada a disfungdo
cardiovascular. Disfun¢do cardiovascular foi caracterizada quando, apesar da
administragdo intravenosa de 40 mL/kg de salina isotOnica, em uma hora,
algum dos seguintes pardmetros estava presente: Hipotensdo, PA menor do
que o percentil cinco para a idade ou Pressdo Arterial Sistolica menor que dois
desvios padrao do normal para a idade OU necessidade de droga vasoativa
(Dopamina > 5 pg/kg/min; ou Dobutamina, Epinefrina ou Norepinefrina em
qualquer dose) para manter PA normal, OU dois dos seguintes itens: acidose
metabodlica sem causa aparente (Déficit de Base maior que -SmEq/L); aumento

do lactato arterial (maior que duas vezes o limite superior da normalidade);
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oligaria (débito urindrio menor que 0,5 mL/kg/h); perfusdo periférica lenta (>
5 segundos); diferencial entre temperatura central e periférica maior que 3°C.
Seguindo estas defini¢cdes, os pacientes foram distribuidos em dois
grupos de estudo, a admissao: Grupo Sepse (GS) e Grupo Choque Séptico
(GCS). A classificagao dos pacientes em sepse € choque séptico foi realizada
pelo médico diarista e reavaliada por todo o grupo em duas visitas gerais

durante a semana

3.2 — Criterios de exclusao

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

sepse ou choque séptico.

3.3 - Coleta de sangue e separacdo do plasma

A primeira coleta de sangue para a determinacdo dos niveis dos
mediadores bioquimicos foi realizada em tempo inferior a oito horas do
diagnostico clinico das sindromes, para avaliar sua utilidade como forma de
diagnosticar sepse, sendo este momento considerado o tempo zero (TO) de

avaliacdo. Passadas 12 horas da primeira coleta, nova amostra foi obtida
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(tempo 12 horas — T 12h). Os resultados das anélises bioquimicas nao foram
disponibilizados para os médicos diaristas.

Para a determinacdo dos niveis plasmaticos de IL-8 e de TNF alfa
foram coletados sangue em cateter posicionado em veia central, sendo, no TO,
5 mL e 3 mL de sangue no T12h. Apds a coleta, o sangue foi imediatamente
colocado sob refrigeragdo e, em prazo nao superior a oito horas, o material foi

centrifugado para dosagem dos mediadores no plasma.

3.4 — Método de ELISA para dosagens de IL-8 ¢ TNF-a

As dosagens de IL-8 e TNF-a foram realizadas utilizando ensaio
imunoenzimatico (ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay), por meio
do sistema Duo Set (R&D Systems, Minneapolis, USA). Resumidamente,
100pL do padrao e amostras foram adicionados a 96 alvéolos de microplacas,
as quais foram incubadas durante duas horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, foram realizadas trés lavagens das placas e, logo apos,
adicionados 100uL. do anticorpo de deteccdo e avidina conjugada com
peroxidase (Pharmingen®), diluidos a 1:250 em PBS (solugdo salina
tamponada com fosfato) e 10 % de BSA (Sigma® - soro albumina bovina). O
tempo de incubacao foi de uma hora a temperatura ambiente, seguida de nova
lavagem. Apos este periodo, foi adicionado o substrato para revelacdo da
reagdo. O tampao utilizado foi o citrato-fosfato pH=4,9, adicionado de TMB
(Pharmingen®-Tetrametilbenzidina) 0,lmg/mL e 2uL. de H,O, a 30% para
cada 10% de tampao. O tempo de revelagdo foi de 30 minutos e a solucao de
bloqueio utilizada foi H,SO, 2N. A determinacao da densidade oOptica da
amostra foi obtida utilizando o leito de microplacas com comprimento de onda

fixado em 450nm. A dose minima detectdvel foi de 2,34 pg/mL e os
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coeficientes de variacdo entre-ensaio e intra-ensaio foram de 8% e 3,6%,
respectivamente.

A sensibilizacdo das placas de 96 alvéolos foi realizada conforme o
procedimento estabelecido pelo fabricante. Resumidamente, microplacas
(TTP- Immunomaxi) foram sensibilizadas pela adicao de 100uL de anticorpo
monoclonal anti-IL-6 (Pharmingen®) previamente diluido 1:250 em tampao
carbonato-bicarbonato, pH=9,4. O periodo de incubagdo foi de 18 horas a
4°C. Apds este periodo a placa foi lavada quatro vezes com PBS adicionado
de 0,05% de Tween 20 (PBST). Para eliminacdo de reacdes nao-especificas,
as placas foram tratadas com 200uL/alvéolo da solugao PBS pH=7,0
adicionada de 10% de BSA seguido de nova incubacdo de duas horas a
temperatura ambiente e lavadas com PBST, apdés a realizacdo deste

procedimento.

3.5 — Analise Estatistica

Os grupos sepse e choque séptico foram comparados quanto a idade e
sexo dos pacientes e foco primario de infeccdo a admissdo. Os niveis
plasmaticos de IL-8 e TNF-o foram comparados nos dois momentos de
avaliagdo (TO e T12h) dentro de cada grupo e entre os grupos de estudo.

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

Para comparar os niveis plasmaticos de IL-8 ¢ TNF-a nos dois tempos
de avaliagdo e entre grupos foi utilizada a analise de medidas repetidas em

grupos independentes (STREINER & NORMAN 1994).
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Todas as conclusdes foram discutidas no nivel de 5% de significancia

4 — Resultados

Os grupos sepse e choque séptico foram comparados quanto a idade e
sexo dos pacientes e foco primario de infec¢do a admissdo. Os niveis
plasmaticos de IL-8 e TNF-o foram comparados nos dois momentos de

avaliagdo (TO e T12h) dentro de cada grupo e entre os grupos de estudo.

4.1 — Inclusao e exclusdo dos pacientes

Dos 689 pacientes admitidos na UTI Pediatrica durante o periodo do
estudo, 59 pacientes preencheram os critérios diagnosticos de Sepse (GS) e 65
de Choque Séptico (GCS).

Do GS foram excluidos 35 pacientes (2 por uso de antibidticos por
mais de 24 horas; 4 em pos-operatorio; 2 por doenga neurologica degenerativa
e 23 por volume insuficiente de soro) e, do GCS, 39 pacientes foram excluidos
(12 por uso de antibidticos hd mais de 24 horas; 3 por doenga inflamatoria
cronica em atividade; 2 por doenca neuroldgica degenerativa; 2 por uso
prolongado de corticéides; 3 por 6bito antes da coleta do material e 17 por
volume insuficiente de soro).

Logo, foram estudados 50 pacientes, sendo 24 do GS e 26 do GCS.
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A figura 1 ilustra o fluxograma de inclusdo e exclusdao dos pacientes.

Total de Internacdes
n= 6890
Diagnostico de Sepse Diagnostico de
Choque Séptico
n=>359 n =05
Exclusio de Sepse Exclusio de
Choque Séptico
n=335 n=3%
5 - Total GC5 - Total
n=24 n=26

Figura 1 — Fluxograma de inclusao e exclusao dos pacientes.

n = numero de pacientes; GS = grupo sepse; GCS = grupo choque séptico.

4.2 - Comparacao dos grupos — Caracteristicas gerais

Os grupos nao diferiram estatisticamente quanto a idade (GS: mediana
= 17 meses e varia¢ao de 2 a 139; GCS: mediana = 17 meses e variacao de 1,5
a 204; p > 0,05) e sexo (masculino — GS = 14; GCS =14 - p > 0,05 e
feminino — GS = 10; GCS =12 - p > 0,05).
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Os pulmdes foram o foco primdrio de infec¢do na maioria dos pacientes
do GS [pulmdo: 19 (79,2%); sistema nervoso central: 1 (4,2%);
gastrointestinal: 3 (12,5%); urinario: 1 (4,2%); p < 0,05 comparando pulmao
com os demais]. No GCS houve predominio tanto do foco pulmonar como do
gastrointestinal [pulmao: 8 (30,8%); gastrointestinal: 8 (30,8%); sistema
nervoso central: 4 (15,4%); cutaneo: 2 (7,7%); infeccao corrente sanguinea: 2

(7,6%); hepatico: 1 (3,8%); indeterminado: 1 (3,8%)], como apresentado na

Figura 2.
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Figura 2 — Comparacao dos grupos sepse (em barras azuis) e choque séptico (em barras
vermelhas) quanto aos focos de infecgdo. SNC = Sistema Nervoso Central; ICS = Infeccao

de corrente sanguinea.
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4.3 — Marcadores Bioquimicos

4.3.1 — Fator de Necrose Tumoral Alfa

Comparagdo entre os momentos de coleta

Os niveis plasmaticos de TNF-a nao diferiram estatisticamente
entre os momentos de coleta em ambos os grupos: GS, em TO [13,3 (1,0 —
586,3)] e em T12h [10,4 (0,5 — 792,3)] - p = 0,277 (figura 3, painel A); GCS,
em TO [19,2 (0,3 —242,7)] eem T12h [18,6 (0,1 —276,6)] - p =0,144. (figura
3, painel B).

Comparagdo entre os grupos

Os niveis plasmdaticos de TNF-o ndo diferiram estatisticamente
entre os grupos no momento TO [GS - TO: 13,36 (586,33 — 1,0) vs. GCS - TO:
19,21 (242,66 — 0,32); p=0,793 (figura 4, painel A). No momento T12h,
igualmente, nao houve diferenga estatistica significante entre os grupos [GS —
T12h: 10,44 (792,3 — 0,6) vs. GCS — T12h: 18,61 (276,6 — 0,08) — p=0,946].
(figura 4, painel B)



TNF alfa no GS

TNF alfa no GCS

Figura 3 - Representacdo dos niveis de Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF alfa;
pg/mL) relativos aos tempos zero (T0) e 12 horas (T 12h) de avaliacéo para o gupo
sepse (GS — Painel A) e grupo choque séptico (GCS — Painel B) na forma de grafico
de cinco pontos de Tukey. As bordas inferiores dos retan gulos indicam os percentis 25,
as linhas horizontais dentro dos retadngulos marcam as medianas e as por¢des
superiores indicam os percentis 75. As barras acima e abaixo dos retangulos indicam
0s percentis 90 e 10, respectivamente, e 0s circulos vazios representam 0s valores
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34

ns
600 | A

500 7

400 7

300 7

200 7

100 7 _T_

TNF alfano TO

GS GCS

ns
700 ]

600 7 o
500 7
400 7

300

o
200 7 =
100 7

GS GCS

TNF alfanoT12

Figura 4 - Representacdo dos niveis de Fator de necrose tumoral alfa (TNF alfa;
pg/mL) relativos aos grupos sepse (GS) e choque séptico (GCS) de avaliagdo para o
tempos zero (TO — Painel A) e 12 horas (T 12h — Painel B) na forma de gréafico de
cinco pontos de Tukey. As bordas inferiores dos reténgulos indicam 0s percentis 25,
as linhas horizontais dentro dos retadngulos marcam as medianas e as por¢des
superiores indicam os percentis 75. As barras acima e abaixo dos retangulos
indicam os percentis 90 e 10, respectivamente, € 0s circulos vazios representam os
valoresindividuais. ns: n&o significante (An alise de Medidas Repetidas).
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4.3.2 — Interleucina 8

Comparacgdo entre os momentos de coleta

Os niveis plasmaticos de IL-8 diferiram estatisticamente entre os
momentos de coleta em ambos os grupos, com diminui¢do significante tanto
no GCS, quanto no GS. No GS, em TO [GS: 68,5 (4,8 —412)] e em T12h [GS:
44,9 (4,6 —229,7)] - p = 0,034 (figura 5, painel A)). No GCS, em TO [GCS:
268,8 (17,1 — 508,4)] e em T12h [GCS: 116 (17,5 — 508,4)] - p = 0,001.
(figura 5, painel B).

Comparagdo entre os grupos

Os niveis plasmaticos de Interleucina-8 foram significantemente
mais elevados no GCS [GS - T0: 68,56 (412,04 — 4,9) vs. GCS - TO: 268,80
(508,36 — 17,1); p=0,008 (figura 6, painel A) tanto no TO quanto no [GS —
T12h: 45 (229,72 — 4,6) vs. GCS — T12h: 116,6 (508,4 — 17,5); p=0,005.
(figura 6, painel B).
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Figura 5 - Representacédo dos niveis de interleucina-8 (IL-8; pg/mL) relativos aos
tempos zero (TO) e 12 horas (T 12h) de avaliacéo para o grupo sepse (GS — Painel
A) e grupo choque séptico (GCS — Painel B) na forma de grafico de cinco pontos de
Tukey. As bordas infenores dos retangulos indicam os percentis 25, as linhas
horizontais dentro dos retdngulos marcam as medianas e as porgées supernores
indicam os percentis 75. As barras acima e abaixo dos retangulos indicam os
percentis 90 e 10, respectivamente, e 0s circulos vazios representam 0s valores
individuais.*: p<0,05.
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Figura 6 - Representacéo dos niveis de interleucina-8 (IL-8; pg/mL) relativos aos
grupos sepse (GS) e choque séptico (GCS) de avaliacao para o tempos zero {TO -
Painel A) e 12 horas (T 12h — Painel B) na forma de gréafico de cinco pontos de
Tukey. As bordas inferiores dos retangulos indicam os percentis 25, as linhas
horizontais dentro dos retadngulos marcam as medianas e as por¢ées superiores
indicam os percentis 75. As barras acima e abaixo dos retédngulos indicam os
percentis 90 e 10, respectivamente, e 05 circulos vazios representam os valores
individuais.®: p<0,05. (Anélise de Medidas Repetidas).
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5 - Discussao

A sepse e o choque séptico constituem-se em grandes desafios para a
medicina intensiva, estando entre as maiores causas de morbidade e Obito nas
modernas unidades de tratamento intensivo (CASADO-FLORES et al., 2003).
Recentes estimativas indicam que ha mais de 750.000 casos de sepse nos
Estados Unidos por ano e cerca de 200.000 desses casos evoluem para obito
(CHANG-LEE et al., 2007 ANGUS & WAX, 2001, RHODES A et al., 2016,
DAVIS AL et al., 2017). Ha necessidade prioritaria de identificacdo precoce
de pacientes com alto risco de evolu¢do para o obito por meio de pronta
analise laboratorial ou de prova clinica consistente de rapida realizagdo.
Entretanto, muitos desses pacientes, inicialmente, encontram-se em servigos
de emergéncia e podem ter o diagndstico de sepse atrasado em func¢do das
investigagdes iniciais habituais (STREHLOW et al., 2006).

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

Na conducdo dos doentes sépticos, a identificagdo/diagnostico precoce
da infeccdo ¢ o elemento que tem o maior impacto sobre o curso clinico,
tratamento e sobrevida dos pacientes. Tanto € assim que, em 2004,
DELLINGER et al. publicaram o Surviving Sepsis Campaign e,

posteriormente, RIVERS et al., em 2005, relataram a importancia das
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primeiras seis horas de atendimento e das primeiras 24 horas de internacao,
respectivamente, golden hour e silver day. Estes protocolos alertaram para o
fato de que o diagnodstico deve ser realizado o mais cedo possivel.

Como descrito anteriormente, os primeiros sinais clinicos de sepse nao
sdo, habitualmente, tipicos ou especificos. Consequentemente ha a
necessidade de se encontrar mediadores confidveis da resposta inflamatéria a
infeccgao.

Nesse contexto, a determinacdo de biomarcadores em diagnostico,
monitorizagdo ¢ estratificagdo de criangas sépticas em medicina intensiva
pediatrica ¢ muito importante (KAPLAN JM and WONG HR 2011).

Em vista da importancia do diagnostico precoce de sepse, da PCT e da
PCR ja terem sido incluidas entre os critérios diagnosticos de sepse em adultos
e, também, em razao da escassez de estudos em pediatria que tenham avaliado
mediadores de infecgdo grave, objetivamos estudar o comportamento dos
niveis plasmaticos de TNF alfa e IL-8 em criangas com sepse/choque séptico.

No presente estudo, a maior frequéncia dos pulmdes como foco
primdrio de infeccdo seguiu a tendéncia atual de a insuficiéncia respiratoria
aguda ser a principal causa de admissdo em nossa unidade (CARPI 2003;
FERRARI & FIORETTO 2003). Sendo assim, obervamos que o referido foco
primario foi o de maior prevaléncia em ambos os grupos. Merece destaque,
também, o foco gastrointestinal, que esteve presente em nuimero relevante no

GCS, na mesma proporcao que o foco pulmonar.
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5.1 - Caracteristicas dos pacientes

Estimativa acurada da incidéncia da sepse ¢ obviamente dificil devido
aos problemas relacionados com a definicdo do quadro, heterogeneidade das
populacdes avaliadas e tipos de hospitais (ANGUS & WAX, 2001). No
entanto, h4d descricio de aumento de incidéncia de sepse em adultos
(SHARMA & KUMAR, 2003). No presente estudo, a prevaléncia de sepse e
dos quadros correlatos foi de 18 %.

A idade e o sexo dos nossos pacientes nao diferiram de relatos de outros
autores (HATHERILL et al., 2000; CASADO-FLORES et al., 2003;
ARKADER et al., 2005), refletindo as caracteristicas da populagdo atendida
pela UTI-Pediatrica (FIORETTO et al., 1993; PAIVA et al., 2006). Da mesma
forma, a maior frequéncia dos pulmdes como foco primario de infec¢do seguiu
a tendéncia atual de a insuficiéncia respiratoria aguda ser a principal causa de
admissao em nossa unidade (FERRARI & FIORETTO, 2003; FIORETTO et
al., 2004). Ja& o foco gastrointestinal, apresentou-se na mesma propor¢ao do
foco pulmonar em pacientes do grupo Choque Séptico, o que pode estar
relacionado ao atendimento especializado de pacientes com doenga
gastrintestinal pelo servico de Gastrenterologia Pediatrica, referéncia na

regiao.

5.2 — Interleucina 8

Segundo ZWAHLEN R et.al. (1993), a principal acdo da IL-8 ¢ o
estimulo migratoério das células do sistema imune, principalmente neutrofilos,

determinando aumento da expressdao de moléculas de adesdo por células
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endoteliais. Particularmente, frente a processos infecciosos, a IL-8 apresenta
papel principal no ambito do direcionamento migratorio e ativacao de células,
tais como neutrofilos (DANIEL et al., 2005). REMICK DG (2005) citou que o
papel da IL-8 ja € conhecido na resposta do hospedeiro a infecgdes como
pneumonia e sepse. Em vista do papel bioldgico desta interleucina e a
praticidade da realizagdo de sua dosagem, ha estudos realizados para
demonstrar a utilidade potencial da IL-8 no diagnoéstico precoce de infecgdes
bacterianas sistémicas, particularmente em neonatos (HARRIS MC et. al.,
2005). Entretanto, em criancas sépticas, depois do periodo neonatal, ha
poucos estudos envolvendo os niveis séricos dessa interleucina.

Em 2004, HORISBERGER T et al. (2004) nao observaram diferenga
significante entre o grupo de doentes e o grupo controle em trabalho que
objetivou avaliar a eficacia diagnostica de G-CSF (fator estimulador de
colonias leucocitarias) e interleucina-8 no diagnostico de infec¢do bacteriana
de recém-nascidos e criangas criticamente doentes.

BENTLIN MR et al. (2007), em trabalho realizado na Unidade de
Terapia Intensiva Neonatal do Hospital das Clinicas de Botucatu,
demonstraram que a IL-8 na urina dos prematuros em sepse tardia ¢ um
método diagnostico preciso e vidvel.

WONG HR et al. publicaram trés trabalhos nos quais abordaram a IL-8:
a) em 2008, foram dosados os niveis séricos de IL-8 de criangas em choque
séptico e observou que niveis inferiores a 220 pg/mg obtidos nas primeiras
24h da admissao determinam alta probabilidade de sobrevivéncia (WONG HR
et al. 2008); b) em 2012, foi publicado resumo da literatura que avaliou a
associagdo de genes e estudos de expressao de citocinas envolvidas na sepse e
choque séptico de criancas, sendo constatado que a IL-8 foi importante

marcador no choque séptico (WONG HR et al. 2012); c) em 2014,
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estabeleceram uma plataforma, denominada PERSEVERE, utilizando as
concentracdes séricas das citocinas CCL3, IL-8, HSPA1B, GZMB, MMPS§
dosadas nas primeiras 24h de admissdo, que constatou de forma confidvel a
probabilidade de mortalidade de pacientes pediatricos em choque séptico
(WONG HR et al. 2014).

No ano de 2014, BENKOE et al. (2014) avaliaram retrospectivamente
os niveis de IL-8 em recém-nascidos (RNs) com diagnéstico de Enterocolite
Necrosante (NEC) que foram submetidos a tratamento clinico e cirargico e
constataram que os RNs tratados cirurgicamente apresentaram niveis médios
de IL-8 significativamente superiores aos tratados clinicamente, inferindo-se
que tal dosagem ¢ importante na tomada de decisdes em relacdo a realizar ou
ndo cirurgia nesses pacientes.

Ja em 2015, MIN ZHOU et al. (2015), em estudo realizado com RNs,
demonstraram que a IL- 8 apresenta precisdio moderada para diagnosticar
sepse neonatal, sendo fundamental a associagdo de manifestagdes clinicas e
demais exames laboratoriais.

Em nosso estudo, demonstramos que os niveis plasmaticos de IL-8
diferiram estatisticamente entre os momentos de coleta em ambos os grupos e,
ao compararmos os dois grupos em ambos os momentos, também detectamos
diferencas significativas. No grupo sepse, os niveis plasmdticos de IL-8
diminuiram significantemente de TO para T12h. O mesmo comportamento foi
observado no grupo choque séptico.

Esse decréscimo nos valores de IL-8 de TO para T12h pode ser
explicado pela cinética dessa citocina pro-inflamatoéria. Segundo, SCHULTZ
C et al, em 2002, em trabalho realizado com recém-nascidos (RNs) a termo e

prematuros, o fendmeno denominado imunoparalisia, configura a queda dos
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niveis IL-8 em adultos e RNs trés horas apds estimulagdo com
lipopolissacarideo.

Acerca da comparacdo entre os grupos, observamos que em TO os
niveis plasmaticos de IL-8 foram significantemente mais elevados no GCS
que no GS, fato que se manteve no momento T12h. Quando comparamos o0s
valores de IL-8 nos grupos sepse ¢ choque séptico podemos observar que os
valores no GCS forma significantemente mais elevados do que os valores do
GS, o que poderia nos fazer inferir que a IL-8 pode ser utilizada como
marcador de maior gravidade, sendo capaz de diferenciar criangas com choque
séptico daquelas com sepse. Infelizmente, ndo ha dados na literatura para
permitir discussdo com nossos resultados em criangas com sepse depois do

periodo neonatal.

5.3 — Fator de Necrose tumoral alfa

Segundo PLUMEETHAN et al. (2012), o TNF-a tem varias fungdes
na imunopatologia humana, desde produzir inflamacdo, proliferacio e
diferenciacdo celular, tumorigénese, replicacdo viral e até induzir a morte
celular por apoptose. Em modelos clinicos de sepse, a administracao do TNF-
o causa hipotensdo, ativacao da cascata de coagulacdo e disfun¢dao organica,
confirmando a sua fun¢do de mediador na fase aguda (PLUMEETHAN et al.,
2012). In vivo, observou-se aumento nos niveis de TNF-a apos estimulacao
com endotoxinas em voluntdrios saudaveis e também em pacientes com

choque séptico causado por bacteremia gram-positiva e gram negativa

(PLUMEETHAN et al., 2012).
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Assim como com a IL-8, ha poucos estudos acerca do comportamento
do TNF-a em criangas em choque séptico.

HASSET S. et al. (2006) publicaram estudo realizado em recém-
nascidos que constatou que o TNF-q, liberado apds infeccodes, pode suprimir
as respostas de monocitos a agentes bacterianos.

Em 2009, KUMAR S e RIZVI M (2009), estudaram a associagao dos
niveis de TNF-a, detectado por imunoensaio enzimatico, em pacientes
pediatricos sépticos por diversos agentes etioldgicos € constataram que em
culturas positivas, em geral, e em infecgdes por gram positivos, em particular
,houve aumento significativo nos nivel sérico de TNF-a.

Em oposicdo aos nossos resultados, em 2013, XU XJ et al. (2013)
avaliaram um sistema de pontuacdo que envolvia a dosagem de quatro
citocinas, IL-6, IL-10, TNF-a e interferon gama, pelo método de matriz de
citometria, em pacientes oncologicos pediatricos em Choque Séptico e
constataram bom desempenho para estabelecer gravidade da doenca e
predi¢cdo de mortalidade.

Também em 2013, XU XJ et al. (2013), avaliaram a capacidade de
citocinas inflamatérias discriminar choque séptico por bactérias Gram
positivas e Gram negativas em pacientes oncologicos pediatricos, sendo
constatado que IL-6, IL-1 e TNF-a foram significativamente mais elevados no
choque séptico causado por bactérias gram negativas, sendo importante para
adequacao dos antibidticos usados na terapéutica desse perfil de pacientes.

Em nosso estudo, demonstramos que os niveis plasmaticos de TNF-a
ndo diferiram estatisticamente entre os momentos de coleta em ambos os

grupos e, também, comparando-se os dois grupos nos dois momentos.
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5.4 - Limitagoes e Implicacoes do Estudo

Algumas limitagdes deste estudo merecem consideragdo. A utilizacao
de critérios clinicos para o diagndstico pode ter introduzido um viés de
classificacdo dos pacientes. No entanto, como as dosagens ndo foram
disponibilizadas a equipe, visto que foram analisadas bem depois das
avaliagdes clinicas, os médicos assistentes ndo foram influenciados pelos
mesmos, fazendo com que a falta de um padrao-ouro de diagnostico nao
comprometesse nossos resultados. Também, a influéncia de diferentes classes
de antibioticos sobre os niveis de TNF-a e de IL-8 ndo pode ser desprezada,
assim como a influéncia do tipo de disfungdo orgéanica, bem como o foco
primario de infeccdo, uma vez que no GCS houve concomitincia entre os
sitios pulmonar e gastrointestinal como sitio primario de infecgao.

Outro dado importante a se considerar ¢ a relagdo entre as citocinas
pré e anti-inflamatorias. Sabe-se que, muitas vezes, a evolucdo de quadros
infecciosos para quadros graves pode nao ser relacionada somente as citocinas
pré-inflamatérias, mas também ao desequilibrio das citocinas anti-
inflamatorias. Consequentemente, seria interessante se contrapus€ssemos
citocinas antiinflamatorias as dosagens da IL-8.

Outra limitacao a ser considerada ¢ a questdo dos agentes etioldgicos
envolvidos com os processos infecciosos pois agentes diferentes podem causar
estimulos diferentes. Entretanto esta anélise ndo pode ser feita em decorréncia
de possuirmos poucos resultados de cultura com o isolamento do agente em
questao.

Portanto, seria muito mais facil se houvesse um teste laboratorial capaz

de detectar a presenca de infeccdo grave. Entretanto, o corpo humano ¢
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extremamente complexo e, embora, a IL-8 possa ser um marcador biologico
util de infec¢do, ndo podemos considera-lo “o” marcador.

Sendo assim, a confiabilidade de um marcador biologico para
sepse/choque séptico depende da precisao do diagndstico clinico, que deve ser
perseguida intensamente pelo aprimoramento das definigdes clinicas,

principalmente em pacientes pediatricos.
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6. Conclusoes

1- Os niveis plasmaticos de IL-8 permitem diferenciar sepse de choque
séptico, sendo maiores os niveis plasmaticos nos pacientes com choque
séptico, correlacionando-se diretamente com a gravidade da doenca. Em
ambas as patologias, houve decréscimo nos valores de IL-8 depois de 12 horas
da primeira anélise.

2- Os niveis plasmaticos de TNF alfa ndo permitem a diferenciacao de
sepse e choque séptico a admissdo e ndo se correlacionam com a gravidade

dos pacientes.
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