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RESUMO

Pacientes com neutropenia febril apresentam risco aumentado de infecc¢des
severas e complicagdes da sepse. A ativacdo descontrolada da coagulacdo ¢ uma das
caracteristicas mais marcantes da sepse. O quadro clinico e laboratorial mais caracteristico
desta ativacdo ¢ chamado de coagulagdo intra-vascular disseminada. Do ponto de vista da
fisiopatologia, a coagulacdo intravascular disseminada ¢é caracterizada por ativagdo da
coagulacdo pela expressdo andmala intravascular de fator tissular, pelo consumo de
inibidores naturais da coagulacdo e pela liberagdo excessiva de PAI-1, levando a
hipofibrindlise. O quadro resultante destes processos € a hipercoagulabilidade.

Acredita-se que parte das complicagdes da sepse, entre elas a chamada faléncia
de multiplos o6rgdos, seja decorrente de trombose de microvasos e isquemia tecidual.
Assim, o estudo da coagulagdo intravascular disseminada tem grande relevancia clinica.

A avaliacdo laboratorial da hemostasia em pacientes com sepse e coagulagao
intravascular disseminada ¢ limitada pelo fato de os testes disponiveis ndo ilustrarem de
forma global e completa o resultado de todos estes processos na hemostasia. Além disso, ¢
reconhecido que esta avaliagdo so € relevante se feita em mais de um momento ao longo da
evolucdo do quadro na medida em que mais importante do que medidas isoladas ¢ a
tendéncia de mudanca de varidveis como tempo de protrombina, dimeros D e fibrinogénio.

Por este motivo, os chamados testes globais da hemostasia, capazes de avaliar
de forma mais completa a interacdo de todos os processos citados acima, vém ganhando
importancia nos ultimos anos.

Em pacientes com sepse, o teste de geracdo de trombina ja foi avaliado em
medidas isoladas, mostrando resultados que indicam lentificagdo do processo de ativacao
da coagulagdo. Estes resultados sdo distintos daqueles classicamente aceitos de
hipercoagulabilidade durante as fases iniciais da sepse. No entanto, o numero de estudos
realizados nestes pacientes ¢ escasso, sendo que em nenhum deles foi avaliada a variacao
temporal deste parametro.

Em nosso estudo avaliamos pardmetros do teste da geragdo de trombina em
pacientes com sepse e neutropenia febril. A avaliagdo foi feita no tempo basal, no momento

da febre e apos 48 horas. Além disso, avaliamos os parametros classicos da hemostasia..
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Nossos resultados contrariam a hipotese de presenca de hipercoagulabilidade
nas fases iniciais da sepse. Nenhum parametro do teste de geracdo de trombina mostrou-se

capaz de segregar pacientes com maior risco de evolugdo para choque séptico.
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ABSTRACT

Patients with febrile neutropenia are at increased risk of severe infections and
complications of sepsis. The uncontrolled activation of coagulation is one of the most
striking features of sepsis. The clinical and laboratory most characteristic of this activation
is called disseminated intravascular coagulation. The pathophysiology of disseminated
intravascular coagulation is characterized by activation of coagulation by anomalous
intravascular expression of tissue factor, the consumption of natural inhibitors of
coagulation and excessive release of PAI-1, leading to hipofibrinolysis. The net resulting
picture of these processes is the hypercoagulability. It is believed that some of the
complications of sepsis, including the so-called multiple organ failure, is due to thrombosis
of microvasculature and tissue ischemia. Thus, the study of disseminated intravascular
coagulation has great clinical relevance.

Laboratory evaluation of hemostasis in patients with sepsis and disseminated
intravascular coagulation is limited because the available tests do not depict in a
comprehensive and completely way the results of all these processes in hemostasis.

Moreover, it is recognized that this assessment is only relevant if done in more
than one time-point along during disease progression to capture the trends of variables such
as prothrombin time, D dimers and fibrinogen. For this reason, the so-called global tests of
hemostasis, able to assess more fully the interaction of all the above processes are gaining
importance in recent years.

In patients with sepsis, thrombin generation test has been evaluated on single
measures, showing results that show slowing the process of coagulation activation. These
results are distinct from those classically accepted which assume that hypercoagulability
would be present in early phases of sepsis. However, the number of patients in these studies
is scarce, and none of them evaluated the temporal variation of this parameter.

In our study we evaluated the test parameters of thrombin generation in patients
with sepsis and febrile neutropenia. The evaluation was performed at baseline, at the time
of fever and 48 hours thereafter. In addition, we evaluated classical parameters of
hemostasis. Our results contradict the hypothesis of the presence of hypercoagulabilit in

the early stages of sepsis and deserve further evaluation in larger studies. No parameter of



thrombin generation was able to segregate patients with higher risk to progress to septic

shock.
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1 INTRODUCAO

1.1 - A sepse

1.1.1 — Aspectos gerais

A sepse ¢ uma sindrome clinica caracterizada por resposta inflamatdria
sistémica grave secundaria a uma infeccdo (Bone, Balk et al.,, 1992). A sepse e suas
complicacdes representam atualmente um dos grandes desafios da medicina, afetando
milhares de pessoas em todo mundo e, sendo a principal causa de morte entre pacientes
internados em Unidades de Terapia Intensiva ndo coronariana. O termo sepse foi
originalmente utilizado na pratica clinica para indicar a presenga de bactérias na corrente
sanguinea (bacteremia). Em 1989, Bone et al. estabeleceram uma definicdo para sepse
baseada na presenga de critérios clinicos especificos, associados a evidéncias (clinicas ou
microbioldgicas) da presenca de uma infeccdo (Balk and Bone 1989). Pouco depois, a
observacao de que os sinais clinicos que definiam a sepse também estavam presentes em
pacientes sem evidéncia de infec¢do, mas que apresentavam condigdes caracterizadas pela
presenca de respostas inflamatorias sistémicas (ex: vitimas de trauma grave, queimaduras,
entre outro), levou a introdugao, pela “Society of Critical Care Medicine” e pelo “American
College of Chest Physicians”, do termo Sindrome da Resposta Inflamatoria Sistémica
(SRIS) (Bone, Balk et al., 1992). Esta reposta inflamatoria sist€émica foi definida pela
presenca de pelo menos dois dos seguintes critérios clinicos: (a) hipotermia (temperatura <
36°C) ou febre (temperatura > 38°C); (b) taquicardia (freqiiéncia cardiaca > 90 batimentos/
minuto); (c) taquipnéia (freqliéncia respiratoria > 20 incursdes respiratorias/ minuto) ou
PaCO2 < 32 mmHg; e (d) leucocitose (> 12 mil leucécitos/ mm3) ou leucopenia (< 4 mil
leucocitos/ mm3 ).  Desta forma, a sepse pode ser definida pela SRIS secundaria a uma
infeccdo (Bone, Balk et al., 1992). Apesar desta defini¢do, o diagndstico microbioldgico
definitivo ndo pode ser estabelecido em cerca de um ter¢o ou mais dos pacientes com
manifestagdes clinicas de sepse (Marshall e Reinhart, 2009), sendo suficiente para seu
diagnostico a evidéncia clinica da presenga de uma infec¢do. Quando associada a disfungao
organica ou hipotensdo arterial (pressdo arterial sistolica menor que 90 mmHg ou pressao

arterial média menor que 70 mmHg), a sepse ¢ denominada sepse grave. Quando esta

Introducdo
21



hipotensao ¢ refrataria a reposi¢do volémica adequada, o quadro ¢ denominado de choque

séptico (Bone, Balk et al., 1992) (Brun-Buisson, 2000)

1.1.2 — Epidemiologia e fatores de risco

A incidéncia da sepse vem aumentando, de 1,5% a 8% ao ano, ¢ a taxa de
mortalidade permanece alta, variando de 50% a mais de 75%, a despeito do conhecimento
crescente sobre sua fisiopatologia e dos avancos tecnoldgicos e em cuidados de suporte
destinados a estes pacientes. Nos Estados Unidos, por exemplo, ocorrem mais de 750 mil
casos de sepse por ano, com cerca de 220 mil mortes (Angus, Birmingham et al., 2000;
Angus, Linde-Zwirble et al., 2001).

No Brasil, embora os dados sejam escassos, um estudo mostra que os casos de
sepse foram responsaveis por 27,3 % das internagdes em Unidades de Terapia Intensiva,
com mortalidade de até¢ 52,2 % (Silva, Pedro Mde et al., 2004). Além disso, o aumento da
idade média da populacdo e o uso crescente de drogas imunossupressoras tém contribuido
ainda mais para o aumento do niimero de mortes por sepse (Williams, Braun et al., 2004;
O'brien, Ali et al., 2007). Apesar de mais de 20 anos de investimentos em pesquisa e
desenvolvimento, o nimero de mortes atribuidas a sepse continua crescendo, fazendo com
que a compreensdo dos mecanismos fisiopatogénicos envolvidos na evolucao clinica da

sepse permaneca hd décadas como 4rea prioritaria da pesquisa biomédica.

1.1.3 — Fisiopatologia geral da sepse

Conforme detalhado acima, o termo sepse pressupde o envolvimento de um
agente infeccioso como desencadeante do processo fisiopatoldgico que a caracteriza. No
entanto, um dos aspectos mais importantes da fisiopatologia da sepse ¢ que o efeito direto
deste microorganismo sobre células ou tecidos ndo ¢ em geral o maior responsavel pelo
dano celular e tecidual observado. Na sepse, ¢ a resposta inflamatoria do hospedeiro a
presenga deste microorganismo que determina o curso clinico em cada individuo. Esta
resposta pode variar desde uma resposta inflamatoria auto-limitada, que permite a
neutralizagdo do microorganismo invasor (condi¢do ideal), até uma resposta inflamatoria

devastadora e sem controle, que pode levar a morte. Os motivos exatos pelos quais um
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individuo responde de uma forma controlada e outro de forma descontrolada muitas vezes a
um mesmo agente € objeto de intensa investigacao (Remick, 2007).

A definicdo precisa de todos os elementos da resposta inflamatoria do
hospedeiro durante a sepse ainda ndo ¢ possivel. Em linhas gerais, podemos afirmar que o
processo passa necessariamente por algum grau de lesdo endotelial — seja pela ativagao de
neutrofilos, monocitos e das proprias células endoteliais, seja pela acdo direta de alguns
microorganismos. Esta lesdo endotelial gera uma série de processos que coexistem durante
a sepse tais como: (1) liberagdo de mediadores inflamatdrios (citocinas pré e anti-
inflamatorias e outros agentes vasoativos); ebra da integridade da barreira endotelial; e (3)
ativacdo da coagulagdo (Cohen, 2002; Aird, 2003). Este ultimo mecanismo ¢ o objeto de

estudo desta dissertacao.

1.2 - O mecanismo basico da coagulagio

Durante muitos anos, o processo de formag¢ao de um codgulo de fibrina foi visto
como uma cascata de reagdes enzimaticas desencadeadas por duas vias redundantes
chamadas via intrinseca e via extrinseca. Estas vias seriam desencadeadas por qualquer
lesdo endotelial que levasse ao contado do plasma com: (1) fator tissular (FT) (via
extrinseca), ou (2) fosfolipideos de carga negativa presentes no subendotélio (via
intrinseca). A ativac¢do das duas vias (que seriam redundantes a fim de garantir a seguranga
do processo) resultaria na ativagdo do FX em FXa, com a participagdo dos fatores XII, XI,
VIII e IX (via intrinseca) e fator VII (via extrinseca). A partir dai, o FX ativado, tendo o
FVa como co-fator ativa o FII (protrombina) levando a formag¢do de trombina. A trombina
por sua vez, converte o fibrinogénio em fibrina, levando a formag¢ao do coagulo no local da
lesdo. A grande quantidade de trombina necessaria para a conversdo de quantidades
suficientes de fibrinogénio em fibrina seria garantida pela amplificacdo do sinal inicial ao
longo desta cascata, em que o componente enzimatico anterior pode ativar um nimero
progressivamente maior de moléculas de seu substrato.

Este modelo apresentava como atrativo a relativa simplicidade, a correlacao

clinica entre a deficiéncia de cada um dos fatores da cascata e o quadro clinico de
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hemorragia (com a exce¢ao do FXII, por razdes nao explicadas pelo modelo), além da
possibilidade de simulagdo in vitro destas duas vias: através do tempo de protrombina (TP)
para a via extrinseca com adi¢do FT ao plasma-teste; e através do tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPa) para a via intrinseca, com adi¢ao de fosfolipideos ao plasma-teste.

Hé cerca de duas décadas foi proposto um outro modelo para explicagao da
hemostasia, conhecido como modelo celular da hemostasia, capaz de explicar de forma
mais adequada os fendmenos que ocorrem in vivo quando a coagulagdo ¢ ativada.(Hoffman
e Monroe, 2001) De acordo com este modelo o FT exerce papel central na ativagdo da
coagulacdo por ser a proteina responsavel por sua iniciacdo, ¢ a ativacdo da coagulagdo ¢
dividida em 3 fases: iniciagdo, amplificacao e propagacao. Na fase de iniciagado (figura 1), a
coagulacdo ¢ ativada quando o FT, uma proteina transmembrana expressa por praticamente
todas as células do organismo, mas nunca por células em contato com a luz dos vasos, entra
em contato com o plasma. Isto ocorre, por exemplo, quando ha ruptura da integridade
endotelial em um trauma. O FT se liga ao FVIla formando o chamado complexo de
iniciacdo da hemostasia, que ativa o FX em FXa, levando a geracdo de concentragdes muito
pequenas de trombina, ainda incapazes de levarem a formagao de fibrina.

Na fase seguinte da coagulag@o, chamada de amplificacdo (figura 2), a trombina
medeia uma série de reagdes que t€ém como objetivo aumentar sua propria geragdo, de
modo que a concentra¢do final de trombina atinja valores que permitam a formagdo do
trombo. Estas reagdes incluem: (1) ativagdo das plaquetas, onde ocorrerdo todas estas
reacdes; (2) ativagdo do fator XI, iniciando a a¢do da chamada via intrinseca da coagulagio
para também cooperar com a geracao de fator X ativado e de trombina; (3) ativagao dos co-
fatores da cascata da coagulagdo , que sdo os fatores V e VIII e (4) ativagdo do fator XIII.

A concentragdo de trombina atinge entdo quantidades necessarias para a
formacao de fibrina, dando inicio a fase final da coagulagdo, conhecida como propagagao,
quando um codgulo rico em plaquetas e fibrina propaga-se pela regido onde a hemostasia
foi iniciada pela expressao de FT (figura 3).

Todos estes passos possuem inibidores naturais, cuja acdo fundamental para
manter o sistema em equilibrio, sem tendéncias a sangramentos ou a tromboses. Os
inibidores conhecidos sao: (1) o TFPI, que inibe o complexo FT/FVII ativado; (2) a AT,

que inibe as serina proteases da cascata como o fator X ativado e a trombina, entre outras e
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(3) a proteina C ativada (PCa), que inibe os fatores V e VIII ativados. A diminui¢do destes

inibidores aumenta o risco de tromboses venosas (Levi, 2010).
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Figura 1 - Primeira fase da ativacdo da coagulacdo: iniciacdo. A coagulagdo ¢ ativada
quando o FT se liga ao FVIla formando o chamado complexo de iniciagdo da hemostasia,
que ativa o FX em FXa, levando a geragdo de concentragdes muito pequenas de trombina,

ainda incapazes de levarem a formacao de fibrina.

Introducdo
25



-Ativacao plaguetaria
-Ativacao do FXI
-Ativacao do FV e FVIII
-Ativacao dos FXIII

: |Geragéo de trombina

Complexode iniciacdo da hemostasia @
FT

(- | - | - | - | - | | (= |= | - J

Amplificacao

Figura 2 - Segunda fase da ativacdo da coagulagdo: amplificacdo. Nesta fase a trombina
medeia uma série de reagdes que tem como objetivo aumentar sua propria geracdo, de
modo que sua concentragao final permita a formagao do trombo.
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Figura 3 - Terceira fase da ativacdo da coagulagdo: propagacdo. Nesta fase, o trombo
formado rico em plaquetas e fibrina se propaga pela regido onde a hemostasia foi iniciada
pela expressao do fator tissular.
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A partir do melhor entendimento da fisiologia da coagulagdao através deste
modelo, limitagdes importantes do TP e do TTPa ficaram mais claras. Em primeiro lugar,
embora estes dois testes sejam de fato ensaios robustos capazes de simular as reagdes das
vias extrinseca e intrinseca respectivamente, eles capturam somente as fases iniciais da
coagulagdo, na medida em que a rapida formacao do codgulo de fibrina interrompe o
processo poucos segundos apos seu inicio. Além disso, estes testes sdo ativados por
reagentes que ndo recapitulam adequadamente o que ocorre no organismo durante a
ativacdo da coagulacdo tais como o kaolin/acido elagico (TTPa), ou doses muito elevadas
de FT (TP). Finalmente, embora estes testes sejam sensiveis para a detec¢ao de deficiéncias
graves de fatores pro-coagulantes, varias outras situacdes clinicamente relevantes nao sao
detectaveis por eles tais como (1) fendmenos que ocorrem apos a formagdo da fibrina
(fibrinolise e acdo do fator XIII); (2) variagdes nas concentragdes de inibidores naturais da
coagulacdo, redundando em geral em risco aumentado de trombose; e (3) interagdes nas
concentragdes plasmaticas de multiplos fatores da coagulacdo, levando potencialmente a

um maior risco de trombose ou sangramento.

1.3 - Coagulacao Intravascular Disseminada

1.3.1 — Aspectos gerais

A coagulacdo intravascular disseminada (CIVD) pode ser definida como
sindrome adquirida, caracterizada pela ativacao difusa da coagulacao levando a formacao e
deposi¢ao de fibrina em capilares e vasos de pequeno calibre (Levi e Ten Cate, 1999). A
CIVD ¢ uma condicdo dinamica e suas caracteristicas clinicas ¢ laboratoriais mudam
conforme o tempo de evolu¢do em cada paciente. Em fases iniciais, observa-se apenas a
ativagdo sistémica da coagulagdo sem qualquer manifestagdo clinica. A medida que o
estimulo para esta ativacdo ndo ¢ controlado, pode ocorrer a deposi¢do de fibrina na
microcirculagdo e tromboses. Nas fases mais tardias, quando o quadro encontra-se
descompensado e¢ ha faléncia de todos os mecanismos reguladores do equilibrio
hemostatico, ocorre consumo e deplecao de fatores da coagulacao e plaquetas, podendo

ocorrer sangramentos. Um aspecto importante da fisiopatologia da CIVD, ¢ que ela ¢é
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sempre uma condi¢do secunddria a outras patologias capazes de estimular a ativacdo da

coagulacdo, entre as quais destaca-se a sepse.

1.3.2 — Etiologia da CIVD

Conforme descrito anteriormente, a CIVD sempre ocorre como resposta a uma
doenca de base (tabela 1). Em linhas gerais, podemos afirmar que estas condi¢des dividem-
se em dois grandes grupos: (1) doencas associadas a resposta inflamatoria sistémica severa,
levando a liberagdo macica de citocinas e ativacdo da coagulagdo (como na sepse ou
trauma); e (2) doencas em que substincias pro-coagulantes entram em contato com a
corrente sanguinea ¢ desencadeiam diretamente a CIVD (o cancer e patologias obstétricas
como a embolia de liquido amnidtico sdo exemplos classicos). A CIVD associada ao

trauma apresenta elementos dos dois grupos.

Tabela 1 - Condigdes clinicas associadas a CIVD

Trauma grave

Queimaduras

Reacdo transfusional hemolitica aguda
Rejeicdo aguda a transplantes

Dano tecidual macigo

Tumores soélidos
Leucemias

Quimioterapia

Sindrome de Lise Tumoral

Neoplasias

Bactérias
Infeccao Virus
Fungos

Pré-eclampsia
Condicdes obstétricas Descolamento de placenta
Embolia de liquido amnidtico

Choque

Parada cardiaca

Miscelanea Embolia gordurosa

Hemangiomas e outras patologias vasculares
Acidentes ofidicos
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1.3.3 — Fisiopatologia da CIVD

A CIVD tem como principal caracteristica a ativagdo extremada e desregulada
da coagulacdo. Os mecanismos classicamente associados a CIVD incluem (1) expressao
andomala do FT na luz vascular; (2) inibi¢do ou diminui¢do da funcdo dos anticoagulantes
naturais; e (3) hipofibrinodlise (Levi e Ten Cate, 1999)

O contato do FT com a luz do vaso leva a sua ligagdo com o fator VIla e a
iniciacdo da coagulacdo. Foi demonstrado por varios autores de forma independente que
durante a sepse ocorre expressao ectopica de FT em monocitos (Osterud e Flaegstad, 1983;
Osterud, 1998) (Levi, 2007). Os mecanismos celulares que resultam na expressao andmala
de FT na sepse nao estdo completamente esclarecidos, mas parecem envolver a ativagao da
resposta imune inata, através de receptores TLR. Estes receptores sdo ativados por
componentes de microorganismos invasores (Opal e Esmon, 2003). Assim, esta expressao
andmala da FT em monodcitos ¢ na luz endotelial, resulta em ativacdo constitutiva da
coagulagdo, colaborando para um estado pro-trombotico. Este mecanismo parece ser o
principal responséavel pela ativacdo da coagulacdo na sepse (Pawlinski e Mackman, 2010).
Além disso, a expressdo de citocinas pro-inflamatorias, uma caracteristica marcante da
sepse, resulta em aumento da expressdo de FT, fechando um circulo estimulatorio que
resulta em ativacao continua da coagulagdo durante a sepse (Levi, Ten Cate et al., 1993).

A atividade dos principais sistemas anticoagulantes naturais enddgenos estd
diminuida em pacientes com CIVD, contribuindo para a deposi¢do de fibrina na
microvasculatura (Levi e Ten Cate, 1999).

A AT ¢ uma serino protease e principal inibidor da trombina e do FXa. Durante
resposta inflamatoria severa, niveis de AT estdo diminuidos por causa da sua sintese
prejudicada, degradagdo pela elastase de neutréfilos ativados e mais importante, pelo
consumo decorrente do aumento da geracdo de trombina (Levi, Van Der Poll et al., 2004).
Citocinas pro-inflamatdrias também contribuem para a diminui¢do da AT ao reduzirem a
sintese de glicosaminoglicanos na superficie endotelial, os quais atuam como sitios de
ligacdo e co-fatores da AT (Kobayashi, Shimada et al., 1990).

O sistema da PCa também apresenta papel central na patogénese da sepse ¢ de
suas complicagdes (Levi e Van Der Poll, 2007). Atualmente acredita-se que além de sua

atividade anticoagulante, a PCa ative vias de sinaliza¢do anti-inflamatérias que sao
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importantes na resposta a sepse. A a¢ao anticoagulante da PCa ocorre a partir da ligacao da
forma zimogeénio da proteina C (PC) ao seu receptor endotelial (EPCR). Apds esta ligacdo,
a PC ¢ ativada na superficie endotelial pela trombomodulina. A PCa atua entdo em
conjunto com seu cofator, a proteina S (PS), para proteoliticamente degradar os co-fatores
essenciais da coagulacao, o FVa e VIIla (Esmon, 1987). O EPCR nao apenas acelera a
ativagdo da PC, como também serve como um receptor para transducdo de sinais celulares
anti-inflamatdrios da PCa (Esmon, 2001). Em pacientes com inflamag¢do severa, tal como
ocorre na sepse, o sistema da PCa encontra-se disfuncional em dois niveis: (1) os niveis
plasmaticos da PC estdo diminuidos por causa da sintese prejudicada, consumo e
degradacdo por enzimas proteoliticas como a elastase dos neutrofilos; e (2) ocorre
diminui¢do da expressdo de trombomodulina, mediada por citocinas pro-inflamatdrias
como a TNF-a e IL-1 (Nawroth e Stern, 1986) (Faust, Levin et al., 2001). A importancia do
sistema da PCa na sepse pode ser ilustrada pelo fato de a reposi¢do desta proteina ter sido a
unica estratégia terapéutica bem sucedida de reposicdo de fatores anticoagulantes
enddgenos no tratamento da sepse grave (Bernard, Vincent et al., 2001). A queda dos niveis
de PS também pode comprometer a fun¢do do sistema da PCa. No plasma, 60% da PS ¢
complexado ao C4bp, um componente do sistema complemento. Niveis plasmaticos
elevados deste fator, freqlientemente observados em pacientes com inflamag¢ao aguda,
resultam em deficiéncia relativa de PS, contribuindo para o estado pro- coagulante durante
a sepse (Garcia De Frutos, Alim et al., 1994).

Um terceiro mecanismo inibitorio endégeno da geragao de trombina ¢ o TFPI, o
principal inibidor do complexo de iniciacdo da coagulacao (completo FT/TFVIIa). No
entanto, seu papel no contexto da sepse ndo € tdo claro quanto o da PCa e da AT.
Experimentos mostraram que a administragdo do TFPI recombinante bloqueia a inflamagao
induzida pela geragdo de trombina em modelos animais de sepse (Creasey, Chang et al.,
1993) e em humanos (De Jonge, Dekkers et al., 2000). No entanto, a reposi¢ao do TFPI ndo
foi capaz de reduzir significativamente a mortalidade na sepse (Abraham, Reinhart et al.,
2003).

Além da expressdo ectopica do FT e da reducdo da atividade de sistemas
anticoagulantes endogenos, uma redugao relativa da capacidade fibrinolitica do plasma

também ocorre na CIVD, compreendendo um terceiro mecanismo de ativacdo da
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coagulagdo. Esta hipofibrindlise ocorre especialmente pela liberagdo macica do inibidor de
ativacao de plasminogénio 1 (PAI-1) pelo endotélio e limita a capacidade do organismo de
eliminar a fibrina que se deposita em capilares e vasos de pequeno calibre, agravando ainda
mais a CIVD (Vervloet, Thijs et al., 1998).

Em resumo, podemos concluir que a CIVD ¢ o resultado da perda de equilibrio
entre sistemas pro e anticoagulantes naturais e o sistema fibrinolitico, que ocorre em
resposta a presenca de microorganismos e parece ser mediada pela resposta imune inata.

Se levada a niveis extremos, este desequilibrio resulta em anormalidades
laboratoriais e clinicas cujo espectro inclui sangramentos, tromboses, ou ambos

simultaneamente (Carrie La Belle, 2007).

1.3.4. Consegqiiéncias da CIVD no contexto da sepse

De acordo com a visdo mais tradicional do papel da CIVD na fisiopatologia da
sepse, a deposi¢ao de fibrina levaria a oclusdo de capilares e vasos de menor calibre,
comprometendo assim a irriga¢do sanguinea de diversos 0rgaos. Assim, em conjunto com
outras alteragdes inflamatorias, metabolicas e hemodinamicas caracteristica da sepse, a
CIVD contribuiria decisivamente para a chamada sindrome da disfungdo de multiplos
orgaos (SDMO). (Carrie La Belle, 2007). Esta visao da CIVD como elemento chave na
fisiopatologia das complicagdes da sepse permeou durante anos a pesquisa sobre a CIVD
na sepse, culminando nos anos 90 com grandes estudos clinicos de fase III que avaliaram o
efeito terapéutico de trés proteinas anticoagulantes naturais em pacientes com sepse, a
saber: PCa, antitrombina (AT) e inibidor da via do fator tissular (TFPI). Com excecao da
PCa, cujos beneficios foram restritos a grupos limitados de pacientes (aqueles mais graves),
e possivelmente associado ao seu efeito anti-inflamatério (em oposicdo ao seu efeito
anticoagulante) (Bernard, Vincent et al., 2001), o uso do TFPI e da AT ndo resultou em
qualquer ganho, contrariando a hipdtese de que a ativagdao da coagulacdao seria o Unico
mecanismo de lesdo tecidual critico na sepse (Abrahan E et al 2003). Recentemente, outros
elementos da SRIS presente na sepse além da ativagdo da coagulacido, tais como a ruptura
da barreira endotelial, passaram a receber mais atencdo como elementos relevantes para a

fisiopatologia da sepse (Alves, Montalvao et al.).
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1.4. Avaliacao laboratorial na CIVD

Do ponto de vista clinico, o diagnostico da CIVD tem como premissa a
presenga de uma condi¢do desencadeante. Na grande maioria das vezes esta condi¢do
representa o principal problema do paciente, sendo a CIVD apenas uma complicacao desta
doenca de base. Isto ocorre, por exemplo, em pacientes com sepse, grandes queimaduras ou
grandes traumas, onde a identificacdo desta condicdo de base ¢ dbvia. Assim, o papel de
testes laboratoriais para diagndstico da CIVD ¢ mais o de confirmar a presenca desta
complicacdo e monitorar sua gravidade, do que o de diagnosticar a doenca de base de um
paciente. Raramente a CIVD surge como primeiro sinal ou sintoma, antes que a doenga de
base esteja detectavel. Isto ocorre, por exemplo, nos casos de CIVD associada a
hemangiomas, em que a turbuléncia do fluxo sanguineo leva a ativagdo da coagulacdo, ou
ainda no caso de alguns tumores ainda ocultos ao diagnostico, mas ja capazes de ativar a
coagulagdo pelos mecanismos descritos anteriormente. No caso da CIVD associada a sepse,
o papel dos exames laboratoriais ¢ mais o de monitorar a presenca e evolugcdo desta
complicacdo, além de guiar seu tratamento paliativo (ou de suporte) até que a sepse em si
seja controlada através do uso de antibidticos e/ou a retirada do foco infeccioso.

Viarias estratégias laboratoriais ja foram empregadas para o diagnostico e
monitoramento da CIVD. Muitos dos testes ja& avaliados em estudos pequenos, mas ndo
apresentam beneficio de uso pratico. A dificuldade para definicdo da CIVD como uma
entidade clinica especifica torna complexa a determinacdo formal da acuracia destes testes.
No entanto, podemos afirmar que a avaliacao laboratorial do paciente com CIVD apresenta
duas peculiaridades. Em primeiro lugar, a avaliagdo seriada dos resultados ¢ muito mais
informativa que a analise isolada de um ou outro pardmetro. Em segundo lugar, a avaliag¢do
conjunta de testes sob a forma de escores diagnodsticos permite uma melhor caracterizacao
da CIVD do ponto de vista laboratorial. A seguir descreveremos os principais testes

avaliados no contexto da CIVD bem como a relevancia clinica de cada um deles.

1.4.1 - Testes de triagem - TP e TTPA
O consumo dos fatores da coagulacdo que ocorre pela ativagao da coagulacao

pode levar a importante reducdo nos niveis plasmaticos destes fatores em pacientes com
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CIVD. Em adicao, a sua sintese também esta prejudicada devido a alteracdes no figado ou a
deficiéncia de vitamina K, além da perda destas proteinas da coagulacdo durante
sangramento macigo (Levi e Opal, 2006) (Bick, 1996). O TP e o TTPa sdo testes sensiveis
a graves deplecdes destes fatores. Embora estes testes reflitam pobremente a hemostasia in
vivo, eles sao um método conveniente e rapido pra a triagem de deficiéncias de fatores da
coagulacdo e podem ajudar no monitoramento do paciente com CIVD. A maior limitagdo
do uso destes testes reside na baixa especificidade de seu prolongamento para o diagndstico
da CIVD. Sabemos que estes testes podem estar prolongados por uma série de razdes tais
como uso de anticoagulantes, hemodilui¢do, entre outros. Todas estas condigdes sdo
altamente prevalentes em pacientes internados em unidades de terapia intensiva (UTI). De
fato, o prolongamento do TP e TTPA ocorre de 14 a 28% nestes pacientes (Chakraverty,
Davidson et al., 1996), (Macleod, Lynn et al., 2003), de modo que sua dosagem isolada nao
determina a presenca de CIVD.

A principal vantagem do TP para o monitoramento de pacientes com CIVD ¢
que ele permite o planejamento da terapia de reposicdo de fatores da coagulacdo em

pacientes com TP prolongado e sangramentos ativos.

1.4.2 - Dosagem do Fibrinogénio

A dosagem de fibrinogénio ¢ considerada uma ferramenta 1util para o
diagnoéstico e monitoramento da CIVD. O grau de redugdo do fibrinogénio (ou de consumo,
como geralmente mencionado no contexto da CIVD) ¢ um marcador evolutivo ttil da
CIVD. No entanto, o fibrinogénio atua como proteina de fase aguda, elevando-se nas fases
iniciais da sepse. Desta forma, os niveis plasmaticos de fibrinogénio em pacientes com
sepse podem variar muito, encontrando-se elevados, dentro da faixa da normalidade, ou
reduzidos, conforme a fase evolutiva da sepse (Bakhtiari, Meijers et al., 2004).

Por este motivo, a avaliacao deste parametro sé tem valor quando feita de forma
seriada. Assim como o TP, a dosagem do fibrinogénio também serve como guia para a

reposi¢do deste fator nas fases tardias da CIVD.
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1.4.3- Contagem de plaquetas
A contagem de plaquetas ¢ um teste util no diagnostico da CIVD. Em geral
observa-se consumo de plaquetas durante a CIVD, e os valores correlacionam-se com a

gravidade e com outras variaveis relevantes (Vanderschueren, De Weerdt et al., 2000).

1.4.4 - Dosagem de fatores da coagulacio

A dosagem isolada de fatores da coagulacdo ja foi realizada em pacientes com
sepse, mas ndo apresenta utilidade clinica no manejo destes pacientes ou no diagnostico da
CIVD. Niveis plasmaticos de FVIII estdo aumentados em pacientes com CIVD,
provavelmente pela liberagdo maciga de FVW do endotélio em combinagdo com o
comportamento de fase aguda do FVIII (Lowenberg, Meijers et al.).

Um estudo recente que avaliou multiplos pardmetros da hemostasia em
pacientes com sepse mostrou que os fatores pro-coagulantes FII, FV, FVII, X, XI e XII,
assim como os anticoagulantes naturais AT e PC, estavam diminuidos nestes pacientes
quando comparados aos controles. Os niveis destes fatores correlacionaram-se com os
niveis de albumina sérica, sugerindo participacdo tanto da disfung¢do hepatica como o
consumo destes fatores. Outros fatores da coagulacdo como o FVIII e fibrinogénio estavam
aumentados enquanto o FIX se encontrava estdvel. O aumento do fibrinogénio

correlacionou-se com o aumento de PC reativa, se justificando pela reacdo de fase aguda

(Collins, Macchiavello et al., 2006).

1.4.5 - Dosagem de produtos de degradacio de fibrina ou dimeros D

Teoricamente, a dosagem de fibrina solivel ou 0 mondmeros de fibrina no
plasma seria de grande utilidade clinica para o diagnostico laboratorial da formagao de
fibrina intravascular. De fato, estudos clinicos iniciais, indicaram que se a concentragao da
fibrina soluvel esta acima de um valor previamente definido, o diagnostico de CIVD pode
ser feito (Dempfle, 1999) (Mccarron, Marder et al., 1999).

A grande limita¢do para uso desta informag¢do reside no fato de a maioria dos
testes avaliarem também a formagao de fibrina extra-vascular, como a que estd presente na
inflamag¢do ou trauma, cuja presenca ndo seria especifica da CIVD. Posteriormente, a

dosagem de produtos de degradacdo de fibrina (PDF) passou a ser utilizada para a
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avaliacdo de degradagdo intravascular da fibrina em pacientes com CIVD, podendo ser
detectados em 42% de pacientes em terapia intensiva, € 99% em pacientes com sepse €
CIVD (Shorr, Thomas et al., 2002) (Bernard, Vincent et al., 2001). No entanto, a baixa
especificidade destes testes para o diagnostico da CIVD, especialmente em pacientes com
trauma, cirurgia recente, inflamagdo e tromboembolismo limitam muito seu uso clinico
(Boisclair, Ireland et al., 1990). Mais recentemente, um subtipo de PDF, conhecida como
dimero D, mostrou-se mais especifico para a detec¢dao de formacgado de fibrina intravascular,
sendo incorporada a algoritmos diagnosticos de CIVD e de outras condigdes como o
tromboembolismo venoso (Favaloro, 2010). Niveis normais de dimeros D apresentam alto
valor preditivo negativo para a presenca de degradagdo intravascular de fibrina, condi¢ao

sine qua non para o diagnostico de CIVD.

1.4.6 - Dosagem de inibidores naturais da coagulacio

Niveis plasmaticos dos inibidores naturais da coagulacdo como a PC e AT
podem ser indicadores uteis para a ativacdo da coagulagdo em curso. H4 a diminui¢do
destes inibidores de 40 a 60% em pacientes em terapia intensiva e diminui¢do de até 90%
em pacientes que cursam com CIVD, (Bernard, Vincent et al., 2001) e (Gando, Nanzaki et
al., 1998). Embora a disponibilidade de técnicas cromogénicas tenha tornando a
metodologia para dosagem destes fatores mais disponivel e rdpida, sua disponibilidade
geral ainda ¢ limitada e uma Unica determinagdo ndo ¢ suficientemente sensivel ou

especifica para o diagnostico de CIVD.

1.4.7 — Critérios diagnosticos

Para melhor compreensdo da fisiopatologia e do tratamento da CIVD, ¢
fundamental a padronizagdo de critérios diagnosticos minimos para esta sindrome. A
adogdo destes critérios permite que estudos sobre CIVD sejam comparados, € suas
conclusdes possam ser consideradas mais universais. Conforme detalhado anteriormente,
nenhum teste permite isoladamente o diagndstico da CIVD. Assim, foram propostos
critérios diagndsticos sob a forma de conjuntos de testes avaliados sob a forma de escores,
que permitem entdo o diagnostico e a classificagdo da CIVD. Varios escores foram

publicados e validados em diferentes populagdes (Takemitsu, Wada et al., 2011). Além de
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permitir o diagndstico, estes critérios em geral, permitem que se defina a fase evolutiva da
CIVD, qual seja a CIVD incipiente (quando a ativagdo da coagulacdo ainda ndo levou a
consumo significativo dos fatores da coagulagdo) e a CIVD descompensada (quando ha
faléncia do sistema hemostatico com consumo de fatores da coagulagdo e plaquetas).
Qualquer sistema de escore para diagnostico da CIVD deve incluir necessariamente a
premissa de que o paciente apresenta uma condic¢do de base potencialmente associada a sua
presenca.

Em 2001, o Comité Cientifico ¢ de Normalizacdo (SSC) da Sociedade
Internacional de Trombose ¢ Hemostasia (ISTH) propos critérios para o diagnodstico da
CIVD em suas fases inicial e avancada (Taylor, Toh et al., 2001). Os critérios para CIVD
inicial avaliam a evolugdo de testes da coagulacdo ao longo do tempo, ao passo que os
critérios de CIVD descompensada usam valores obtidos em um tnico tempo (tabela 2).
Estes critérios foram adotados pela maior parte da comunidade cientifica e sdo usados até
hoje em estudos de CIVD. Os critérios foram validados tanto como marcadores de
prognodstico (Lee e Song), quanto para separagdo de grupos de pacientes que se
beneficiariam de terapias alvo-especificas na CIVD tais como o PCa (Dhainaut, Yan et al.,
2004) e a AT (Kienast, Juers et al., 2006). Os critérios usam parametros simples e de facil
acesso, como TP, fibinogénio, DD e contagem de plaquetas. Embora a utilizacdo de
parametros como a PC e AT seja prevista para defini¢do de CIVD inicial,

estudos de validacdo comprovaram que estes pardmetros podem ser omitidos

com seguranca (Lee e Song).
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Tabela 2 - Critérios ISTH para CIVD descompensada

Critérios ISTH para CIVD descompensada

Avaliacao de risco: Se positivo:
Paciente com doenca de base? Proceder com escore
Realizagao de testes laboratoriais: (1) Contagem de plaquetas, (2) TP,

(3) Fibrinogénio, (4) PDF ou
monomeros de fibrina solavel

Score dos resultados Pontuacao
Contagem de plaquetas (*10°/ul): >100=10;<100e>50=1;<50=2
Marcadores de fibrina elevados*: Sem aumento= 0; moderado= 2; forte= 3
Prolongamento TP (seg em relagdoa VR) | <3=0,>3e<6=1,>6=2
Nivel Fibrinogénio (g/L) >1g/L=0,<1g/L=1

Se pontuacio >= 5, compativel com CIVD descompensada, repetir diariamente

Se pontuacio <5, sugestivo de CIVD inicial, repetir em 1 ou 2 dias.
* De acordo com estudo de validacdo destes critérios, valores de DD entre 0,4-4ug/ml sdo considerados
aumento moderado, e > 4ug/ml, aumento forte (Bakhtiari, Meijers et al., 2004)

1.5. Testes globais da hemostasia

Testes classicos da hemostasia fornecem informacdes clinicas importantes em
pacientes com coagulopatias como a CIVD, mas infelizmente ndo sdo sensiveis para
alteracdes mais sutis da coagulacdo. Mais especificamente, eles ndo sdo adequados para
avaliacdo do resultado final da interacdo de todas as alteragdes da hemostasia que ocorrem
na CIVD (fatores pro-coagulantes, inibidores da coagulacdo e sistema fibrinolitico). Nos
ultimos anos, testes capazes de fornecer informacdes mais detalhadas sobre a hemostasia,
em geral chamados de testes globais da hemostasia, estdo ganhando espago em laboratorios
de pesquisa. A CIVD, por todas as caracteristicas discutidas anteriormente, ¢ um alvo
atrativo para o uso destes testes. Sua utilizagdo tem o potencial de revelar novos aspectos
sobre a fisiopatogenia da CIVD, bem como guiar o uso mais racional de ferramentas
terap€uticas como o uso de plasma fresco congelado ou o crioprecipitado, entre outras. A

seguir discutiremos dois dos principais testes globais da hemostasia em uso atualmente.
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1.5.1. Trombolastografia

Esta metodologia mede as propriedades visco-eldsticas durante a formagdo do
coagulo em sangue total, apds a ativacdo da coagulagdo in vitro. O processo € registrado
através de representacdo grafica do processo de polimerizacdo da fibrina. Desta maneira,
tanto a taxa da polimeriza¢ao do coagulo como sua firmeza ou estabilidade sdo avaliados.
As vantagens desta metodologia sobre os testes de convencionais ¢ que ela avalia em
conjunto, a interagdo entre fatores da coagulacdo no plasma, plaquetas e hemacias, que sio
componentes importantes do trombo (Rugeri, Levrat et al, 2007). Além disso, a
metodologia permite uma avaliagdo do sistema fibrinolitico. Daudel e colaboradores
avaliaram a ativac¢ao da coagulagcdo em pacientes com CIVD de forma prospectiva e seriada
durante as primeiras 72 horas de internagdo na UTI, bem como no momento da alta. A
maioria dos parametros encontravam-se dentro da faixa da normalidade, e os autores
concluem que o método ndo € sensivel para avaliagdo mais fina da coagula¢do nestes
pacientes (Daudel, Kessler et al., 2009).

Recentemente foi demonstrado o potencial de uso de um escore baseado em
multiplos pardmetros obtidos pela tromboelastografia para defini¢do de CIVD compensada,
com boa correlagdo com os parametros classicos da ISTH (Sharma e Saxena). E provavel
que a selegdo de pacientes influencie de forma importante os resultados de estudos desta
natureza, sendo entdo fundamental, a defini¢do clara da gravidade do paciente no momento

da coleta.

1.5.2. Teste de geraciao de trombina

Inicialmente proposto por Macfarlane e colaboradores em 1953, a metodologia
denominada Tempo de Geragdo de Tromboplastina estimava a trombina gerada usando o
fibrinogénio como substrato. Esta metodologia consistia na adi¢do de ativadores da
coagulagdo ao plasma ou sangue total, e na avaliacdo dos tempos de coagulacao de sub-
amostras separadas a cada 60 segundos (Macfarlane e Biggs, 1953). O principio do ensaio
era baseado no fato que a velocidade de conversdo do fibrinogénio em fibrina ser
dependente na concentragdao de trombina na amostra. A realizagdo de testes a cada 60
segundos permitia a avaliacdo da concentracdo de trombina em cada amostra ao longo do

tempo, gerando uma curva semelhante ao trombograma, que sera discutido abaixo.
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Em 1986, Hemker e colaboradores introduziram o uso de um substrato
cromogénico da trombina para avaliagdo da geracdo de trombina em amostras defibrinadas
(Hemker, Willems et al., 1986). No entanto, o0 método permaneceu dependente de sub-
amostragem manual, o que limitava seu uso a laboratorio de pesquisa. Em 1993, o mesmo
grupo de pesquisadores introduziu novas modificacdes importantes no ensaio, que
permitiram a mensuracdo continua da geracdo de trombina, ainda com substratos
cromogénicos, que, no entanto apresentavam baixa reatividade e maior especificidade para
a trombina. Estes autores introduziram o termo “Endogenous Thrombin Potential” ou ETP,
que representaria a capacidade total do plasma em formar trombina depois da indugdo da
coagulagdo. A quantidade de trombina gerada era calculada ao longo do tempo para a
constru¢do de uma curva de geracdo de trombina, conhecida como trombograma. Os
autores também desenvolveram um programa de computador que permitiu calcular os
parametros que caracterizam esta curva (Hemker et al, 1993).

Em 2000, Hemker e colaboradores mais uma vez modificaram o método, com a
introdu¢do de um substrato fluorogénico (Z-Gly-Gly-Arg-AMC). Isto permitiu que a
geracdo de trombina no plasma pudesse ser monitorada através de mensuragdes continuas
sem que o sinal fosse prejudicado pela turvacao (formagao do codgulo na amostra) ou pela
presenca de plaquetas (possibilitando assim o uso de plasma rico em plaquetas). Desde
entdo o método fluorogénico ¢ considerado mais preciso que o método cromogénico. Neste
teste, a geragdo de trombina ¢ iniciada por uma baixa concentragdo de FT e a atividade da
trombina ¢ medida continuamente. Na figura 4 podemos ver os principais pardmetros

obtidos no teste de geracao de trombina.
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Figura 4 - Os principais parametros obtidos no trombograma sao mostrados na figura. (a)
Intervalo ou “lag”: corresponde a fase de iniciacdo da coagulagdo, em que as concentragdes
de trombina sdo ainda indetectaveis. (b) Pico: corresponde ao pico de geragao de trombina
que ocorre durante a fase de amplificagdo. (c) Tempo para pico: € o tempo para obtencao
do pico. (d) Area sob a curva (AUC) ou “Endogenous thrombin potential (ETP): expressa
toda a fase pré coagulante da reagio (iniciagdo, amplificagdo e propagacio). E a area sob a

curva de geracdo de trombina. (Figura adaptada Hemker et al 1993).

1.6 — Neutropenia febril em pacientes onco-hematologicos e sepse

O cancer ¢ um dos principais fatores de risco para a sepse. De cada seis
pacientes com sepse grave um ¢ portador de doenga neoplasica, sendo que a mortalidade
pela sepse nestes pacientes chega a ser 30% maior do que a de pacientes sem cancer
(Angus, Linde-Zwirble et al., 2001). Willians MD et al observaram uma taxa de sepse
grave trés a cinco vezes maior em pacientes com cancer, taxa esta que foi
significativamente maior entre os portadores de neoplasia hematologica do que entre os
portadores de tumores solidos (Williams, Braun et al., 2004).

A neutropenia grave resultante de toxicidade hematologica dos quimioterapicos

e/ou da substitui¢do da medula 6ssea por células neoplésicas ¢ definida como contagem de
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neutréfilos menor ou igual a 500/ul e representa o mais importante fator de risco de
infec¢cdo nestes pacientes. Este risco ¢ determinado pela intensidade da neutropenia (mais
pronunciado quando as contagens de neutréfilos sdo inferiores a 100/ pl) e pela sua
duracdo. (Bodey, Buckley et al., 1966). A sepse ¢ suas complicagdes representam uma
importante causa de morbidade e mortalidade em pacientes portadores de neoplasia
hematologica com neutropenia febril. (Morrison, 2005).

Freqiientemente os sinais e sintomas indicativos de infeccao estdo ausentes em
pacientes com neutropenia. No entanto, a febre permanece uma manifestagdo precoce
(Pizzo, 1993), de modo que mais de 60% dos pacientes com neutropenia febril apresentam
infeccdo que se nado tratada rapidamente pode evoluir para choque séptico e Obito. Nestes
pacientes as taxas de mortalidade podem chegar a até 50% nas primeiras 48 horas,
principalmente naqueles pacientes com evidéncia microbioldogica de infeccdo
(aproximadamente 12-30% dos pacientes neutropénicos febris) (Klastersky, Ameye et al.,
2007).

Pacientes com neutropenia febril e neoplasias hematologicas representam um
grupo de interesse para o estudo de caracteristicas clinicas e laboratoriais da sepse e da
CIVD, pela elevada freqiiéncia de complicagdes como o choque séptico e pela
homogeneidade relativa deste grupo de pacientes em comparagdo a outros grupos de
pacientes com risco elevado de sepse tais como pacientes de unidades de terapia intensiva

ou de unidades de emergéncia.
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2 OBJETIVOS

Avaliar o grau de ativagdo da hemostasia em pacientes onco-hematoldgicos com
neutropenia febril durante as primeiras 48 horas de evolugdo da sepse através do
testes de geragdo de trombina.

Avaliar a correlagdo entre os parametros do teste de geracdo de trombina com
escores de gravidade da sepse e com o escore de CIVD da Sociedade Internacional
de Trombose e Hemostasia

Explorar o papel de parametros do teste de geragdo de trombina como marcadores

prognosticos quando a presenca de choque séptico e obito.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 — Populaciao e desenho do estudo

Foram incluidos neste estudo pacientes com o diagndstico de neoplasias
hematologicas admitidos para tratamento quimioterdpico ou transplante de células
progenitoras hematopoiéticas (TCPH) nas enfermarias de Hematologia e de Transplante de
Medula Ossea do Hospital de Clinicas da UNICAMP no periodo de marc¢o de 2008 a margo
de 2009.

Apenas pacientes que realizaram quimioterapia em altas doses (terapia de
inducdo ou reinducdo para Leucemias Agudas e terapia de resgate para Linfomas), e que
por este motivo apresentaram indicagdo de permaneceram internados durante todo o
periodo da aplasia pds- quimioterapia foram incluidos. Isto foi importante para a
padronizacdo das condigdes de coleta das amostras entre todos os pacientes no que diz
respeito ao tempo de coleta apds o primeiro pico febril, além da padronizacdo de aspectos
técnicos da coleta de processamento das amostras.

No momento da inclusdo no estudo, e antes da realizagdo de quimioterapia,
foram coletadas amostras de plasma para determinacdo avaliacio de parametros da
coagulacdo e geragcdo de trombina na populagcdo do estudo. Em seguida, os pacientes foram
acompanhados durante a quimioterapia ¢ no periodo de aplasia apds quimioterapia, e
apenas aqueles pacientes que apresentaram neutropenia febril prosseguiram no estudo (ie.
realizaram coleta de novas amostras). Nestes pacientes, foram coletadas amostras de sangue
no momento do primeiro pico febril (em uma janela de no maximo 12 horas apds a febre), e
apos 48 horas desta coleta. O racional para a escolha destes momentos de avaliagdo foi em
primeiro lugar, padronizar o momento exato da avaliacao laboratorial em relagdo ao curso
da sepse em nossa populagao.

Sabemos que embora pacientes com neutropenia febril raramente apresentem
outros sinais de infeccdo, a febre ¢ um sinal precoce. Assim, a coleta inicial neste momento
nos permite inferir que a primeira avaliagdo era feita em uma fase bem precoce do curso da
sepse. Analogamente, a realizagdo da segunda coleta apds 48 horas da primeira coleta nos

permite padronizar o tempo de evolugdo da sepse em nossos pacientes, a0 mesmo tempo

Materiais e Métodos
45



em que corresponde a tempo suficiente para que aqueles pacientes com pior prognostico
apresentem sinais de sepse mais severa. Sabemos que na neutropenia febril o quadro de
choque séptico pode ocorrer precocemente, dentro das primeiras 48 horas.

No momento da internagdo, os pacientes e/ou seus responsaveis legais foram
informados dos objetivos da pesquisa e dos procedimentos necessarios (coleta de amostras
de sangue e acesso as informacgdes contidas no prontudrio médico) para a participagao.
Todos os pacientes concordaram com os procedimentos do estudo e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

3.2 — Dados clinicos e escore de gravidade na sepse

Dados clinicos para caracterizacdo da populagdo do estudo foram obtidos
diretamente do prontuario médico, e coletados ao longo da internacdo. Os seguintes dados
foram obtidos: nome, sexo, data de nascimento, diagnostico, tipo de tratamento
quimioterapico, status atual da doenca, presenca de co-morbidades clinicas, duragdo da
neutropenia, temperatura maxima dos picos febris, pressdo arterial média (no pico febril e
ap6s 48 horas), necessidade de uso de drogas vasoativas, presenga de foco infeccioso
clinicamente determinado, evolucdo clinica da neutropenia (recuperagdo x Obito),
ocorréncia de eventos tromboembolicos venosos e arteriais, e ocorréncia de sangramento
maior.

Os pacientes com neutropenia febril foram classificados quanto a presenca de
sepse, definida pela presenga de resposta inflamatdria sist€émica + evidéncia clinica de
infeccdo, conforme critérios previamente estabelecidos (Bone, Balk et al., 1992). A
definicdo de resposta inflamatéria sist€émica, foi a presenca de pelo menos dois dos
seguintes quatro critérios clinicos:

Febre (temperatura > 38°C); (2) taquicardia (freqiiéncia cardiaca > 90
batimentos/ minuto); (3) taquipnéia (freqiiéncia respiratéria > 20 incursdes respiratorias/
minuto) ou PaCO2 < 32 mmHg; (4) Leucocitose (> 12 mil leucdcitos/ mm3) ou leucopenia

(< 4 mil leucocitos/ mm3 ) ou > 10% de leucocitos imaturos no sangue periférico.
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A evidéncia clinica de infeccdo foi assumida para todos os pacientes com
neutropenia febril grave, conforme determinado por protocolo clinico da institui¢do, e
diretrizes internacionais de tratamento de pacientes nestas condicdes.

Seguindo estes critérios, todos os pacientes que apresentaram neutropenia febril
e incluidos neste estudo, preencheram critérios para sepse. Além disso, os pacientes foram
avaliados quanto a presengca de choque séptico, definido como a presenca de sepse
associada a hipotensdo (pressdo arterial sistolica < 90mmHg) refrataria a reposicdo de
volume. Finalmente, os pacientes foram classificados quanto a gravidade da sepse usando o
escore SOFA (Serial Organ Failure Assessment), classicamente utilizado em pacientes com
sepse para avaliagdo do grau de disfungdo organica de varios sistemas (Vincent, Moreno et
al.,, 1996). O escore foi calculado no momento da febre e apos 48 horas, conforme

demonstrado na tabela 2.

Tabela 3 - Escore de disfun¢do organica SOFA (Vincent, Moreno et al., 1996)

Pontos 0 1 2 3 4

Pa02/Fi02 >400 <400 <300 <200 * <100 *

(mmHg)

Creatinina (mg/dl) | <1,2 1,2-1,9 2,0-3,4 3,5-4,9 >5,0

ou débito urinario <500 ml/d <200 ml/d

Bilirrubinas (mg/ | <1,2 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 >12

dl)

Hipotensao Nao PAM<70 Dopa<5 ou Dopa>5 ou Dopa>15

dobuta nora<0,1** ou nora**

>0,1

Plaquetas (x103 | > 150 <150 <100 <50 <20

/mm3)

Escala de Glasgow | 15 13-14 10-12 6-9 <6

* com suporte ventilatorio; ** drogas adrenérgicas administradas por pelo menos 1 hora (dose em
png/Kg/min); PAM: pressdo arterial média; Dopa: dopamina; dobuta: dobutamina; nora: noradrenalina
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3.3 — Coleta e processamento das amostras

As coletas foram realizadas por puncdo venosa periférica. No total, cada
paciente que incluido no estudo realizou trés coletas: basal (antes do inicio da
quimioterapia); febre (no momento do primeiro pico febril) e 48 horas (apos 48 horas da
coleta da febre). Excepcionalmente, a coleta foi feita através de cateter venoso central e
nestes casos, uma amostra inicial de 20ml de sangue foi coletada e descartada antes da
coleta da amostra do estudo. Amostras de plasma pobre em plaquetas foram entdo
preparadas através da centrifugacdo a 1500g, por 15 minutos. Todas as amostras foram
submetidas a0 mesmo processamento, pelo mesmo individuo, no mesmo equipamento, €
respeitando o tempo maximo de 30 minutos entre a coleta e o inicio da centrifugagao.

O plasma obtido por centrifugacdo foram imediatamente separados em

aliquotas e armazenados em freezer a — 80 o C.

3.4 — Avaliagoes laboratoriais de parametros classicos da hemostasia em pacientes

com CIVD

Para a realizacdo das andlises laboratoriais as amostras foram descongeladas
rapidamente em banho-maria a 37°C a fim de minimizar a interferéncia das variagdes inter-
ensaios nas comparagdes dos resultados. Os seguintes testes foram realizados em duplicata:

Tempo de protrombina: realizado em coaguldmetro automatizado BCS-XP
(Siemens Healthcare, Marburg, Alemanha) através da adi¢do de tromboplastina célcica ao
plasma pelo método de Quick (Tromborel, Siemens Healthcare, Marburg, Alemanha).

Dosagem de fibrinogénio: realizado em coagulometro automatizado BCS-XP
(Siemens Healthcare, Marburg, Alemanha) pelo método modificado de Klauss, onde o
plasma citratado foi levado a coagulacdo com um grande excesso de Trombina. Foi
utilizado o reagente Multfibrin U (Siemens Healthcare, Marburg, Alemanha).

Dosagem de dimeros D: realizado em coagulometro automatizado BCS-XP
(Siemens Healthcare, Marburg, Alemanha) através de andlise imunoturbidimétrica

potenciada por particulas de polistireno revestidas covalentemente com anticorpo
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monoclonal especifico para deteccao de dimeros D. O resultado foi expresso através do
aumento da turvagdo e expresso em mg/L. Foi utilizado o reagente Innovance DDimer

(Siemens Healthcare, Marburg, Alemanha).

3.5. Avaliacao da geracio de trombina

Todas as avalia¢des da geracdo de trombina foram feitas em uma unica data, em
duplicata, utilizando fluorimetro (Biotek FLx800 Brunner, Austria). As avaliacdes foram
feitas com kit comercial (Technothrombin TGA, Brunner, Austria). Neste protocolo, a
coagulacdo ¢ ativada através da adi¢dao de SpM de fator tissular. A metodologia deste teste ¢
baseada no monitoramento da fluorescéncia gerada pela clivagem de um substrato
fluorogénico pela trombina ao longo do tempo de mensuragdo. A concentragdo de trombina
(em Nm) na amostra ¢ calculada a partir das variagdes de fluorescéncia ao longo do tempo,
corrigida por uma curva de calibracdo. A geracdo de trombina ¢ expressa através dos
seguintes parametros:

Intervalo ou “Lag” (segundos): tempo para inicio da clivagem do substrato

Pico (Nm): pico mensurado de geragao de trombina

Tempo para pico (segundos): tempo em segundos para obtengdo do pico

ndice de velocidade: expressio da velocidade de elevagio da curva do
momento de seu inicio até o pico (inclinagao)

Area sob a curva: expressa a quantidade de trombina gerada durante todo o
processo

A avaliagdo da geragdo de trombina foi ainda realizada em amostras de 6

individuos normais em duplicata.
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3.6. Calculo dos escores de CIVD

Os pacientes foram classificados quanto a presenca de CIVD descompensada
através dos critérios da ISTH discutidos anteriormente (tabela 2). Os escores foram
calculados no momento da febre e apds 48 horas.

Para avaliar o impacto potencial da plaquetopenia induzida pela quimioterapia
nos resultados destes escores, os mesmos foram recalculados considerando a auséncia de
plaquetopenia decorrente de CIVD. Assim, os pontos somados ao escore pela presenca de
plaquetopenia foram retirados nesta avaliacdo modificada. A decis@o por conferir escore =
0 para a plaquetopenia nesta reavaliacdo foi arbitraria e baseada na observacao que nenhum
dos pacientes apresentava consumo significativo de fibrinogénio, o que pode sugerir que a

CIVD nos mesmos estaria em fase inicial.

3.7. Analise estatistica

As caracteristicas clinicas dos pacientes sdo apresentadas de forma descritiva.
Os resultados laboratoriais sdo apresentados como média + erro padrao da média, exceto
quando especificado de outra forma. As varidveis foram tratadas como ndo-paramétricas.
Comparacdes entre médias foram realizadas pelo teste de Mann-Whitney (duas variaveis)
ou teste de Kruskal-Wallis (trés ou mais varidveis), utilizando o pos-teste de Dunn. A
avaliacao da correlagdo entre duas varidaveis foi feita através do teste de correlagdao de
Spearman. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Os testes

foram realizados com o software GraphPad A Prism (San Diego, Califérnia, EUA).
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Resultados



4 RESULTADOS

4.1. Caracteristicas dos pacientes

No total, 24 pacientes com neutropenia febril e sepse foram avaliados. As

caracteristicas demograficas e clinicas destes pacientes sdo demonstradas na tabela 4.

Tabela 4 - Caracteristicas dos pacientes (n=24)

Caracteristicas

Sexo (masculino: feminino)

Idade (mediana, min-max)

Diagndstico

Leucemia Aguda

Outras patologias®

Tratamento

QTx intensiva /TCPH autdlogo

TCPH alogénico

Neutréfilos/ pl — na febre (mediana, min-max)
SOFA - inicio da febre (mediana, min-max)
SOFA - 48 horas (mediana, min-max)

Escore CIVD — febre/48h (mediana, min-max)
Escore CIVD - 48 horas (mediana, min-max)
CIVD descompensada - inicio da febre (%)
CIVD descompensada — 48 horas (%)
Sangramento maior (n)

Fenomenos tromboembdlicos (n)

15:9
42 (16-62)

14
10

12
12

125 (20 - 500)
3(0-13)
4(1-12)
4(0-7)
4(2-6)

7/17 (41,7 %)
9/20 (45,0 %)
0/24

0/24

€: Linfoma (n=4); Mieloma Multiplo (n=1), Neoplasia Mieloproliferativa Cronica (n=4);
Hemoglobinaria Paroxistica (Noturna (n=1); TCPH: transplante de células progenitoras

hematopoiéticas; QTx: quimioterapia
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Conforme demonstrado na tabela, a populacdo do estudo apresentava escores de
gravidade relativamente baixos, se comparado com outros estudos de avaliagdo de
pacientes com sepse recrutados em UTIs. Quanto a freqiiéncia de CIVD descompensada, os
achados iniciais mostram freqiiéncia elevada na ordem de 40%, j4 no momento da febre.
No entanto, a presenga de plaquetopenia grave, com contagem inferior a 50.000/uL em
quase todos os pacientes, limita o valor deste escore em nossos pacientes. De fato, quando
os pontos relativos a presenga de plaquetopenia foram excluidos do escore, apenas 1
paciente em cada momento apresentava CIVD descompensada. Este valor ¢ mais

compativel com as caracteristicas clinicas de nossos pacientes.

4.2. Parametros da coagulacio classicos nos pacientes com sepse

Os valores do tempo de protrombina, dosagem de fibrinogénio, dosagem de
dimeros D e contagem de plaquetas dos pacientes sdo mostrados nas figuras 4 a 7
respectivamente. Observam-se niveis estaveis de tempo de protrombina ao longo das
primeiras 48 horas da evolugdo da sepse. Observamos um aumento dos niveis de
fibrinogénio, compativel com seu carater de proteina de fase aguda, observado nas fases
iniciais da sepse. Observa-se ainda um aumento significativo da dosagem de dimeros D ao
longo das primeiras 48 horas da sepse. Em relagdo a contagem de plaquetas, o valor dos
achados ¢ limitado na medida em que a plaquetopenia em nossa populagdo decorre do

efeito mielotdxico da quimioterapia, e ndo da ativacdo da coagulacdo.
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Figura 5 - Os graficos mostram os valores do tempo de protrombina dos pacientes do
estudo antes do inicio da quimioterapia (basal), no momento da febre (febre) e apos 48
horas do primeiro pico febril (48 horas). Valor de normalidade: 11,2 a 13,3 segundos.
Comparacao entre médias feita pelo método de Kruskal-Wallis.
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Figura 6 - Os graficos mostram os valores de fibrinogénio dos pacientes do estudo antes do
inicio da quimioterapia (basal), no momento da febre (febre) e apds 48 horas do primeiro
pico febril (48 horas). Valor de normalidade: 200-400 mg/dL. Comparagao entre médias
feita pelo método de Kruskal-Wallis.
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Figura 7 - Os graficos mostram os valores de dimeros D dos pacientes do estudo antes do
inicio da quimioterapia (basal), no momento da febre (febre) e apos 48 horas do primeiro
pico febril (48 horas). Valor de normalidade: 100 a 210 ng/dL Comparagao entre médias feita
pelo método de Kruskal-Wallis.
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Figura 8 - Os graficos mostram os valores de contagem de plaquetas dos pacientes do
estudo no momento da febre (febre) e apds 48 horas do primeiro pico febril (48 horas).
Valor de normalidade: 150 a 450 (x103 /mm3).Comparacdo entre médias feita pelo método de
Mann-Whitney
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4.3. Avaliacdo da geracio de trombina em pacientes com sepse

A avalia¢do da geracdo de trombina foi feita nos 24 pacientes nos trés tempos
do estudo. Nas figuras 8 a 12 podemos observar os valores obtidos para os pacientes do
estudo. Os valores obtidos no momento da febre e ap6s 48 horas devem ser analisados em
comparagao aos valores obtidos antes da quimioterapia, ja que € possivel haver variagdes
nos niveis basais destes parametros conforme o diagnostico ou o status atual da doenga. Os
valores de referéncia para os pardmetros testados obtidos em 6 amostras de individuos
normais sdo apresentados nas legendas de cada figura. Todos os valores observados no
tempo basal (exceto indice de velocidade) encontravam-se dentro da faixa de normalidade,

se calculada a partir destas amostras.
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Figura 9 - Os graficos mostram os valores do intervalo (ou /ag) para geragdo de trombina
dos pacientes do estudo antes do inicio da quimioterapia (basal), no momento da febre
(febre) e apo6s 48 horas do primeiro pico febril (48 horas). Comparagdo entre médias feita
pelo método de Kruskal-Wallis. Valores obtidos em 6 individuos normais: 19,0 + 6,7
segundos.
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Figura 10 - Os graficos mostram os valores do pico de trombina dos pacientes do estudo
antes do inicio da quimioterapia (basal), no momento da febre (febre) e apés 48 horas do
primeiro pico febril (48 horas). Comparacao entre médias feita pelo método de Kruskal-
Wallis. Valores obtidos em 6 individuos normais: 241,1 + 78,1 nM.
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Figura 11 - Os graficos mostram os valores do tempo para geracao do pico de trombina dos
pacientes do estudo antes do inicio da quimioterapia (basal), no momento da febre (febre) e
apds 48 horas do primeiro pico febril (48 horas). Comparacdo entre médias feita pelo

método de Kruskal-Wallis. Valores obtidos em 6 individuos normais: 34,8 + 8,7 segundos.
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Figura 12 - Os graficos mostram os valores do indice de velocidade para geracdo de
trombina dos pacientes do estudo antes do inicio da quimioterapia (basal), no momento da
febre (febre) e apds 48 horas do primeiro pico febril (48 horas). Comparacao entre médias
feita pelo método de Kruskal-Wallis. Valores obtidos em 6 individuos normais: 16,3 + 7,4.

P=0,53
8000- ' '

6000-

4000+

nM

2000+

Basal Febre 48 horas

Figura 13 - Os graficos mostram os valores da area sob a curva de geragdo de trombina dos
pacientes do estudo antes do inicio da quimioterapia (basal), no momento da febre (febre) e
apds 48 horas do primeiro pico febril (48 horas). Comparacdo entre médias feita pelo
método de Kruskal-Wallis. Valores obtidos em 6 individuos normais: 6105,4 + 1684,0 nM.
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4.4. Avaliacao da correlaciao entre parametros do teste de geracio de trombina e

escores de gravidade e CIVD

A fim de avaliar a associagdo entre os pardmetros do teste de geracdo de
trombina com variaveis clinicas e laboratoriais relevantes no contexto da sepse, realizamos
uma analise de correlacdo entre os valores obtidos neste teste, com um escore classico de
gravidade da sepse normalmente avaliado de forma seriada em pacientes internados em
UTIL Os escores foram calculados no momento da febre e apds 48 horas a fim de
sensibilizar a andlise para a deteccdo da evolugdo clinica dos pacientes apds 48 horas do
inicio da neutropenia febril. Os resultados sdo demonstrados na tabela 6. Houve correlagao
estatisticamente significativa entre o escore SOFA de gravidade da sepse com os seguintes
parametros: intervalo para geracdo de trombina no momento da febre e apos 48 horas, pico
de trombina em 48 horas e area sob a curva no momento da febre e apds 48 horas. Diante
das limitagdes da avaliagdo do escore de CIVD em nossa populacdo, os coeficientes de

correlacdo ndo sdo apresentados.

Tabela 5 - Coeficientes de correlagdo de Spearman (Rs) entre teste de geragao de trombina
e escores de gravidade na sepse

Parametros SOFA (febre)  SOFA (48h)
Intervalo (febre) 0,54 (P=0,02) 0,47 (P=0,05)
Intervalo (48 horas) -0,23 0,12

Pico trombina (febre) | -0,44 -0,48 (P=0,04)
Pico trombina (48 h) | -0,15 0,01

Tempo pico (febre) 0,44 0,43

Tempo pico (48 h) -0,04 0,10

indice vel (febre) -0,36 -0,45

indice vel (48 h) -0,08 -0,01

AUC (febre) -0,62 (P=0,006) -0,54 (P=0,02)
AUC (48 horas) -0,21 -0,19

AUC: area sob a curva de geracdo de trombina. Correlagdes estatisticamente significativas destacadas em
negrito. Demais correlagdes sem significancia estatistica.
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4.5. Analise exploratéria do valor prognostico dos parametros do teste de geracao de

trombina para evolucio para choque séptico

Dos 24 pacientes avaliados com o teste de gera¢do de trombina, 8 evoluiram
com choque séptico. A evolugdo para choque séptico foi tardia, ocorrendo em uma mediana
de 4 dias (1 — 4) em relag@o ao inicio da neutropenia febril. O escore SOFA em pacientes
com ou sem choque séptico ¢ mostrado na figura 14, mostrando que quando medico 48
horas apds a febre, seu valor esta estatisticamente associado a ocorréncia de choque séptico.

Apesar do numero reduzido de pacientes, realizamos uma analise exploratéria
da associacdo entre valores obtidos no teste de geragdo de trombina 48 horas apos a febre
(momento em que o escore SOFA mostrou-se capaz de segregar pacientes com evolugao
para choque séptico). Os resultados sdo mostrados na tabela 6. Um aspecto importante da
analise ¢ que ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre nenhum dos
parametros do teste de geragdo de trombina antes da neutropenia febril (basal). Nenhum dos

parametros foi capaz de predizer a ocorréncia de choque séptico em nossa populacao.
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Figura 14 - Associagdo entre escore de gravidade SOFA e evolugdo para choque séptico,
mostrando que apenas o SOFA apds 48 horas da febre apresenta associacdo estatistica com
este desfecho clinico (Teste de Mann-Whitney).
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Tabela 6 - Associacdo entre pardmetros do teste de geracdo de trombina com a evolucao

para choque séptico

Teste de Gerag¢do de Trombina

Parametro Sepse Choque séptico p*

Intervalo (basal) 19,35 (8,1-23,1) 18,6 (16,1-26,6) 0,93
Intervalo (48h) 22,1(10,1-31,1) 24,1 (18,1-29,1) 0,61
Pico trombina (basal) 325,7 (0-707,4) 282,3 (140,8-306,7) 0,13
Pico trombina (48h) 221,2 (63,6-362,8)  150,2 (93,4-300,2) 0,29
Tempo p/ pico (basal) 32,6 (12,1-49,1) 33,1(27,6-44,6) 0,58
Tempo p/ pico (48h) 42,35 (18,6-62,1) 46,6 (35,1-59,6) 0,29
indice velocidade (basal) 25,3 (0-176,9) 18,2 (7,1-26,9) 0,30
indice velocidade (48h) 11,8 (1,4-39,4) 5,7 (3,1-21,9) 0,37
AUC (basal) 6123 (4806-7829) 6287 (3764-6783) 0,37
AUC (48h) 6430 (1675-7042) 5228 (2496-6613) 0,16

SOFA: escore de gravidade de pacientes com sepse; ISTH: escore de CIVD da ISTH; AUC: area sob a curva
de geracdo de trombina; * teste de Mann-Whitney; dados expressos como mediana (min-max).
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5 DISCUSSAO

A despeito dos avangos na terapia de suporte, a sepse e suas complicagdes
permanecem como um dos principais desafios da medicina.

A ativagdo da coagulacdo e a disfungdo dos mecanismos reguladores do
equilibrio hemostatico sdo caracteristicas marcantes da sepse. A expressdo clinica deste
fenomeno ¢ a CIVD. A CIVD ¢ uma das mais graves complicagdes da sepse, podendo levar
ao oObito tanto por sangramentos - decorrentes do consumo de fatores e plaquetas, quanto
por tromboses, decorrentes entre outras causas da disfuncdo dos mecanismos reguladores
do equilibrio hemostatico. Frente a gravidade do quadro de CIVD ¢ importante o estudo da
sua fisiopatologia em pacientes com sepse. Até o momento ndo hé tratamentos especificos
para a CIVD que sejam amplamente aceitos na pratica médica, e os pacientes sdao
manejados através do tratamento das condi¢des de base que desencadearam a CIVD e da
reposicao de fatores da coagulagdo e plaquetas consumidos nas fases tardias da CIVD. O
melhor entendimento da CIVD em pacientes com sepse pode revelar novas estratégias
terapéuticas ou reorientar condutas classicas no manejo destes pacientes.

Durante muitos anos as alteragdes da hemostasia na sepse foram descritas como
apresentado uma fase inicial caracterizada por hipercoagulabilidade, e uma fase tardia, ou
descompensada, marcada por hipocoagulabilidade. Segundo este modelo, a
hipercoagulabilidade das fases iniciais (ou compensada) da CIVD — hipercoagulabilidade
esta que seria resultado da expressao andmala de FT, da hipofuncao das vias da PCa, AT e
TFPI, e da liberacdo macica de PAI-1 — levaria a tromboses em capilares e vasos de menor
calibre. A deposi¢do de fibrina intravascular levaria a consumo de outros fatores da
coagulacdo e plaquetas. Assim, o processo inicialmente marcado por hipercoagulabilidade
evoluiria para um quadro de hipocoagulabilidade caso ndo fosse interrompido pelo
tratamento da doenca de base.

Ainda de acordo com este modelo, as tromboses de capilares e vasos de menor
calibre seriam responsaveis por isquemia de tecidos, como pulmdes, figado, rins, etc,
levando ao quadro de faléncia de multiplos 6rgaos e dbito pela sepse.

Este modelo foi amplamente testado em modelos animais e ensaios in vitro,

com resultados fortemente sugestivos de sua relevancia clinica. A partir destes resultados,
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varias estratégias para o tratamento da sepse baseadas no uso de anticoagulantes como a
heparina ou de proteinas anticoagulantes naturais como a PCa. AT e TFPI foram
desenvolvidas. A partir de resultados encorajadores nas fases pré-clinica e clinica inicial
(fases I e II), grandes estudos de fase III foram realizados com o racional de interromper a
ativacdo da coagulagdo na sepse, e desta forma reduzir as conseqiiéncias deletérias das
tromboses teciduais e dos sangramentos por consumo de fatores da coagulagdo e plaquetas.
Infelizmente, apenas a PCa mostrou-se eficaz no tratamento da sepse. E mesmo esta
proteina teve seu efeito benéfico mais atribuido a mecanismos celulares independentes da
coagulag¢do, em oposicao a sua acdo sobre os fatores VIIla e Va. Desta forma, podemos
concluir que apesar das evidéncias indicando a ativa¢ao da coagulagdo durante a sepse, a
relevancia clinica deste achado permanece incerta.

Um dos motivos pelo qual os resultados de estudos iniciais podem ter levado a
conclusdes inadequadas no estudo da hemostasia na sepse diz respeito aos testes usados
para caracterizacao das alteragdes da hemostasia neste contexto. De fato, a avaliacdo da
hemostasia por testes cldssicos ¢ limitada pela incapacidade dos mesmos em capturar a
interacdo entre os varios processos que levam a CIVD. Em geral, testes classicos da
hemostasia apresentam desfecho laboratorial (in vitro) precoce em relagdo a todo o
processo da hemostasia (in vivo). Em outras palavras, o tempo em segundos para a
formacgdo da fibrina em um TP ou TTPa ¢ muito inferior ao tempo fisioldgico necessario
para iniciacdo, amplificagdo e propagacdo da hemostasia. Além disso, as concentracdes de
ativadores usadas nestes ensaios sdo muitas vezes acima dos valores fisioldgicos, o que
limita sua utilizagdo para a detec¢do de deficiéncias muito importantes destes fatores. O TP
e o TTPa ndo detectam a reducdo menos significativa de fatores da coagulagdo, nem sdo
capazes de medir estados de hipercoagulabilidade.

Neste contexto, a avaliagdo da hemostasia em pacientes com sepse através de
testes globais ¢ uma estratégia atraente, com o potencial de revelar novos aspectos sobre a
fisiopatogenia da CIVD.

Dentre os testes de globais da hemostasia mais usados atualmente, destacam-se
a tromboelastografia e o teste de geracdo de trombina. Ambos sdo testes muito antigos, que
foram recentemente ‘“descobertos” e aprimorados. A tromboelastografia usa como

“endpoint” a medida das propriedades visco-elasticas do sangue, e apresenta como
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vantagem tedrica o fato de avaliar a hemostasia em amostras de sangue total. Isto permite a
avaliacdo da participacdo dos globulos vermelhos e plaquetas, o que em tese ¢ uma
vantagem em relag@o a testes que utilizam plasma. No entanto, a tromboelastografia tem
como resultado, parametros que se correlacionam pouco com pontos especificos ha
processo de coagulagdo. Isto confere a esta metodologia muito mais utilidade do ponto de
vista pratico, isto ¢, na definicdo da assisténcia a pacientes com distirbios da coagulagdo,
do que exploratéorio de mecanismos especificos envolvidos na fisiopatogenia de
coagulopatias. De fato, algumas tentativas de incorporacdo desta metodologia na
investigacdo de pacientes com sepse acrescentaram informagdes limitadas no que diz
respeito a fisiopatogenia da CIVD, embora tenham se mostrado capazes de auxiliar no
diagnostico da presenga desta condigdo (Sharma e Saxena, 2010). Conforme esperado, a
tromboelastografia foi capaz de demonstrar a presenga de hiperfibrindlise em pacientes
com CIVD por trauma (Levrat, Gros et al., 2008) e sinais de coagulopatia grave em
pacientes com CIVD por complicagdes obstétricas graves (Moopanar, Naidu et al., 1997).
Na CIVD decorrente da sepse, dois trabalhos merecem destaque. Daudel e colaboradores,
avaliando 30 pacientes internados em UTI, mostraram que a tromboelastografia, realizada
de forma seriada a cada 12 horas durante as 48 horas iniciais de internagdo, encontrava-se
dentro da faixa da normalidade na maioria dos pacientes. Este achado negativo indica que
pelo menos através deste método, ndo ¢ possivel demonstrar a presenca da fase inicial de
hipercoagulabilidade sugerida em estudos experimentais (Daudel, Kessler et al., 2009). Ja

Collins e colaboradores, em sua avaliagdo de pacientes com sepse através de
tromboelastografia em um tUnico momento, encontraram indicios de lentificagdo no
processo de inicio da coagulacdo (expresso pelo tempo de coagulagdo ou reacdo), que uma
vez iniciado apresentava sinais de exacerbacdo discreta (expressa pelo velocidade méxima
de formacao do coagulo e area sob a curva de elasticidade). Como destacado anteriormente,
este estudo ndo deixa claro o momento em que pacientes de UTI foram avaliados, de modo
que as conclusdes ficam limitadas(Collins, Macchiavello et al., 2006). Um outro aspecto
comum a estes estudos que também pode ter limitado o potencial da tromboelastografia
para demonstracao de altera¢des relevantes em pacientes com sepse diz respeito a forma de

ativacdo usada nos estudos. Atualmente a tromboelastografia vem sendo usada com o uso
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de FT em concentragdes fisioldgicas, muito inferiores aquelas presentes nos reagentes
comerciais usados nos estudos acima (Sorensen, Johansen et al., 2003).

A trombina ¢ um dos componentes mais criticos do processo de coagulagao
devido a sua agdo heterogénea, que consiste na ativagdo de outros fatores durante a fase de
amplificacdo, ativacao de vias anticoagulantes criticas como a via da PCa, ativacao de
inibidores da fibrin6lise como o TAFI, além de suas agdes celulares independentes da
hemostasia mediadas por receptores ativados por proteases (PAR) (Coughlin, 2000). A
importancia da trombina ¢ ilustrada pelo fato de camundongos knockout para o gene da
protrombina apresentarem letalidade embrionaria , fato incomum para outros fatores da
coagulagdo (Sun, Witte et al., 1998). Por este motivo, a avaliagcdo laboratorial da geracao de
trombina vem ganhando importancia nas ultimas décadas como forma alternativa de
avaliacdo da coagulacdo. De uma perspectiva clinica, seria extremamente util existir um
teste laboratorial que determinasse com mais precisdo do que o TP e o TTPa o potencial de
coagulagao individual.

Atualmente os testes de geracdo de trombina estdo bem desenvolvidos, e
utilizam substratos especificos da trombina e equipamentos automatizados que medem a
acdo da trombina no plasma sobre estes substratos de forma continua. O resultado ¢ langado
em curvas gerando um trombograma (figura 4). Parametros como a area sob a curva, que
indica o potencial de geracdo de trombina de um individuo, o pico maximo e o tempo para
este pico sdo considerados criticos nesta avaliacao.

O teste de geragdo de trombina vem sendo aos poucos incorporado ao arsenal
de pesquisa na area de hemostasia, embora do ponto de vista clinico ainda ndo tenha sido
validado em nenhuma indica¢do. Condicdes clinicas como monitoramente da terapia com
agentes de bypass em pacientes com hemofilia a inibidores (Dargaud, Beguin et al., 2005),
monitoramento terapia anticoagulante como inibidores diretos de trombina ou antagonistas
de atividade de fator Xa (Seo, Kim et al., 2009) ou avaliagdo de risco de tromboembolismo
venoso recorrente em pacientes apos a anticoagulagdo oral (Eichinger, Hron et al., 2008)
estdo entre as mais estudadas do ponto de vista clinico, e com maior potencial de
incorporagao futura do teste a pratica clinica (Van Veen, Gatt et al., 2008). No entanto, esta

incorporagdo ainda carece do cumprimeto de etapas importantes de validagdo de um teste
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diagnostico, bem descritas por Sackett e Haynes em artigo classico sobre a incorporagao de
novos biomarcadores a pratica médica (Sackett e Haynes, 2002).

Em nosso estudo avaliamos pardmetros do teste da geragdo de trombina em
pacientes com sepse ¢ neutropenia febril. Na medida em que as altera¢des da hemostasia na
sepse ¢ a CIVD sdo condigdes altamente dinamicas ao longo do tempo, nosso estudo
realizou esta avaliacdo antes da ocorréncia da sepse (tempo basal), no momento da febre e
apods 48 horas. Todas as comparacdes foram feitas em relagdo ao tempo basal dos proprios
pacientes, e ndo em relacdo a uma populagdo controle. Em nossa opinido isto ¢ um ponto
forte de nosso estudo. A realizacdo desta avaliagdo basal ndo seria factivel em estudos de
sepse na populagdo geral, pois estes pacientes sdo em geral admitidos em UTIs
aleatoriamente. No estudo de pacientes onco-hematoldgicos, isto € possivel na medida em
que durante a neutropenia febril antecipa-se um risco extremamente elevado de sepse. Este
aspecto dos pacientes com neutropenia febril, de apresentarem um risco extremamente
elevado de sepse, foi o motivo pelo qual esta populacdo foi selecionada para o estudo de
biomarcadores de gravidade na sepse, do qual este estudo faz parte (Alves, Montalvao et
al.). Assim, o motivo pelo qual pacientes com neutropenia febril foram usados neste estudo
tem relacdo ao risco de evolugdo para sepse e suas complicacdes, € ndo a aspectos
especificos da CIVD nesta populacao. De fato, a presenca de plaquetopenia induzida pela
quimioterapia, outra caracteristica desta populagdo, atua como fator de confusdo em nosso
estudo, como discutiremos adiante. Finalmente, ¢ factivel imaginar que o parametro
avaliado em nosso estudo, a geragdo de trombina, possa apresentar diferencas significativas
em pacientes com diferentes doencas onco-hematolégicas ou mesmo pacientes em
diferentes estagios evolutivos de sua doenga (remissdo x progressdo). Neste contexto, a
avaliacdo basal torna-se ainda mais importante.

Além da avaliagdo seriada da geragdo de trombina, também avaliamos outros
parametros classicos da hemostasia. Optamos pelos parametros usados para classificagao de
pacientes quanto a presenca de CIVD, que incluem contagem de plaquetas, dosagem de
fibrinogénio, TP e dosagem de dimeros D. Vérios estudos ja descreveram o comportamento
de parametros classicos da hemostasia em pacientes com CIVD e sepse, de modo que

optamos por esta avaliagdo mais restrita. Com ela pretendiamos classificar nossos pacientes
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quanto a presenga de CIVD descompensada, e posteriormente avaliar estes resultados em
relacdo aos achados do teste de geracdo de trombina.

A principal caracteristica que difere nossa populacdo de outros estudos de sepse
¢ o momento da coleta das amostras. Este momento ¢ relativamente inicial em relagdo ao
desenvolvimento da sepse, na medida em que no momento do primeiro pico febril a
maioria dos pacientes ainda ndo apresenta sinais de sepse grave. Ao contrario, em estudos
realizados em pacientes em UTI, as amostras iniciais sdo coletadas de pacientes graves (que
caso contrario ndo estariam na UTI). Esta caracteristica de nossa populagdo tem duas
conseqiiéncias para nosso estudo: (1) como aspecto negativo, nossa avaliagdo seja talvez
muito precoce em relagdo ao desenvolvimento da CIVD para permitir que conclusdes
relevantes sejam obtidas. Isto ¢ minimizado pela andlise posterior em 48 horas. Ainda
assim, a mediana para desenvolvimento de choque séptico em nossa populagdo foi de 4
dias, de modo que mesmo apos 48 horas, grande parte dos pacientes ainda ndo apresentava
complicagdes graves da sepse (cabe destacar que todos ja apresentavam critérios de sepse,
desde o momento da febre). De fato, a auséncia de uma avaliagdo mais tardia da CIVD em
nossos pacientes (por exemplo, apés 5 a 7 dias) ¢ a principal limitacao deste estudo. (2) A
segunda conseqiiéncia do desenho de nosso estudo é positiva, e consiste no carater
homogéneo do momento da coleta das amostras em nosso estudo. Em uma condi¢ao
dindmica como a chamada “coagulopatia da sepse”, grandes heterogeneidades no momento
da coleta de amostras podem invalidar os resultados gerais de um estudo. O ponto forte de
nosso estudo ¢ justamente o fato de a amostra inicial ter sido coletada em no maximo 12
horas apds o primeiro pico febril (em mais de 90% dos pacientes, em até 3 horas), o que
padroniza o momento do inicio de nossa avaliagao.

Em relagdo aos pardmetros classicos da hemostasia, observamos estabilidade do
TP, e aumento do fibrinogénio e dimeros D ao longo das primeiras 48 horas da sepse.

O TP ¢ um teste que s6 mostra alteragdo quando ha deficiéncias graves da
hemostasia. Como nossos pacientes foram avaliados em fases iniciais da sepse, a
estabilidade do TP ¢ um achado esperado. Por outro lado, o aumento do fibrinogénio (com
significancia estatistica) e de dimeros D (tendéncia clara observada no grafico), estdo de
acordo com o que se espera nas fases iniciais da CIVD e de certa forma validam nossa

populacdo de estudo. Infelizmente a contagem de plaquetas ndo ¢ um parametro valido em
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nosso estudo para avaliagao da CIVD, na medida em que decorre do efeito mielotoxico da
quimioterapia. Por este motivo, a aplicacdo do escore de CIVD da ISTH ndo se mostrou
interessante em nossa populagdo, resultando em freqiiéncia claramente superestimada de
CIVD descompensada (todos os pacientes receberam escore maximo por plaquetopenia
grave). Um exercicio de modificacdo do teste, cortando arbitrariamente os pontos
atribuidos a plaquetopenia, reduziram a porcentagem de pacientes com CIVD
descompensada para valores inferiores a 5%. De fato, ndo ha na literatura validacdo de
escores de CIVD em pacientes com plaquetopenia induzida pela quimioterapia. Nosso
estudo tampouco tem objetivo nem condi¢ao de realizar qualquer proposta neste sentido.

A avaliacdo do teste de geracdo de trombina revelou um aumento do tempo
para pico de trombina 48 horas apos a febre e uma reducdo do indice de velocidade. Estes
parametros estdo mais relacionados as fases iniciais da coagulacdo. A lentificagdo das
etapas de iniciagdo da coagulacdo foi um achado também descrito no estudo de
tromboelastografia em pacientes com CIVD, e estd de acordo com o Unico estudo ja
publicado sobre geracdo de trombina nestes pacientes, que sera discutido a seguir. Por outro
lado, a area sob a curva, que expressa o potencial de geracdao de trombina no plasma, niao
mostrou qualquer elevacdo nas primeiras 48 horas da sepse. Este achado contraria a
premissa cldssica que pacientes com CIVD apresentariam hipercoagulabilidade nestas
fases. O achado de lentificacdo nas fases iniciais de ativagdo da coagulacdo na sepse, sem
impacto na capacidade total de geracdo de trombina, ¢ corroborado em nossa populagdo
pela correlagdo positiva entre os valores de escores de gravidade da sepse com o intervalo
(lag) para inicio da geracdao de trombina, tanto no momento da febre quanto apds 48 horas.
O achado consistente desta correlagdo sugere que haja relevancia bioldgica do aumento do
tempo para pico de trombina e da redugdo do indice de velocidade observada ao longo das
primeiras 48 horas da sepse em nosso estudo. Observamos ainda uma correlagdo negativa
entre 0 SOFA ap6s 48 horas e o pico de trombina na febre, contrariando indiretamente a
hipotese da hipercoagulabilidade como aspecto fundamental da fisiopatogenia das
complicacdes da sepse. A correlacdo negativa entre a drea sob a curva de geracdo de
trombina no momento da febre com os escores SOFA na febre e ap6s 48 horas também
contraria a hipdtese da hipercoagulabilidade como elemento relevante da gravidade da

sepse.
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Curiosamente, a experiéncia com testes de geracdo de trombina na sepse ¢ bem
mais limitada do que com a tromboelastografia, restringindo-se conforme busca via
Pubmed, na avaliacdo de Collins e colaboradores citada anteriormente. Estes autores
avaliaram 38 pacientes com sepse comparando-os com 32 controles. Os pacientes foram
avaliados quando ja se encontravam internados em uma UTI. O principal achado do estudo
foi a ndo identificacdo de sinais de hipercoagulabilidade nos pacientes.

O ETP, equivalente a area sob a curva de nosso estudo, foi semelhante entre
pacientes e controles. O intervalo para inicio da geracdo de trombina encontrava-se
prolongado, e o pico de trombina reduzido em pacientes com sepse. Uma limitacdo deste
estudo ¢ que as amostras foram coletadas em um unico momento da evolugdo da sepse, o
qual nao ¢ definido pelos autores. Considerando o carater dinamico da sepse, a avaliagdo
conjunta de pacientes em momentos evolutivos distintos limita sobremaneira a validade das
conclusdes (Collins, Macchiavello et al., 2006).

A avaliacdo de parametros classicos da hemostasia neste grupo de pacientes
sugere que os mesmos encontravam-se em fase mais tardia da CIVD, na medida em que
havia redugdo de fatores II, V, VII, X, XI, XII, PC ¢ AT em relacao aos controles. Nao
obstante, os resultados deste estudo sdo semelhantes aos apresentados por nos, na medida
em que nao demonstram a presenca de hipercoagulabilidade como principal caracteristica
da hemostasia em pacientes com sepse. Nos ultimos anos, a metodologia de andlise da
hemostasia pelo teste de geragdo de trombina vem sendo usada para refutar a presenga de
hipocoagulabilidade em pacientes com cirrose, e questionar o beneficio do uso de plasma
fresco congelado nestes pacientes (Tripodi, Chantarangkul et al.). Os resultados obtidos em
pacientes com sepse até o momento sugerem que uma abordagem semelhante possa ser util.

Do ponto de vista metodologico, o teste de geragdo de trombina ainda passa por
uma fase de padronizagio e consolidagio metodologica. E possivel que sé apds esta
padronizagdo o teste seja incorporado definitivamente a pratica clinica.

Muitas varidveis pré-analiticas e analiticas se mostraram criticas para os
resultados do teste de geragdo de trombina. Ha trabalhos que mostraram uma
reprodutibilidade intra e inter-ensaio aceitavel, com um coeficiente de variacdo inferior a
10% em amostras de plasma pobre em plaquetas (Hemker, Giesen et al., 2003). As

principais varidveis pré-analiticas sdo a forma de coleta e o processamento da amostra.
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Entre as variaveis analiticas destaca-se o tipo de ativador. Em relagdo a coleta,
todos os cuidados normalmente observados na coleta de testes da hemostasia devem ser
redobrados, na medida em que em testes potencialmente mais sensiveis, o impacto de
problemas como coleta traumatica pode ser ainda maior. De forma empirica, recomenda-se
que nao sejam usadas agulhas do tipo borboletas para a coleta. Outra discussdo relevante
diz respeito ao uso de corn trypsin inhibitor (CTI) no tubo de coleta.

O CTI inibe a ativagdo da fase de contato da coagulagdo. Sabe-se hoje que uma
dos maiores limitagdes do teste de geracdo de trombina ¢ justamente a interferéncia pela
ativacao por contato, especialmente quando sdo utilizadas concentragdes muito baixas de
FT para a ativacao do teste. Neste caso, a ativagdo pela via de contato pode superestimar os
resultados, o que exigiria 0 uso do CTI nos tubos primarios de coleta (Luddington e Baglin,
2004). A necessidade do uso deste reagente aumenta muito o custo do teste, e ainda ndo ¢
aceita de forma consensual. O principal fabricante de reagentes para teste de geracdo de
trombina (Thrombinoscope, Holanda) nao recomenda seu uso, desde que a amostra ndo seja
coletada por agulhas do tipo borboleta (Peter Giesen, comunicacdo pessoal). Em um futuro
proximo, a ISTH deve publicar recomendagdes que padronizardo este uso. Em nosso
estudo, o CTI ndo foi usado. E possivel que isto influencie nossos resultados, embora as
amostras nao tenham sido coletadas de forma traumatica. Por outro lado, o fato de todas as
amostras terem sido processadas de forma homogénea, e de os resultados terem sido
avaliados em relag@o ao tempo basal de cada paciente, limita o impacto desta variavel.

Outra variavel pré-analitica importante é o processamento da amostra. Uma das
vantagens do uso da técnica fluorogénica do teste de geracdo de trombina € a possibilidade
de uso de amostras de plasma pobre em plaquetas ou plasma rico em plaquetas. O substrato
fluorogénico ndo sofre influéncia da turbidez do meio, a qual impede o uso de plasma rico
em plaquetas em ensaios de geracdo de trombina com substratos cromogénicos. Além
disso, os substratos mais modernos apresentam reatividade mesmo em baixas
concentragdes, o que elimina a necessidade de uso de altas doses de ativadores e de
substrato. Isto torna o método menos artificial, ao menos do ponto de vista tedrico. Quando
plasma rico em plaquetas for usado, o processamento e a analise da amostra devem ser
imediatos, na medida em que o congelamento destas amostras ser invidvel. Em nosso

estudo usamos o plasma pobre em plaquetas. Nossa decisdo na verdade decorreu de
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aspectos logisticos, ja que necessitdvamos realizar todos os testes em conjunto. Mas ela
também se justifica do ponto de vista tedrico, na medida em que em nossa populagdo, a
plaquetopenia ¢ muito varidvel, e decorre de um elemento totalmente independente da
CIVD que ¢ a quimioterapia. Assim, o uso de amostras de PPP nos permite eliminar esta
variavel de confusdo. O processamento ideal para amostras de PPP para testes de geracao
de trombina também ¢ objeto de discussdo, que deve ser padronizada com a publicacdo em
breve das diretrizes da ISTH.

No momento do planejamento deste estudo, a necessidade de dupla
centrifugagdo ainda ndo era consensual. Atualmente, isto ¢ recomendado pela maioria dos
autores, com o objetivo de reduzir a influéncia das plaquetas nas amostras congeladas e
descongeladas.

Em tese, o processamento usado em nosso estudo poderia, pois, superestimar a
geracdo de trombina, na medida em que plaquetas residuais podem ter permanecido em
nossas amostras. Mais uma vez, acreditamos que o processamento homogéneo das
amostras, e especialmente a andlise dos resultados em comparagdo com os niveis basais da
mesma populacdo (cujas amostras foram processadas da mesma forma), limite o impacto
desta varidvel em nossos resultados.

Em relacao a variaveis analiticas, a forma de ativador e o método de leitura sao
os mais relevantes. Atualmente, ha dois testes comerciais fluorogénicos validados em uso
comerical: o CAT (Calibrated Automated Thrombin Generation, Thrombinoscope. B.V,
Maastrich, Holanda) e o Tecnhothrombin® TGA Assay (Technoclone, Viena, Austria), este
ultimo usado em nosso estudo. Além disso, h& um método cromogénico realizado na
plataforma BCS XP (Siemens Healthcare, Marburg, Alemanha). Conforme ja mencionado,
o uso de substratos fluorogénicos de reatividade com baixas doses permite a mensuracao
continua do sinal, ndo sofre influéncia da turbidez do meio (o que permite o uso de PRP) e
permite a realizacdo do teste com baixas doses de ativador e baixas concentragdes de
substrato.

Um estudo recente comparou o método cromogénico com o fluorogénico e
mostrou que o primeiro apresentava coeficientes de variacdo inferiores ao segundo, com
performance semelhante (Devreese, Wijns et al., 2007). No entanto, o método cromogénico

exige concentragdes muito elevadas de ativadores, o que pode comprometer, pelo menos
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em teoria, a validade de seus resultados. Alias, a concentragao de ativador usada ¢ outro
fator critico para os resultados. O teste de geracdo de trombina pode ser ativado por
fosfolipides ou por fator tissular. Além disso, a adicdo de proteinas como a
trombomodulina ou ativadores da fibrindlise, permite a avaliagdo especifica de outros
aspectos da hemostasia. A concentragdo de FT utilizado como gatilho na reagao influencia
sua sensibilidade do teste para deficiéncia de fatores da coagulacdo individuais, sendo uma
importante fonte de variacdo inter-laboratorial (Van Veen et al 2008). Em geral, se aceita
que o uso de doses supra-fisiologicas de FT possa reduzir a sensibilidade dos testes. Em
nosso estudo, o teste foi ativado com concentracdes consideradas fisiologicas deste
reagente.

Em conclusdo, nossos resultados mostram que o potencial de geragdo de
trombina esta inalterado em pacientes com neutropenia febril e sepse, quando analisados no
momento do primeiro pico febril e apos 48 horas. A avaliagdo da geracdo de trombina
nestes pacientes nao confirma a presenca de hipercoagulabilidade esperada a partir de
ensaios in vitro e modelos tedricos da hemostasia na sepse. Estes dados preliminares estdo
de acordo com outros estudos que avaliaram a geragdo de trombina ou outros testes globais
da hemostasia em pacientes com sepse. Além disso, pardmetros da geracao de trombina ndo
foram capazes de segregar pacientes quanto ao risco de evolucao para choque séptico em
nossa populagdo. A presenca de hipercoagulabilidade na sepse ¢ tida como fator patogénico
critico e vem guiando uma série de estratégias terapéuticas, que até agora ndo se mostraram
eficazes do ponto de vista clinico. A avaliagdo cuidadosa deste pardmetro em estudos
maiores, com avaliacdo mais prolongada ¢ importante para aprofundar o conhecimento

sobre a relevancia clinica ha hemostasia na sepse.
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6 CONCLUSOES

e A avaliagdo de parametros classicos da hemostasia nas primeiras 48 horas da sepse
em pacientes onco-hematoldgicos com neutropenia febril mostra resultados
compativeis com a ativagdo da coagulagdo compensada, com aumento do
fibrinogénio e dimeros D, e com baixa freqiiéncia de CIVD descompensada.

e A aplicagdo do escore de CIVD da ISTH em pacientes onco-hematologicos com
neutropenia febril ¢ limitada pela presenca de plaquetopenia grave secunddria a
mielotoxicidade da quimioterapia.

e A avalia¢do da geracdo de trombina durante as primeiras 48 horas da sepse mostra
potencial de gera¢do de trombina inalterado em relagdo ao estado basal, sem sinais
de hipercoagulabilidade. Além disso, observa-se redu¢do na velocidade de inicio de
geracdo de trombina.

e As corrclagdes observadas em mnosso estudo corroboram a auséncia de
hipercoagulabilidade mensurada através do teste de geragdao de trombina normal em
pacientes com sepse.

e Nenhum dos pardmetros do teste de gera¢do de trombina foi capaz de segregar
pacientes com maior risco de evolugdo para choque séptico em nosso estudo. No
entanto, o tamanho amostral em nosso estudo exige cautela na interpretacao deste
achado.

¢ Em conjunto, nossos resultados sugerem que novos estudos devem ser conduzidos a
fim de confirmar a auséncia de hipercoagulabilidade nas fases iniciais da sepse, a
fim de propiciar um melhor entendimento da relevancia da hemostasia na

fisiopatogenia da sepse e de suas complicagdes.
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