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A neutropenia febril (NF) em pacientes com neoplasias hematológicas é 

caracterizada pelo alto risco de sepse e choque séptico. Embora a utilização de 

escores clínicos como o MASCC permita a identificação de pacientes de baixo 

risco, este escore é menos informativo em pacientes de alto risco, onde se 

encaixam a maioria dos pacientes com neoplasias hematológicas, além daqueles 

submetidos a esquemas intensivos de quimioterapia. Ao mesmo tempo, a 

aplicação de biomarcadores de gravidade como a procalcitonina, validados em 

pacientes não-neutropênicos, é controversa em pacientes com NF. A quebra da 

barreira endotelial é um elemento chave no choque séptico, de modo que 

proteínas envolvidas neste processo são candidatos atrativos como 

biomarcadores de gravidade na sepse. Neste estudo, avaliamos prospectivamente 

o valor da dosagem de VEGF-A, sFlt-1, Ang-1 e Ang-2 como biomarcadores da 

evolução para choque séptico em 120 pacientes com NF. Pacientes internados 

nas enfermarias de Hematologia e Transplante de Medula Óssea do HC da 

UNICAMP para tratamento de NF entre março de 2011 e 2012 foram convidados a 

participar. As amostras foram coletadas na manhã seguinte à entrada no estudo, 

junto com a coleta de exames de rotina. O estudo foi desenhado com o objetivo de 

mimetizar as condições de coleta e processamento das amostras, que seriam 

encontradas na prática clínica real. Foram avaliadas a evolução para choque 

séptico e mortalidade em 28 dias. Os resultados foram comparados com 

marcadores de prognóstico clássicos como proteína C reativa, e escores MASCC 

e SOFA. No total, 99 pacientes preencheram os critérios de inclusão, dos quais 

19,8% evoluíram com choque séptico. Não foram observadas diferenças clínicas e 

demográficas entre os pacientes com NF não-complicada e choque séptico, 



 xxvi 

exceto pelo escore SOFA, significativamente mais elevado no segundo grupo. Os 

níveis de VEGF-A e sFlt-1 foram semelhantes entre os dois grupos. Em contraste, 

os níveis séricos de Ang-2 estavam aumentados em pacientes com choque 

séptico, ao passo que os níveis séricos de Ang-1 estavam diminuídos. 

Considerando o papel antagônico destas angiopoietinas na regulação da 

permeabilidade endotelial, a relação Ang-2/Ang-1 foi calculada, como indicador de 

desequilíbrios na concentração destes moduladores, que pudessem indicar um 

estado mais ou menos propenso à queda da barreira endotelial. De fato, um 

aumento na relação Ang-2/Ang-1 foi encontrada em pacientes com choque séptico 

(5,29 – variação de 0,58 a 57,14) em relação aos pacientes com NF não-

complicada (1,99 – variação de 0,06 a 64,62; P=0,01). Na análise univariada e 

multivariada, a relação Ang-2/Ang-1 provou ser um fator de risco independente 

para o desenvolvimento de choque séptico e mortalidade em 28 dias. Desta forma, 

concluímos que a elevação dos níveis séricos de Ang-2 e da relação Ang-2/Ang-1 

está associada ao risco aumentado de choque séptico e mortalidade em pacientes 

com NF, mesmo quando coletada sob condições próximas àquelas encontradas a 

prática clínica.  
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Febrile neutropenia (FN) in patients with hematologic malignancies is 

characterized by a high risk of sepsis complications and septic shock. Although the 

use of clinical scores such as the MASCC allows the identification of low-risk 

patients, this score is much less informative in high-risk patients, a category in 

which most patients with hematologic malignancies, and those undergoing 

intensive chemotherapy regimens, fit in. At the same time, the use of classical 

biomarkers such as procalcitonin in non-neutropenic patients is controversial in 

patients with FN. Endothelial barrier breakdown is a key element in septic shock, 

so that proteins involved in this process are attractive candidates as biomarkers of 

sepsis severity. In this study, we prospectively evaluated the value of VEGF-A, 

sFlt-1, Ang-1 and Ang-2 serum levels as biomarkers of progression to septic shock 

in 120 patients with FN. Patients hospitalized in the Hematology and Bone Marrow 

Transplantation in-patient units of a university hospital (HC-UNICAMP) for the 

treatment of FN between March 2011 and March 2012 were invited to participate. 

Samples were collected in the following morning after study entry, along with the 

collection of routine labs. The study was designed to mimic the conditions of blood 

sample collection and processing that would be encountered in “real-world” clinical 

practice. Clinical outcomes were (1) progression to septic shock and (2) death 

within 28 days from fever onset. Tesults were compared with classical prognostic 

markers such as C-reactive protein, and MASCC and SOFA scores. In total, 99 

patients met the inclusion criteria, of which 19.8% progressed to septic shock. No 

differences clinical and demographic differences were observed between patients 

with uncomplicated-FN or septic shock, except for a higher SOFA score in the 

latter group. Levels of VEGF-A and sFlt-1 were similar between the two groups. In 



 xxx 

contrast, serum levels of Ang-2 were increased in patients with septic shock, 

whereas serum levels of Ang-1 were decreased in these patients. Considering the 

antagonistic role of angiopoietins 1 and 2 in regulating endothelial permeability, the 

Ang-2/Ang-1 ratio was calculated as an indicator of imbalances in the 

concentration of these modulators. In fact, a high Ang-2/Ang-1 ratio was found in 

patients with septic shock (5.29 - range 0.58 to 57.14) compared to patients with 

uncomplicated FN (1.99 - range 0.06 to 64.62, P = 0.01). In univariate and 

multivariate analysis, the Ang-2/Ang-1 ratio proved to be an independent risk factor 

for the development of septic shock and for 28-day sepsis-related mortality. Thus, 

we concluded that a high Ang-2/Ang-1 ratio is associated with increased risk of 

septic shock and mortality in patients with FN, even when collected under 

conditions close to those encountered in real-world clinical practice. 
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1.1 - Sepse 

1.1.1 - Definição e epidemiologia 

A origem da palavra “sepse” parece remontar a aproximadamente 2700 

anos vindo, do grego “σηψιs”, significando a “decomposição que o animal ou 

vegetal orgânico sofre na presença da bactéria” (Geroulanos e Douka, 2006). 

Porém somente em 1914 Shottmueller reportou que a liberação de germes 

patogênicos na corrente sanguínea era responsável por sinais e sintomas de 

inflamação sistêmica (teoria do germe) (Schottmueller, 1914).  Avanços 

subsequentes levaram ao desenvolvimento de diretrizes rígidas para o diagnóstico 

da sepse baseado na resposta do hospedeiro à infecção. Mais recentemente, a 

sepse passou a ser conceituada como uma entidade multidimensional, 

englobando alterações orgânicas, teciduais, celulares e moleculares 

desencadeadas pelas interações patógeno-hospedeiro (Fig.1) (Namas et al., 

2012). 

 

Figura 1. Histórico da Sepse (Namas et al., 2012) 
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Em 1989, Bone et al. estabeleceram uma nova definição para sepse 

baseada em critérios clínicos específicos, concomitantes à presença de uma fonte 

conhecida de infecção. Mas, já em 1991, foi observado que estes mesmos sinais 

clínicos poderiam estar presentes com freqüência em pacientes sem evidência de 

bacteremia, tais como vítimas de trauma grave e queimaduras. Ao mesmo tempo, 

tornava-se claro que a sepse estava associada a uma resposta inflamatória 

generalizada do organismo ao patógeno invasor, em geral distante do órgão ou 

tecido onde ocorrera o contato com este patógeno. Em conjunto, estas 

observações levaram à introdução, pela Society of Critical Care Medicine e pelo 

American College of Chest Physicians, do termo Síndrome da Resposta 

Inflamatória Sistêmica (SRIS) e da definição dos termos Sepse, Sepse Grave e 

Choque Séptico (Bone, 1992). 

De acordo com estas definições, a SRIS é caracterizada pela presença de 

pelo menos dois dos seguintes critérios clínicos: (a) hipotermia (temperatura < 

36°C) ou febre (temperatura ≥ 38°C); (b) taquicardia (freqüência cardíaca > 90 

batimentos/minuto); (c) taquipnéia (freqüência respiratória>20 incursões 

respiratórias/minuto) ou PaCO2<32 mmHg; e (d) leucocitose (>12 mil 

leucócitos/mm3) ou leucopenia (<4 mil leucócitos/mm3 ) ou > 10% de leucócitos 

imaturos no sangue periférico. Neste contexo, a sepse passa a ser definida como 

uma SRIS secundária a uma infecção (Bone, 1992). Cabe destacar que o 

diagnóstico microbiológico definitivo não é estabelecido em cerca de um terço ou 

mais dos pacientes com manifestações clínicas de sepse (Marshall e Reinhart, 

2009), aceitando-se para a caracterização da etiologia infecciosa, a presença de 
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evidências clínicas ou laboratoriais de infecção. Quando associada à disfunção 

orgânica ou hipotensão arterial (pressão arterial sistólica menor que 90 mmHg ou 

pressão arterial média menor que 70 mmHg), a sepse é denominada sepse grave. 

Quando esta hipotensão é refratária à reposição volêmica adequada, o quadro é 

denominado de choque séptico (Bone, 1992). 

A sepse grave e o choque séptico representam importantes problemas de 

saúde, afetando milhares de pessoas em todo mundo e, figurando como a 

principal causa de morte entre pacientes internados em Unidades de Terapia 

Intensiva (UTI) não coronarianas. A incidência da sepse vem aumentando, de 

1,5% a 8% ao ano, e a taxa de mortalidade permanece alta, variando de 50% a 

mais de 75%, a despeito do conhecimento crescente sobre sua fisiopatologia e 

dos avanços tecnológicos e em cuidados de suporte destinados a estes pacientes. 

Estatísticas do início dos anos 2000 mostravam que nos Estados Unidos ocorriam 

mais de 750 mil casos de sepse por ano, com cerca de 220 mil mortes (Angus et 

al., 2001). Dados sobre a prevalência e o prognóstico da sepse no Brasil são 

escassos. Em um estudo multicêntrico, casos de sepse foram responsáveis por 

27,3 % das internações em Unidades de Terapia Intensiva, com aproximadamente 

57 casos por 1000 pacientes–dia e mortalidade de até 52,2 % (Silva et al., 2004). 

 

1.1.2 – Fatores predisponentes 

Vários fatores podem contribuir para um aumento da predisposição à 

sepse, bem como para sua gravidade. Polimorfismos nos genes das citocinas, 

idade avançada, presença de comorbidades (câncer, infecção pelo vírus da 
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imunodeficiência humana, hepatopatia crônica), hábitos (ingestão abusiva de 

álcool) e o uso de novas tecnologias (presença de dispositivos de acesso venoso, 

quimioterapia, imunossupressão) são alguns exemplos (O'Brien et al., 2007; 

Williams et al., 2004).   

A importância do câncer como fator de risco é confirmada pelo fato de que 

a cada seis pacientes com sepse grave um é portador de doença neoplásica e 

ainda que estes pacientes apresentam mortalidade 30% maior do que a de 

pacientes sem câncer (Angus et al., 2001). Estes dados foram confirmados por 

outros autores que observaram uma taxa de sepse grave três a cinco vezes maior 

em pacientes com câncer, com incidência e mortalidade variáveis entre os 

diversos tipos de neoplasia, mas significativamente maior entre os portadores de 

neoplasia hematológica (incidência de 66,4 por 1000 e risco de sepse grave 15 

vezes maior que na população sem câncer) do que entre os portadores de 

tumores sólidos (incidência de 7,6 por 1000, risco de sepse grave 1,8 vezes maior 

que na população sem câncer). Outro aspecto relevante levantado por estes 

autores é o pouco impacto da idade na incidência e gravidade da sepse nos 

pacientes com câncer, o que pode ser explicado, pelo menos em parte, pelo papel 

da administração de quimioterapia intensa em pacientes mais jovens (Williams et 

al., 2004).  

O risco aumentado de complicações da sepse em pacientes com câncer é 

multifatorial, e envolve fatores como a caquexia do câncer, a necessidade de 

vários procedimentos invasivos e a imunossupressão da doença e do tratamento 

quimioterápico (McMillan, 2009). De todos estes fatores, um dos mais relevantes é 
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a neutropenia febril causada pela quimioterapia (Andre et al., 2010; Legrand et al., 

2012).  

 

1.1.3 – Fisiopatologia da sepse 

Embora o mecanismo desencadeante da sepse esteja relacionado à 

exposição do hospedeiro a patógenos invasores, a grande maioria das 

manifestações clínicas da sepse não são causadas diretamente pelo patógeno, 

mas sim pela resposta do hospedeiro a esta invasão. Esta resposta envolve os 

dois componentes clássicos do sistema imune, designados resposta imune inata e 

adaptativa (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Componentes do sistema imune 

Resposta imune inata Resposta imune adaptativa 

Resposta inespecífica Resposta antígeno e patógeno-específica 

Exposição leva a estímulo estereotipado e 

máximo 

Há intervalo entre estímulo e resposta e 

gradação de intensidade 

Envolve componentes humorais e celulares Envolve componentes humorais e celulares 

Não há memória imunológica Gera resposta imunológica 

Presente em quase todas as formas de vida Presente em vertebrados 

 

O papel da resposta imune inata é desencadear, de forma imediata, uma 

série de alterações moleculares e celulares que constituem a linha inicial de 

defesa, cujo objetivo é eliminar ou reduzir os danos causados pelo patógeno 
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invasor. De acordo com o entendimento atual da fisiopatologia da sepse, esta 

ativação é em geral benéfica, levando à eliminação do patógeno e cura. No 

entanto, devido a mecanismos ainda pouco entendidos, em alguns casos esta 

resposta ocorre de forma exacerbada e desregulada, tornando-se por si só o 

principal mecanismo patogênico da sepse (Seeley et al., 2012) (Figura 2). 

 

Figura 2: Mecanismo geral de ativação da resposta imune inata na sepse e suas 

potenciais consequências.  

 

Estudos sobre o papel patogênico de bactérias Gram negativas, ou mais 

especificamente do principal componente de suas paredes celulares – os 

lipopolissacárides (LPS), em modelos animais de sepse levaram a um melhor 
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entendimento do papel da resposta imune inata nesta condição. O LPS, uma 

endotoxina abundante na parede celular das bactérias Gram negativas, 

desempenha um papel chave na sepse e no choque séptico devido seus efeitos 

na resposta imune inata. A compreensão deste papel envolveu a descoberta de 

proteínas que funcionam como sensores moleculares para a presença de 

elementos estruturais conservados em patógenos invasores. Estes receptores são 

conhecidos como PRR (receptores reconhecedores de padrões) e incluem a LBP 

(LPS-biding protein), o CD14, e os receptores Toll-like (TLR), entre outros. Do lado 

dos patógenos, os elementos estruturais reconhecidos pelos PRR são 

coletivamente chamados de PAMPs (padrões moleculares associados a 

patógenos), e incluem a flagelina, o ácido lipotecóico, as histonas e outras 

variantes de ácidos nucleicos. O LPS é na verdade o exemplo prototípico desta 

classe. (Fig.3). (Aderem e Ulevitch, 2000; Salomao et al., 2012). O LPS se liga a 

receptores da resposta imune inata como o CD14 e o TLR-4, levando à expressão 

de genes pró-inflamatórios, e ao conjunto de alterações moleculares e celulares 

que caracterizam a resposta do hospedeiro à infecção. Em linhas gerais, esta 

resposta é caracterizada por: liberação de citocinas pró e anti-inflamatórias, 

ativação de neutrófilos e monócitos, ativação do sistema complemento, ativação 

da coagulação e ativação endotelial, termo genérico que será mais detalhado a 

seguir (Fig. 3) (Aird, 2003; Cohen, 2002). 

A importância da ativação da resposta imune inata como mecanismo de 

lesão na sepse é bem ilustrada pela demonstração de elevadas taxas de 

mortalidade na SRIS, que permanecem altas a despeito da terapia antibiótica 

adequada (Rangel-Frausto et al., 1995). Além disso, a administração de 
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anticorpos contra componentes da parede bacteriana não foi capaz de melhorar a 

sobrevida dos pacientes com sepse, reforçando a presença de mecanismos não 

relacionados à proliferação do patógeno na fisiopatologia desta condição (Angus 

et al., 2000). 

 

Figura 3. Elementos fisiopatológicos da sepse. Esquema ilustrando a fisiopatologia da 

sepse, como destaque para os elementos que constituem a resposta do hospedeiro à 

infecção (em cinza). Quando exacerbados, estes elementos podem levar à complicações 

da sepse (em vermelho). A seta indica a sequencia usual de eventos.   
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A ativação da resposta imune inata pelo LPS é um mecanismo presente 

na evolução há pelo menos 250 milhões de anos, a partir das evidências obtidas 

no estudo de um invertebrado conhecido como caranguejo- ferradura, o Limulus 

polyphemus. Este artrópode habita regiões costeiras, estando desta forma sob 

constante ameaça de quebra de sua carapaça. Talvez por esta pressão do meio, 

este animal desenvolveu um sistema de resposta rápida contra rupturas do 

tegumento baseado na quimiotaxia de células mononucleares ao local da lesão, 

que previnem a entrada de água no organismo, evitando assim a desintegração e 

infecção do meio interno. A fim de detectar a presença de água, este sistema é 

ativado por uma substância presente em algas azuis, ou cianobactérias 

(procariontes existentes há cerca de 3 bilhões de anos), que é o LPS. Acredita-se 

que este sistema de resposta rápida ativado por LPS possa ter evoluído e dado 

origem a sistemas análogos de detecção de invasão e de perda da integridade 

estrutural, também organizados sob a forma de cascatas, tais como a resposta 

imune inata e a hemostasia. (Opal, 2000).  

Em resumo, podemos entender que a sepse representa o conjunto de 

alterações clinicas e laboratoriais iniciados por uma resposta imune inata cujo 

objetivo é controlar e eliminar patógenos ou elementos potencialmente danosos à 

integridade do organismo. Em geral, esta resposta inclui: (1) ativação local da 

coagulação, cujo beneficio pode ser o de restringir a disseminação da infecção; (2) 

ativação global do sistema imunológico, com aumento da produção de citocinas 

inflamatórias e da atividade citotóxica e fagocítica; e (3) ativação endotelial, cujos 

benefícios imediatos podem ser a facilitação da chegada de fagócitos ao sítio da 

infecção por aumento da adesão e facilitação da transmigração aos tecidos. De 
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acordo com este modelo fisiopatológico, podemos imaginar que a lesão tecidual e 

as conseqüências clínicas da sepse grave decorrem da exacerbação de cada um 

destes processos, que clinicamente se apresentaria como CIVD, tempestade de 

citocinas e desintegração da barreira endotelial. (Seeley et al., 2012).  

É sobre esta última consequência que discutiremos a seguir. 

 

1.2 – A barreira endotelial na saúde e na doença 

O endotélio é a estrutura localizada na interface entre tecidos e sangue. 

Sob condições fisiológicas, as células endoteliais exercem diversas funções cujo 

objetivo central é a manutenção das propriedades anticoagulantes desta camada, 

permitindo que a fluidez do sangue seja preservada. No entanto, este equilíbrio 

pode ser perturbado por uma série de alterações patológicas, com conseqüências 

tão distintas quanto as tromboses, a aterosclerose, além de várias condições 

associadas à inflamação. Uma outra função fundamental do endotélio é a 

separação entre o conteúdo do plasma e os tecidos, função conhecida como 

barreira endotelial. Um dos exemplos mais bem estudados de condição patológica 

associada à quebra desta barreira é o edema cerebral inflamatório. Nesta 

situação, insultos como trauma ou inflamação levam à perda da função de barreira 

endotelial no sistema nervoso central, edema tecidual e aumento da pressão 

intersticial. Como consequência, pode haver redução da perfusão tecidual, 

isquemia e extensão do dano cerebral. O edema cerebral inflamatório ilustra bem 

o papel de estímulos inflamatórios como indutores da quebra da barreira endotelial 

(Dejana et al., 2009). No entanto, a quebra da barreira endotelial pode também 
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ocorrer como parte de mecanismos fisiológicos, ou ainda como um aspecto 

positivo da resposta do organismo a estímulos inflamatórios, contribuindo para a 

eliminação do insulto original.  

O melhor exemplo do primeiro caso é o processo de angiogênese que 

ocorre no embrião. Neste processo, a barreira endotelial dos tubos endoteliais 

primários, formados a partir da justaposição simples destas células, são 

constantemente montados e desmontados, para que novos brotos vasculares 

sejam incorporados, dando origem à árvore vascular adulta. Por sua importância 

para os objetivos de nosso estudo, os mecanismos fisiológicos da angiogênese no 

embrião serão descritos mais adiante em detalhe (Fagiani e Christofori, 2013). 

Em relação à segunda situação, o melhor exemplo é a resposta do 

organismo a um patógeno invasor, referida genericamente como “ativação 

endotelial”. Nesta situação, ocorrem modificações em locais específicos do 

endotélio, facilitando a adesão e a diapedese de leucócitos, a qual exige a quebra 

localizada e transitória da barreira endotelial. Quando regulada e localizada, esta 

quebra pode ser vista como o passo inicial de etapas críticas do arsenal de defesa 

do hospedeiro frente a uma infecção tais como a fagocitose ou citotoxicidade 

contra patógenos por neutrófilos, monócitos e outros leucócitos, e a formação de 

redes compostas por neutrófilos e fibrina (NETs), que auxiliam na contenção de 

um foco infeccioso (Seeley et al., 2012). Assim como no caso da ativação da 

coagulação e de outros elementos da resposta inflamatória na sepse, poderá ser a 

ativação desregulada e sistêmica de um mecanismo potencialmente benéfico, a 
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responsável por uma das complicações mais temidas de um processo infeccioso, 

que é o choque séptico. 

1.2.1 – Mecanismos reguladores da barreira endotelial 

A permeabilidade vascular é mediada por pelo menos 2 mecanismos: as 

chamadas vias transcelular e paracelular (Dejana et al., 2008). O primeiro inclui 

um sistema de transporte vesicular, fenestras e transporte bioquímico. O segundo, 

mais bem estudado e possivelmente mais importante na fisiopatologia da sepse, é 

controlado pela abertura e fechamento dinâmico das junções entre as células 

endoteliais (Dejana et al., 2008).   

As células endoteliais possuem pelo menos 2 regiões especializadas com 

função adesiva: as junções aderentes (Adherens junctions - AJ) e as junções 

ocludentes (“tight junctions - TJ) (Dejana et al., 2009). As AJs iniciam o contato 

célula-célula durante o desenvolvimento do sistema vascular, e promovem a 

maturação e manutenção da barreira endotelial. As TJs, por sua vez, regulam a 

passagem de íons e solutos através do caminho paracelular. Um aspecto 

importante é que ambas podem transferir sinais extra-celulares para dentro da 

célula, ativando vias de sinalização que podem levar à quebra ou manutenção da 

barreira endotelial. (Bazzoni e Dejana, 2004; Gonzalez-Mariscal et al., 2008; 

Matter e Balda, 2003). Estes estímulos incluem variações no shear stress, que 

exigem a adaptação contínua da monocamada endotelial às condições dinâmicas 

vigentes, e a inflamação.  

Neste contexto, as AJs, e sua principal proteína estrutural, a VE-caderina, 

exercem um papel central no controle da integridade da barreira endotelial durante 



45 

o desenvolvimento embrionário do sistema vascular. A VE-caderina é uma 

proteína transmembrana que forma uma estrutura em forma de zíper ao 

estabelecer contatos em cis e em trans entre células endoteliais adjacentes. Sua 

importância no controle da permeabilidade endotelial é ilustrada pelo efeito de 

anticorpos bloqueadores contra a VE-caderina em cultura celular e em 

camundongos, que levam a profundas alterações na permeabilidade vascular nos 

pulmões e coração (Corada et al., 1999) . Fisiologicamente, os mecanismos pelos 

quais a VE-caderina controla a permeabilidade da barreira endotelial parece ao 

menos em parte ligado a sua ligação a uma proteína intra-celular, a p120 catenina 

(p120). Estudos em culturas de células demonstraram que a liberação da p120 de 

seu sítio de ligação com a VE-caderina leva à internalização desta, com 

desestabilização da barreira endotelial (Xiao et al., 2005) (Fig. 4). Estudos 

recentes mostraram que agentes pró-inflamatorios presentes na sepse como o 

TNF-alfa e o VEGF-A podem levar à liberação da p120, contribuindo para a 

quebra da barreira endotelial (Angelini et al., 2006; Esser et al., 1998). O papel 

deste mecanismo na sepse ainda não foi demonstrado.  
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Figura 4: Esquema ilustrando as junções aderentes e as junções ocludentes nas 

células endoteliais (Dejana et al., 2009) 

 

1.2.2.- A angiogênese fisiológica como modelo para compreensão dos 

mecanismos de regulação da barreira endotelial 

Três importantes mecanismos celulares estão envolvidos na formação da 

vasculatura: a vasculogênese, a angiogênese e a arteriogênese. Durante a 

embriogênese, os primeiros vasos embrionários se desenvolvem através da 

vasculogênese, que consiste na justaposição simples de células endoteliais, 

formando tubos vasculares primitivos (Risau e Lemmon, 1988; Thomas e 

Augustin, 2009).  A este processo segue-se a angiogênese, que consiste na  
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formação inicial de artérias e veias a partir destes tubos primitivos, ocorrendo pelo 

brotamento de novos vasos, ou pela divisão do vaso existente (Djonov et al., 

2000) (Adams e Alitalo, 2007). Finalmente, a arteriogênese consiste no processo 

de maturação de artérias e veias, a partir da aposição de pericitos e células 

musculares lisas (Patel-Hett e D'Amore, 2011). Todos estes processos são 

finamente regulados por uma série de fatores de crescimento e fatores de 

transcrição, entre os quais o VEGF-A e as angiopoietinas, exercem papéis 

fundamentais (Saharinen et al., 2010; Saharinen et al., 2011). Como mencionado 

anteriormente, o processo de angiogênese exige a quebra e o restabelecimento 

constante e finamente regulado dos contatos entre células endoteliais adjacentes, 

para a incorporação de novos brotos vasculares, envolvendo as AJs e a VE-

caderina. O estudo detalhado destes mecanismos permitiu a identificação de 

mediadores críticos da regulação da barreira endotelial que serão discutidos a 

seguir.    
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Figura 5. A perda da integridade da barreira endotelial. . Modulação da integridade da 

barreira endotelial durante a angiogênese no embrião. Esquema ilustrando o processo de 

quebra da barreira endotelial para permitir a incorporação de novos vasos. A ligação do 

VEGF-A e da angiopoietina 2 a seus receptores leva à desestabilização das junções entre 

células endoteliais. Com isso há um aumento da permeabilidade que promove não 

somente o extravasamento de proteínas plasmáticas, mas também a migração de células 

endoteliais que formarão o broto vascular primitivo. Porém para que esse vaso recém 

formado se torne funcional é necessário que integridade do vaso seja restabelicida e isso 

é garantido pela Ang-1, que ao se ligar ao receptor Tie-2 refaz e restabelece as junções e 

recruta as células perivasculares torando este vaso funcional. 

1.3 – Proteínas moduladoras da permeabilidade endotelial 

1.3.1.- VEGF –A 

O VEGF-A, um fator de crescimento endotelial conhecido pelo seu papel 

crítico na vasculogênese e na angiogênese, é uma molécula chave no controle da 

permeabilidade vascular, e um potente agente promotor de permeabilidade 
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endotelial, com potência até 20 mil vezes superior à da histamina.  Ele foi 

inicialmente descrito como um fator secretado por linhagens celulares de 

carcinoma que aumentava a permeabilidade dos vasos da pele e induzia a 

formação de ascite (Senger et al., 1983).  Sua ação no endotélio é mediada por 

dois receptores transmembrana, o Flt-1 (VEGFR-1) e o Flk-1 (VEGFR-2). A 

afinidade do Flt-1 pelo VEGF-A é dez vezes maior do que a do Flk-1, porém sua 

atividade, dez vezes mais fraca, o que faz do Flk-1 o mediador primário das ações 

do VEGF-A, restando ao Flt-1 um papel negativo na sinalização, seja por suprimir 

a sinalização através do Flk-1, seja por agir como um receptor “armadilha”. O Flt-1 

também é naturalmente produzido como um receptor solúvel, através de uma 

variante de “splicing”. Este se liga ao VEGF-A, bloqueando a sua interação com 

seus receptores nas superfícies celulares, agindo, portanto, como um antagonista 

natural. Estímulos para liberação de VEGF-A incluem hipóxia, citocinas, e 

lipopolissacarídeos da parede bacteriana e possivelmente também leucócitos e 

plaquetas (Byrne et al., 2005; Ferrara et al., 2003).  

O mecanismo pelo qual o VEGF-A regula a função de barreira parece ser 

mediado pela endocitose da VE- cadherin, logo após a ligação do VEGF-A ao 

receptor Flk-1, modificando rapidamente a arquitetura das junções intercelulares e 

permitindo o extravasamento de fluídos e macromoléculas (Gavard e Gutkind, 

2006) (Fig. 6). 

O VEGF-A também promove a expressão de citocinas pró-inflamatórias, 

como interleucina (IL)- 6 e IL-8, de moléculas inflamatórias de adesão celular e de 

moléculas pró-coagulantes e tem sido implicado em várias patologias que cursam 
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com inflamação e edema, incluindo a sepse. Vários autores têm demonstrado 

níveis aumentados de VEGF-A em pacientes com sepse, bem como sua 

correlação com a gravidade dos casos (Pickkers et al., 2005; Shapiro et al., 2008; 

van der Flier et al., 2005). Estes dados sugerem que os mesmos mecanismos 

utilizados para a quebra fisiológica da barreira endotelial no embrião possam ser 

ativados em situações patológicas extremas como a sepse.  

Consistente com o efeito de antagonista natural do sFlt-1 sobre a 

sinalização do VEGF-A, foi observado que em modelos animais de sepse, o efeito 

hiperpermeabilizante do VEGF-A também pode ser antagonizado pela 

administração do sFlt-1, resultando em redução da severidade da resposta 

inflamatória, da morbidade e da mortalidade dos casos de sepse (Yano et al., 

2006). Estes achados sugerem um papel terapêutico de estratégias que modulam 

o eixo VEGF-A/sFlt-1 .  
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Figura 6. Mecanismo de ação através do qual o VEGF-A controla a permeabilidade 

vascular. - Esquema ilustrando o mecanismo molecular através do qual o VEGF-A 

promove a internalização da VE-caderina e a permeabilidade vascular.  A barreira 

endotelial é mantida pela integridade das junções intercelulares do tipo “adherens”, 

constituídas pela interação entre as “VE-cadherin” de duas células vizinhas. A ligação do 

VEGF-A ao receptor VEGFR-2 ativa vias de sinalização que levam à internalização da 

VE-caderina (Gavard e Gutkind, 2006) 
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1.3.2. - As angiopoietinas 

As angiopoietinas (Ang) constituem uma família de fatores de crescimento 

de aproximadamente 70kDa essenciais para a formação e estabilidade dos vasos 

sanguíneos, dos quais os principais representantes são as Ang-1 e Ang-2. Elas se 

ligam com igual afinidade ao mesmo domínio do receptor tirosino - quinase Tie-2 

presente em células endoteliais, através do qual exercem suas funções.  A Ang-1 

é expressa em condições fisiológicas por células musculares lisas e outras células 

perivasculares que promovem a interação entre as células endoteliais e a matriz 

extracelular, fornecendo um estado de quiescência vascular, caracterizado por 

integridade da barreira endotelial e por propriedades anti-inflamatórias e anti-

trombóticas.  Em contraste, a Ang-2 é primariamente produzida pelas células 

endotelias e fica armazenada nos corpos de Weibel-Palade. Quando liberada, 

como em casos de lesão vascular ou em outras condições fisiológicas em que a 

perda da integridade endotelial é necessária, liga-se ao receptor Tie-2 e exerce 

funções antagônicas às da Ang-1. (Fig. 7) (Thurston et al., 2000).  
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Figura 7. Sinalização Angiopoietinas- Tie2 na manutenção da integridade da 

barreira endotelial. Esquema ilustrando a sinalização Ang-Tie2. A Ang-1, produzida por 

células perivasculares, se liga ao receptor Tie2 induzindo sua fosforilação e promovendo 

entre outras ações, a inibição da  sinalização  mediada pelo VEGFR-2 e, com isso, a 

internalização da “VE-cadherin”,  reduzindo a permeabilidade endotelial. Esta sinalização 

é antagonizada pela Ang-2, liberada dos corpos de Weibel-Palade após estímulos 

inflamatórios, entre outros. (http:// www.angiopoietin.de / pageID _ 6911126.html). 

 

1.4 - Neutropenia e sepse  

As infecções representam uma importante causa de morbidade e 

mortalidade em pacientes portadores de neoplasia hematológica. A doença 

hematológica por si pode predispor o paciente a infecções graves e recorrentes 

como conseqüência de anormalidades quantitativas e /ou qualitativas em um ou 
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mais componentes do sistema de defesa. Somam-se a estas, complicações 

relacionadas ao tratamento quimioterápico, como a utilização de dispositivos de 

acesso venoso de longa duração, a mucosite, com ruptura da integridade da 

mucosa da cavidade oral, do esôfago e do intestino, favorecendo a translocação 

bacteriana, e a neutropenia (Morrison, 2005).  

A neutropenia grave resultante de toxicidade hematológica dos 

quimioterápicos e/ou da substituição da medula óssea por células neoplásicas é 

definida como contagem de neutrófilos menor ou igual a 500/µl e representa o 

mais importante fator de risco de infecção nestes pacientes. Este risco é 

determinado pela intensidade da neutropenia (mais pronunciado com contagens 

inferiores a 100/µl) e pela sua duração e ambos também influenciam diretamente a 

gravidade do quadro clínico (Bodey et al., 1996). 

Embora a maioria dos sinais e sintomas de infecção sejam sutis ou 

mesmo ausentes em pacientes neutropênicos, a febre permanece uma 

manifestação precoce (Pizzo, 1993).  Mais de 60% dos pacientes neutropênicos 

febris apresentam infecção, que se não tratada rapidamente pode evoluir para 

choque séptico e óbito, com taxas de mortalidade de até 50% nas primeiras 48 

horas, principalmente naqueles pacientes com evidência microbiólogica de 

infecção (aproximadamente 12-30% dos pacientes neutropênicos febris) 

(Klastersky et al., 2007).  

Concentrações séricas de várias citocinas pró-inflamatórias, como TNF- α, 

IL-6 e IL-8, proteínas de fase aguda, como a proteína C reativa, moléculas de 

adesão e, mais recentemente, da procalcitonina vêm sendo avaliadas com a 
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finalidade de estratificar os pacientes neutropênicos febris quanto ao risco de 

evolução com sepse grave. No entanto, dados da literatura mostram que os 

valores preditivos de todos estes parâmetros são muito baixos para que eles 

possam determinar a decisão terapêutica (Sudhoff et al., 2000) 

Frente à gravidade do quadro e à indisponibilidade de testes diagnósticos 

rápidos e precisos (sensíveis e específicos) que permitam a distinção entre febre 

de origem infecciosa e não-infecciosa, o princípio fundamental do manejo de 

pacientes neutropênicos febris após quimioterapia consiste na avaliação de 

possíveis focos e microorganismos envolvidos e na administração precoce de 

antibióticos de amplo espectro (Hughes et al., 2002). 

O prognóstico de pacientes com neutropenia e sepse grave ou choque 

séptico foi recentemente avaliado em um estudo retrospectivo francês com 428 

pacientes ao longo de 11 anos. A mortalidade hospitalar nesta população foi de 

49,8%, e os preditores de melhora da sobrevida incluíram o uso de antibióticos 

aminoglicosídeos e a remoção precoce de cateteres (Legrand et al., 2012).  

Em estudo preliminar de nosso grupo de pesquisa, os níveis de VEGF-A, 

s-Flt-1, Ang-1 e Ang-2 foram avaliados em uma situação controlada, em 44 

pacientes através de 3 coletas seriadas: (1) antes do início da quimioterapia, (2) 

no momento da febre e  (3) 48 horas após o pico febril. Níveis elevados de VEGF, 

s-Flt-1, Ang-2 e da relação Ang-2/Ang-1 foram encontrados 48horas após o pico 

febril (Alves et al., 2011; Alves et al., 2010). 
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1.5 - Biomarcadores 

1.5.1. Aspectos gerais 

Um biomarcador é definido como “...uma característica objetivamente 

mensurada como um indicador de um processo biológico normal, processos 

patogênicos ou resposta farmacológica à uma intervenção terapêutica” 

(Biomarkers Definitions Working Group, 2001). A despeito de mais de 100 distintas 

moléculas propostas como biomarcadores na sepse, nenhum biomarcador, 

sozinho ou combinado, foi incorporado de forma ampla ao manejo clínico da 

sepse.  

Segundo Marshall e Reinhart, um biomarcador pode desempenhar 

diversos papéis: identificar um paciente com maior risco de desenvolvimento  de 

complicações de uma doença, estabelecendo prognóstico; identificar a presença 

de um processo ou estado patológico, estabelecendo diagnóstico;  e agregar valor 

ao processo de diagnóstico ou prognóstico tornando-os mais confiáveis, rápidos e 

custo-efetivo (Marshall e Reinhart, 2009).  

No entanto, o estabelecimento de um biomarcador como uma ferramenta 

de utilidade clínica não é um processo simples, e envolve uma série de etapas que 

devem ser respeitadas para que o resultado final seja confiável e reprodutível. Em 

uma publicação clássica de 2002, Sackett & Haynes descreveram elegantemente 

as linhas gerais deste processo, dividindo-os conforme a pergunta científica 

abordada em cada etapa (Sackett e Haynes, 2002).  

A primeira etapa deste processo consiste na demonstração de diferença 

na concentração de um biomarcador entre pacientes e indivíduos saudáveis, 
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referido na publicação acima como uma “pergunta de fase 1”. A etapa seguinte, 

geralmente realizada em conjunto com a primeira, é a demonstração de diferenças 

na concentração de um biomarcador entre grupos distintos de um mesmo universo 

de pacientes, tais como pacientes com melhor ou pior prognóstico (pergunta de 

fase 2). Estudos que abordam estas perguntas são geralmente realizados em 

número pequeno e homogêneo de pacientes, e em condições experimentais muito 

bem controladas, diferentes do que ocorre na prática diária.  Por esta razão, estes 

estudos devem ser sempre validados em condições mais próximas da chamada 

“vida real”, em que a performance dos testes é “desafiada” por situações como 

aumento da variabilidade na coleta e na forma de processamento de amostras, 

origem distinta dos pacientes (estudos multicêntricos), limitação dos critérios de 

exclusão. Referida como pergunta de fase 3, o objetivo destes estudos é avaliar 

se resultados preliminares se sustentam quando expostos às condições 

encontradas na prática. Finalmente, os estudos que correlacionam a utilização de 

um biomarcador com modificações no manejo e com impactos em prognóstico 

(sobrevida, qualidade de vida, entre outros) e custo, respoderiam às chamadas 

perguntas de fase 4, conforme esta proposta de arquitetura de estudos de 

acurácia diagnóstica (Sackett e Haynes, 2002).  

 

1.5.2. Moduladores da permeabilidade endotelial na sepse 

Uma revisão recente analisou 61 artigos sobre o uso de marcadores de 

ativação endotelial na sepse, e sugeriu que dentre todos os sistemas avaliados, as 

angiopoetinas seriam os mais promissores (Xing et al., 2012). Outra revisão, 
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realizada por nosso grupo, mostra o interesse crescente nesta classe de 

biomarcadores a partir da análise de patentes submetidas nos últimos anos (Fiusa 

et al., 2012). Esta revisão mostra ainda uma tendência de avaliação de painéis de 

biomarcadores, com o objetivo de aumentar a acurácia diagnóstica e a 

aplicabilidade clínica dos mesmos. No entanto, é importante destacar que estudos 

com pacientes com neutropenia febril foram excluídos destas revisões, de modo 

que a aplicabilidade desta informação ao contexto de pacientes com câncer e 

neutropenia febril é questionável. Como destacado anteriormente, estudos 

preliminares de nosso grupo, utilizando metodologias que permitem a abordagem 

de perguntas de fase 1 e 2 do modelo de Sackett & Haynes, confirmaram o 

potencial da dosagem de VEGF-A, sFlt-1, e das Ang-1 e Ang-2 como 

biomarcadores na sepse.  

No conjunto, estes dados justificam o interesse em validar nossos 

resultados preliminares em uma população independente, e utilizando um 

desenho de estudo capaz de gerar resultados mais aplicáveis à realidade clínica. 

1.6 – Histórico e perspectivas futuras do manejo da sepse  

Ao longo das últimas décadas, a melhora progressiva da compreensão 

dos mecanismos fisiopatológicos da sepse, assim como a ampliação do número 

de estudos demonstrando o benefício potencial de algumas medidas de suporte 

genéricas adotadas em UTIs, permitiram que fosse construída uma proposta de 

abordagem sistematizada da sepse. O projeto “Surviving Sepsis Campaign” (SSC) 

teve suas raízes fundamentadas em uma iniciativa realizada pelo Fórum 

Internacional de Sepse, posteriormente ampliada por um grupo de investigadores 
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da área (Marshall et al., 2010). O primeiro conjunto de recomendações sob a 

forma de diretrizes para tratamento da sepse foi publicado pelo grupo em um 

suplemento para a revista Intensive Care Medicine (Jimenez e Marshall, 2001), e 

levou ao lançamento de uma campanha, encampada pelas Sociedade de 

Medicina Intensiva (SMI) e pela Sociedade Europeia de Medicina Intensiva 

(SEMI), cujo objetivo era o de aumentar o conhecimento médico a respeito do 

diagnóstico e do tratamento da sepse, tendo como expectativa melhorar o 

prognóstico desses pacientes. Nos anos seguintes, as recomendações foram 

sintetizadas e atualizadas (Dellinger et al., 2008; Marshall et al., 2004), e a SSC foi 

lançada aos profissionais em UTIs e serviços de emergência em todo o mundo, 

tendo sido oficialmente concluída em 2008. Apesar do mérito de ter dado início ao 

processo de sistematização de evidências em uma área tão crítica, a SSC foi 

motivo de muitos questionamentos em relação ao papel do financiador principal, 

um laboratório que comercializava um produto cuja adoção fazia parte das 

recomendações da SSC (Eichacker et al., 2006; Marshall et al., 2010). A despeito 

das críticas, umas mais e outras menos justificadas, a SSC e suas consequências 

apresentaram um saldo positivo, ao demonstrarem que a promulgação de 

estratégias de manejo clinico baseadas em evidencias, e de forma transparente, 

podem induzir mudanças positivas na prática clínica, com impactos mensuráveis 

na sobrevida dos pacientes (Ferrer et al., 2008; Levy et al., 2010).  

Um outro processo paralelo aos esforços de sistematização de medidas 

genéricas para tratamento da sepse foi a busca por terapias alvo-específicas, 

baseadas na descoberta de pontos supostamente críticos em sua fisiopatologia. 

Assim, baseados em achados de estudos em modelos animais, e em estudos de 
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fase 1 e fase 2, foram realizados vários grandes estudos multicêntricos de fase 3 

testando moléculas como anticorpos anti-TNF-alfa (Abraham et al., 1995), 

anticoagulantes naturais (Abraham et al., 2003; Ranieri et al., 2012; Warren et al., 

2001), inibidores de receptores TLR (fase 2) (Tidswell et al., 2010), entre outros. 

Infelizmente, os resultados destes estudos não reproduziram os achados obtidos 

nas fases preliminares, de modo que a sepse permanece uma condição que, a 

despeito da importância epidemiológica e gravidade, não possui em seu arsenal 

terapêutico terapias alvo-específico eficazes, ao contrário de áreas como a 

oncologia, reumatologia, entre outras. 

Entre as conseqüências mais imediatas destes resultados podemos citar: 

(i) um retorno à bancada na tentativa de adquirir uma melhor compreensão dos 

mecanismos fisiopatológicos da sepse e identificar novos alvos terapêuticos; e (ii) 

uma avaliação crítica dos estudos negativos, com foco na identificação de 

subgrupos de pacientes que pudessem responder melhor a determinadas 

terapias.  

Contextualizando os objetivos de nosso trabalho ao momento atual 

descrito acima, é possível afirmar que: (i) a quebra da barreira endotelial 

representa um dos novos alvos terapêuticos a serem explorados no tratamento da 

sepse (Goldenberg et al., 2011); e (ii) a disponibilidade de novos biomarcadores 

relacionados a processos fisiopatológico específicos como a quebra da barreira 

endotelial poderia ser útil, não apenas para auxiliar no manejo de pacientes com 

sepse, mas também, para identificar subgrupos de pacientes dentro da grande 

heterogeneidade que caracteriza a população de pacientes com sepse.     



61 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 - OBJETIVOS 



62 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 

Este trabalho teve como objetivo caracterizar variações nos níveis de um 

painel de mediadores envolvidos no aumento da permeabilidade microvascular na 

sepse, e correlacionar estes achados com o prognóstico destes pacientes. 

Espeficamente, o objetivo de nosso estudo foi: 

 Validar a dosagem destes biomarcadores como ferramenta de 

estratificação de risco em condições mais similares àquelas encontradas 

na prática clínica. 
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3 - MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1 - Pacientes 

Foram incluídos neste estudo pacientes com neoplasia hematológica e 

neutropenia febril (< 500 neutrófilos /μl e temperatura ≥ 38 ° C) admitidos para 

tratamento quimioterápico ou Transplante de Células Progenitoras 

Hematopoiéticas (TCPH), de forma ativa, através de visitas diárias (2ª a 6ª feira) 

às enfermarias de Hematologia e de Transplante de Medula Óssea do Hospital de 

Clínicas da UNICAMP no período de março de 2011 a março de 2012.  

 

3.2 - Definição de Sepse e Estratificação de Risco 

Como de acordo com protocolos de manejo atuais, em pacientes 

neutropênicos febris a febre deve sempre ser considerada como de origem 

infecciosa (Hughes et al., 2002), nesta população a sepse foi definida pela 

presença de dois ou mais dos seguintes achados: (1) temperatura > 38º C, (2) 

freqüência cardíaca> 90 batimentos por minutos, (3) freqüência respiratória > 20 

incursões por minuto ou PaCO2 < 32 mmHg.  O diagnóstico de choque séptico foi 

estabelecido nos pacientes com sepse que apresentaram hipoperfusão tecidual ou 

hipotensão arterial (pressão sistólica < 90 mmHg ou redução na pressão sistólica 

basal > 40 mmHg), a despeito de reposição volêmica adequada. 

Os pacientes com sepse foram ainda estratificados no momento da coleta 

através do cálculo do Índice a Associação Multinacional de Cuidados e Assistência 

ao Câncer (Mutinational Association for Supportive Care in Cancer –MASCC; 

Tabela 2) desenvolvido para identificar pacientes neutropênicos febris de baixo 
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risco, isto é, com alta probabilidade de resolução do quadro febril sem 

complicações potencialmente fatais (Klastersky  J et al., 2000) e de acordo com a 

gravidade do quadro através do cálculo do escore de avaliação de disfunção 

orgânica na sepse, o Sequential Organ Failure Assessment (SOFA; Tabela 3), que 

foi desenvolvido para quantificar as disfunções hepática, renal, pulmonar e 

cardiovascular e tornar grupos de pacientes distintos comparáveis  para o 

propósito de estudos clínicos (Vincent et al., 1996). Recentemente o SOFA foi 

validado como preditor da mortalidade em pacientes submetidos a transplante de 

medula óssea que necessitaram de tratamento de terapia intensiva (Neumann et 

al., 2008).  

Tabela 2. Escore MASCC (Klastersky et al., 2000) 

Características  

Ausência de sintomas ou sintomas leves 5 

Ausência de hipotensão 5 

Ausência de Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica 4 

Tumor sólido ou ausência de infecção fúngica prévia 4 

Ausência de desidratação 3 

Sintomas moderados 3 

Paciente ambulatorial 3 

Idade < 60 anos 2 

Total de pontos: 26 pontos. Baixo risco≥21; alto risco < 21. 
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Tabela 3. Escore SOFA (Vincent et al., 1996)     

Pontos                           0                 1                       2                        3                            4 
 

PaO2/FiO2 
(mmHg) 
 

>400 ≤400 ≤300 ≤200 * ≤100 * 

Creatinina (mg/dl)  
ou débito urinário 
 

<1,2 1,2-1,9 2,0-3,4 3,5-4,9 
< 500 ml/d 

≥5,0 
<200 ml/d 

Bilirrubinas  
(mg/ dl) 
 

<1,2 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 ≥12 

Hipotensão Não PAM<70 Dopa≤5 ou  
Dobuta 

Dopa>5 ou  
Nora≤0,1** 

Dopa>15 ou 
 nora** >0,1 

 
Plaquetas  
(x103 /mm3) 
 

 
> 150 

 
≤150 

 
≤100 

 
≤50 

 
≤20 

Escala de Coma 
 de Glasgow 

15 13-14 10-12 6-9 <6 

*com suporte ventilatório; ** drogas adrenérgicas administradas por pelo menos 1 hora 
(dose em µg/Kg/min); PAM: pressão arterial média; Dopa: dopamina; dobuta: dobutamina; 
nora: noradrenalina 

 

3.3 - Coleta de dados clínicos e laboratoriais 

Os dados clínicos foram obtidos diretamente do prontuário médico, e 

coletados ao longo da internação (Fig. 8). 

Dados clínicos:  

● Nome, sexo, data de nascimento, diagnóstico, tipo de tratamento 

quimioterápico, tipo de transplante, fonte de célula tronco hematopoiética utilizada, 

presença de co-morbidades clínicas, temperatura máxima dos picos febris, 

pressão arterial média, necessidade de uso de drogas vasoativas, presença de 

foco infeccioso clinicamente determinado, evolução clínica da neutropenia (NF não 

complicada x choque séptico). 
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Dados laboratoriais 

● Contagem absoluta de neutrófilos, contagem de plaquetas, creatinina, 

bilirrubina, proteína C reativa, resultado de culturas e de exames de imagem. 

Figura 8. Ficha de coleta de dados clínicos e laboratoriais  
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3.4 - Coleta e preparação das amostras de sangue 

As coletas foram feitas por punção venosa periférica ou através de cateter 

venoso central (nos pacientes com este dispositivo), pela equipe de enfermagem 

das enfermarias juntamente com a coleta de rotina dos pacientes, na manhã 

seguinte à assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. As amostras 

foram então centrifugadas, em centrífuga refrigerada, a 4○ C , 1000 x g, por 15 

minutos. Todas as amostras foram submetidas ao mesmo processamento. O soro 

e o plasma obtidos por centrifugação foram imediatamente separados em 

alíquotas e armazenados a – 80 ○ C.  

 

3.5 - Análise dos níveis séricos de VEGF-A e sFlt-1 

Os níveis séricos de VEGF-A e sFlt-1 foram medidos  em duplicata por 

ensaio imuno-enzimático (ELISA) utilizando kits comerciais (Quantikine, R&D 

Systems, Minneapolis, MN, USA). A sensibilidade do kit para dosagem de VEGF 

foi de 9 pg / ml, e os coeficientes de variação intra-ensaio e interensaio foram de 

4,5%-6,7% e de 6,2%-8,8%, respectivamente. A sensibilidade do kit para dosagem 

de sFlt-1 foi de 3,5 pg / ml e os coeficientes de variação intra-ensaio de 2,6% -

3,8% e de 5,5% -9,8%, respectivamente, de acordo com as instruções do 

fabricante. 
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3.6 - Análise dos níveis séricos de Ang-1 e Ang-2 

Os níveis séricos de Ang-1 e Ang-2 foram medidos em duplicata por 

ensaio imuno-enzimático (ELISA) utilizando kits comerciais (Quantikine, R&D 

Systems, Minneapolis, MN, USA). A sensibilidade do kit para dosagem de Ang-1 

foi de 3,45 pg / ml e os coeficientes de variação intra-ensaio e interensaio foram 

2,4%-3,3% e de 5,5%-6,4%, respectivamente. A sensibilidade do kit para dosagem 

de Ang-2 foi de 8,29 pg/ml e os coeficientes de variação intra-ensaio e interensaio 

foram 4,2%-6,9% e 7,4%-  10,4%, respectivamente, de acordo com as instruções 

do fabricante. 

 

3.7- Análise Estatística 

A presença ou ausência de choque séptico durante o período de 

neutropenia foi o desfecho clínico primário usado para estratificação dos 

pacientes. O teste de Mann-Whitney e o teste de Fisher foram usados para 

comparação entre os grupos, o primeiro para análise de variáveis contínuas e o 

último, de variáveis categóricas. Foi avaliada a correlação através do coeficiente 

de correlação de Spearman entre os escores de gravidade da sepse e as 

concentrações de VEGF-A, sFlt-1, Ang-1 e Ang-2. Para avaliação exploratória da 

acurácia diagnóstica dos testes no que diz respeito à predição da ocorrência de 

choque séptico, foi utilizada a curva ROC (receiver operating charateristic), 

expressa como área sob a curva ROC com intervalos de confiança de 95%. Os 

níveis séricos de angiopoietina foram analisados em um modelo de regressão 
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logística binária como uma variável contínua e como uma variável dicotômica (em 

uma análise separada) de forma a avaliar o risco relativo de choque séptico com 

diferentes níveis de angiopoietina. Os dados foram ajustados para a contagem de 

neutrófilos e de plaquetas. Uma segunda análise foi realizada para investigar o 

efeito de concentrações de angiopoietina mortalidade aos 30 dias. As curvas de 

sobrevida foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier. Parâmetros 

independentemente associados com a sobrevivência foram avaliados através de 

modelos uni e multivariado de Cox Regression Hazards . Variáveis que tiveram 

diferença estatística menor que 10% nas análises univariadas foram incluídas no 

modelo multivariado. Um valor de p menor ou igual a 0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo. Todas as análises estatísticas foram realizadas com 

o pacote SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) e o software GraphPad Prism 

(GraphPad Prism Software Inc. San Diego, Califórnia, EUA). 
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4- RESULTADOS 
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4.1 - Características dos pacientes 

Durante o período do estudo, um total de 120 pacientes admitidos na 

enfermaria de hematologia e na unidade de transplante de medula óssea da 

Unicamp, foram incluídos no estudo. Destes, 99 pacientes preencheram os 

critérios de inclusão e completaram o protocolo de investigação (Fig. 9). As 

características destes pacientes são mostradas na Tabela 4. 

Dos 99 pacientes, 20 (20,2%) evoluíram com choque séptico. 

Comorbidades, incluindo Doença Enxerto Contra Hospedeiro Aguda, Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida, Diabetes, Insuficiência Respiratória Crônica, 

Insuficiência Cardíaca e Hipertensão Arterial, estavam presentes em 37 pacientes, 

dos quais 8 evoluíram com choque séptico (p=0,78). A contagem de neutrófilos 

não foi diferente entre os pacientes com neutropenia febril não-complicada 

(123,5161,5 neutrófilos) e choque séptico (81,5147,1 neutrófilos). A 

identificação do foco foi realizada, através de exames de imagem (n=16), e do 

agente infeccioso (n=34), através de hemoculturas e culturas de lesões de pele e 

seios da face. Pulmão, pele, seios da face e abdômen foram os sítios envolvidos. 

Bactérias gram-negativas (A. baumannii, E. cloacae, E. coli, K. pneumoniae, P. 

aeruginosa), bactérias gram-positivas (S. aureus, S. epidermidis, S.viridans) e 

fungos (Aspergillus e Fusarium).  Houve diferença no score SOFA entre os dois 

grupos (p = <0,05). Dezessete pacientes com choque séptico foram a óbito por 

complicações da sepse nos primeiros 28 dias após o início da febre (taxa de 

mortalidade de todos os pacientes recrutados para o estudo de 17,7 %).  
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Figura 9. Fluxograma do estudo 

CAN: Contagem absoluta de neutrófilos  
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Tabela 4. Características dos pacientes 

Características NF não-complicada 
(n=79) 

Choque Séptico 
(n=20) 

P 

Sexo (Masculino: feminino) 44:35 12:8 NS** 

Idade (Mediana, min-máx) 49 (13-78) 49,5 (21-78) NS** 

Diagnóstico                                                                                                               NS** 

Leucemia Aguda 30 10   

Outras Patologias € 49 10   

Comorbidades 
(presente:ausente) 

29:40 8:12 NS** 

Tratamento                                                                                                                NS** 

QTx intensiva/TCPH autólogo 62 15   

TCPH alogênico 17 5   

Neutrófilos/mm³ 

(mediana,min-máx) 

80 (0-500) 0 (0-500) NS* 

Plaquetas/mm³ 

(mediana,min-máx) 

21000 

(4000-315000) 

14500 

(3000-39000) 

NS* 

 

Cultura Positiva (sim:não) 

 

26:53 

 

8:12 

 

  NS** 

Microorganismo Infectante  

(Gram- : Gram+) 

7:19 6:1 0,002 

PCR  

(mg/dl; mediana, min-máx) 

11,20 (0,55-58,3) 12,7 (6,2-40,9) NS* 

 

SOFA (mediana, min-máx) 

 

4 (0-8) 

 

4 (2-14) 

 

p<0,05* 

MASCC (mediana, min-máx) 19 (12-23) 18 (12-21) NS* 

Tempo de Evolução para Choque (Dias) 3 (1-17)  

* Teste de Mann-Whitney; ** Teste de Fisher; €: Linfoma (n=8); Mieloma Múltiplo (n=5), 

Neoplasia Mieloproliferativa  Crônica (n=5); Hemoglobinúria Paroxística Noturna (n=2); 
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TCPH: transplante de células progenitoras hematopoiéticas; QTx: quimioterapia; NS: não 

significativo. 

4.2 – Avaliação dos níveis séricos de VEGF-A e sFlt-1, Ang-1 e Ang-2 em 

pacientes com neutropenia febril 

4.2.1 - VEGF-A e sFlt-1 

Não houve diferença estatísticamente significativa entre os níveis de 

VEGF-A em pacientes com NF não-complicada (75,23pg / ml, range 26,52-2261 

pg / ml) ou com choque séptico (60,05 pg / ml, range 11,25-238,8 pg / ml de Mann-

Whitney, p = 0,15) (Fig. 10). Os níveis séricos do sFlt-1 também não mostraram 

diferença estatisticamente significativa entre os pacientes com NF não-complicada 

(83,40 pg / ml,  range 30,6-211 pg / ml) ou com choque séptico (88,67 pg / ml, 

range de 46,05-506,8 pg / ml : teste de Mann-Whitney, p = 0,29)(Fig. 11). 
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Figura 10. Scatter plot representando as concentrações séricas de VEGF-A em pacientes 

neutropênicos febris sepse não complicada (n=79) e choque séptico (n=20). Teste de 

Mann- Whitney. 
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Figura 11. Scatter plot representando as concentrações séricas sFlt-1 em pacientes 

neutropênicos febris sepse não complicada (n=79) e choque séptico (n=20). Teste de 

Mann- Whitney. 

 

4.2.2 - Angiopoietinas  

Não houve diferença estatísticamente significativa entre os níveis de Ang-

1 no grupo de pacientes com NF não-complicada  (1220 pg / ml, range 32,55-

47924 pg / ml) ou com choque séptico (898,8 pg / ml, range 77,87-5420 pg / ml de 

Mann-Whitney, p = 0,07) (Fig. 12). No entanto, uma diferença nos níveis de Ang-2 

pode ser observada entre pacientes com NF não complicada e com choque 

séptico, com uma acentuado aumento nas concentrações de Ang-2 em pacientes 

com choque séptico (6494 pg / ml, range 1730-49611 pg / ml) quando comparado 

com pacientes com NF não-complicada (4467 pg / ml, range 1289-37318 pg / ml, 

teste de Mann-Whitney: p = 0,02).(Fig. 13) 
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Figura 12. Scatter plots representando as concentrações séricas de Ang-1 em pacientes 

neutropênicos febris não complicada (n=79) e choque séptico (n=20). Teste de Mann- 

Whitney 
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Figura 13. Scatter plots representando as concentrações séricas de Ang-2 em pacientes 

neutropênicos febris não complicada (n=79) e choque séptico (n=20). Teste de Mann- 

Whitney 

 

A proporção Ang-2/Ang-1 foi calculada em um esforço para detectar 

alterações relevantes na concentração relativa destes dois antagonistas de 

mediadores da permeabilidade microvascular. A relação Ang-2/Ang-1 foi 

significativamente maior em pacientes com choque séptico (5,29, range 0,58-

57,14) quando comparado com pacientes com NF não-complicada (1,99, range 

0,06-64,62); Mann-Whitney: p = 0,01). (Fig. 14) 
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Figura 14. Scatter plots representando a relação das concentrações séricas de Ang-2 e 

Ang-1 em pacientes neutropênicos febris não complicada (n=79) e choque séptico (n=20). 

Teste de Mann- Whitney 

 

4.3 - Correlação entre os níveis séricos de VEGF-A, sFlt-1, Ang-1 e Ang-2 e a 

gravidade da sepse 

Para explorar a potencial associação do VEGF-A, do sFlt-1  e das  Ang-1 

e Ang-2 com a gravidade da sepse nos pacientes neutropênicos febris avaliamos 

a correlação entre os níveis destes marcadores com os escores de gravidade da 

sepse. Estes incluíram o SOFA, o MASCC e a proteína C reativa (PCR).  
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4.3.1 - VEGF-A e sFlt-1 

Os níveis de VEGF-A não se correlacionaram com nenhum escore de 

gravidade da sepse. Os níveis de sFlt-1 apresentaram correlação significativa com 

o SOFA e com  a proteína C reativa (Tabela 5). 

 

4.3.2 - Ang- 1 e Ang -2  

Em relação as angiopoietinas, os níveis de Ang-1 se correlacionaram com 

o SOFA e os níveis de Ang-2 apresentaram correlação com a proteína C reativa.  

A relação Ang-2/Ang-1 apresentou correlação significativa com o SOFA (Tabela 

5). Não foi observada correlação com o MASCC.  

 

Tabela 5. Correlação dos níveis de VEGF, sFlt-1, Ang-1, Ang-2 e da relação Ang-2/ Ang-1 

com a gravidade da sepse 

  MASCC SOFA PCR 

VEGF Rs = -0,08 

p = 0,39 

Rs = -0,13 

p = 0,17 

Rs = 0,04 

p = 0,64 

sFlt-1 Rs = 0,17 

p = 0,09 

Rs = 0,24 

p=0,01 

Rs = 0,26 

p = 0,008 

Ang-1 Rs = 0,02 

p = 0,8 

Rs = -0,36 

p = 0,0002 

Rs = 0,008 

p = 0,93 

Ang-2 Rs = -0,09 

p = 0,33 

Rs = 0,02 

p = 0,78 

Rs = 0,3 

p = 0,0024 

Ang-2/Ang-1 Rs = -0,14 

p = 0,16 

Rs = 0,22 

p = 0,03 

Rs = 0,016 

P = 0,86 
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4.4 - Estimativa da acurácia diagnóstica dos níveis séricos de VEGF-A, sFlt-

1, Ang-1 e Ang-2  

A acurácia diagnóstica dos níveis de VEGF-A e sFlt-1  foi estimada 

usando a curva ROC na população do estudo. Tanto o VEGF-A como o sFlt-1 

apresentaram valores baixos da área sob a curva ROC, de  0,6 (0,46-0,74; 

p=0,15) e 0,57 (0,43-0,72; p=0,28), respectivamente,  o que sugere que ambos 

não possuem alto poder de discriminar os pacientes com neutropenia febril que 

evoluíram com choque séptico na nossa população. 

   Os valores da área sob a curva ROC dos níveis de Ang-2 e da relação 

Ang-2/ Ang-1, foram respectivamente, de 0,66 (0,52-0,79; p=0,02) e 0,68 (0,55-

0,81; p=0,01) o que sugere a acurácia  diagnóstica  destas medidas em 

discriminar pacientes com neutropenia febril não-complicada e pacientes que 

evoluíram com choque séptico.  (Tabela 6). 
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Tabela 6. Estimativa da acurácia diagnóstica dos níveis séricos de VEGF-A, sFlt-1, e Ang-

2 e da relação Ang-2/ Ang-1 

  
Área sob a curva ROC 

 

 
P 

 
VEGF 

 
0,60 (0,46-0,74) 

 
0,15 

 
sFlt-1 

 

 
0,57 (0,43-0,72) 

 
0,28 

Ang-1 0,62 (0,49-0,76) 0,07 
 

Ang-2 
 

0,66 (0,52-0,79) 
 

0,02 
 

Relação Ang-2/Ang-1 
 

 
0,68 (0,55-0,81) 

 
0,01 

MASCC 
 

0,59 (0,45-0,74) 0,18 

PCR 0,59 (0,46-0,73) 0,19 
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4.5 - Análises de risco relativo para evolução para choque séptico 

Na análise de acurácia diagnóstica da relação Ang-2/Ang-1 a área sob a 

curva ROC foi de 0,68 (95% CI = 0,5511-0,8122, p = 0,01). Na nossa população, o 

valor da relação Ang-2/Ang-1 de 5,016 foi o melhor cutt-off identificado pela curva 

ROC, prevendo a evolução para choque séptico com uma sensibilidade de 60% 

(95%IC = 36,05-80,88% ) e uma especificidade de 77,22% (95%IC=66,40%-

85,90%). 

Quando a relação Ang-2/Ang-1 foi analisada como uma variável contínua 

em um modelo de análise de risco (Cox Hazard proportional), o risco relativo de 

evolução para  choque séptico foi de 1,029 (95%IC=1.001-1,058, p=0,045). 

Ajustando a análise com possíveis fatores de confusão, que em nossa população 

foram contagem de neutrófilos e contagem de plaquetas, os níveis de Ang-2/Ang-1 

permaneceram um fator de risco independente para evolução para choque séptico 

(risco relativo 1,06; 95%IC=1.019-1,102, p= 0,004). Para avaliar se esta relação foi 

linear ou se houve um nível mínimo da relação Ang-2/Ang-1 que culminou com o 

aumento do risco relativo para choque séptico, nós dicotomizamos os níveis de 

Ang-2/Ang-1 em valores acima e abaixo da mediana e do cutt-off. O risco relativo 

associado aos diferentes intervalos de Ang-2/Ang-1 é mostrado na tabela 6. O 

risco para choque séptico foi quase cinco vezes maior entre os pacientes com 

níveis de Ang-2/Ang-1 acima do cutt-off. A relação entre os níveis de Ang-2/Ang-1 

acima do cutt-off e o risco para choque séptico permaneceu forte após o ajuste 

para contagem de neutrófilos e plaquetas (Tabela 7). 
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Tabela 7. Análise univariada de risco relativo para evolução para choque séptico 

Teste do Qui-Quadrado 

Níveis Séricos de 

Ang-2/Ang-1 (n=99) 

Odds Ratio 

(95% Intervalo de Confiança) 

P 

>Mediana 2,9 (1 – 8,4)  0,04 

>Cutt-off  5,5 (1,9 - 16)  0,0007 

 

Tabela 8. Análise multivariada de risco relativo para evolução para choque séptico 

Análise Multivariada 

Níveis Séricos de 

Ang-2/Ang-1 (n=99) 

Odds Ratio 

(95% Intervalo de Confiança) 

P 

>Mediana 2,993 (1,022 – 8,419)  0,045 

>Cutt-off 5,471 (1,927-15,527)  0,001 

 

4.6 – Sensibilidade e Especificidade da Relação das Angiopoietinas como 

biomarcador 

A sensibilidade e a especificidade são os parâmetros mais comumente 

utilizados pra avaliar a qualidade de um biomarcador. A sensibilidade descreve 

quantos pacientes doentes, ou em nosso caso, que evoluíram com choque 

séptico, tiveram um resultado positivo para o biomarcador (Relação > cuttoff). De 

uma maneira geral, quanto mais sensível um biomarcador é menor será o numero 

de pacientes doentes que terão um resultado falso-negativo (Gerlach e Toussaint, 
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2011). Em nosso trabalho, a sensibilidade da relação das angiopoietinas para 

detecção do choque séptico foi de 60%, utilizando o cutoff de 5,0. A especificidade 

utiliza somente os dados de pacientes saudáveis, ou em nosso caso, pacientes 

que não evoluíram com choque. Uma alta especificidade significa um baixo risco 

de definir pacientes saudáveis de uma maneira falso-positiva. A especificidade da 

relação das angiopoietinas em nosso trabalho foi de 77%, utilizando os valores 

acima. Em nosso estudo o valor preditivo positivo foi de 47% enquanto que o valor 

preditivo negativo foi de 85%. Os valores preditivos positivo e negativo são 

parâmetros independentes, porém, o valor preditivo negativo pode ser 

considerado mais relevante do que o valor preditivo positivo, quando o teste é 

utlizado como triagem (Gerlach e Toussaint, 2011).  

4.7 - Análise da mortalidade por choque séptico em 28 dias 

Para determinar a relação entre os níveis de angiopoietina com 

mortalidade em 28 dias, foi realizada uma curva de sobrevida de Kaplan-Meier.  A 

mortalidade no dia 28 em pacientes com relação Ang-2/Ang-1 menor que o valor 

do cutoff foi de 11% comparado à mortalidade de 52,6% entre os pacientes com 

relação Ang-2/Ang-1 maior que o cutoff  (p=0,0015 pelo teste de Wilcoxon e pelo 

teste de log-rank) (Fig.15), resultado semelhante foi encontrado em níveis acima 

da mediana, onde a mortalidade foi de 33,3% para valores acima da mediana e 

10,8% para valores abaixo da mediana (p = 0,03 pelo teste de Wilcoxon e pelo 

teste de log-rank) (Fig.16).  

De acordo com a análise univariada, os níveis de Ang-2/Ang-1 acima do 

cutt-off conferiram um risco relativo para óbito de 5,8 (95%IC, 1,965-17,59, p = 
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0,001) e de 2,74 (95%IC, 1,054-7,160, p = 0,03) para níveis de Ang-2/Ang-1 acima 

da mediana. Após ajuste para contagem neutrófilos e de plaquetas, a relação 

entre os níveis de Ang-2/Ang-1 acima do cutt-off e o risco de mortalidade foi de 

4,197 (95%IC, 1,595-11,049, p = 0,004) e 2,729 (95%IC, 0,967-7,753, p = 0,059) 

para níveis de Ang-2/Ang-1 acima da mediana (Tabela 9).  

 

 

Figura 15. Sobrevida de pacientes com neutropenia febril de acordo com a relação 

Ang2/Ang-1 estratificada pelo cutoff. Curva de Kaplan-Meier ilustrando a sobrevida de 

pacientes onco-hematólogicos neutropênicos febris de acordo com relação Ang-2/Ang-1. 

Os valores da relação Ang-2/ Ang-1 de cada paciente foram estratificados em relação ao 

cutt-off da relação Ang-2/Ang-1. 
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Figura 16. Sobrevida de pacientes com neutropenia febril de acordo com a relação 

Ang2/Ang-1 estratificada pelo valor da mediana. Curva de Kaplan-Meier ilustrando a 

sobrevida de pacientes onco-hematólogicos neutropênicos febris de acordo com relação 

Ang-2/Ang-1. Os valores da relação Ang-2/ Ang-1 de cada paciente foram estratificados 

em relação ao valor da mediana da relação Ang-2/Ang-1. 

 

Tabela 9. Risco Relativo de Óbito de acordo com os níveis séricos de Ang-2/Ang-1 

 Risco Relativo 

Univariada (95% IC) 

Risco Relativo 

Multivariada (95% IC) 

>Mediana 2,74 (1,05-7,16)* 2,73 (0,97-7,75) 

>Cutt-off 5,80 (1,96-17,59)* 4,20 (1,59-11,05)* 

* p<0,05 
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Em nosso estudo, o uso da relação Ang-2/Ang-1, um importante indicador 

de desbalanço entre dois moduladores da permeabilidade endotelial, foi validado 

como biomarcador relevante para o desenvolvimento de choque séptico em 

pacientes com câncer e neutropenia febril de alto risco. As implicações destes 

resultados serão discutidas sob uma ótica mais geral, do papel destes 

biomarcadores na sepse, e sob uma ótica mais específica, relacionada a sua 

importância no manejo de pacientes com neutropenia febril.  

 

5.1 – Aspectos gerais do uso de moduladores da permeabilidade endotelial 

como biomarcadores na sepse  

Nos últimos anos, grandes avanços foram alcançados na compreensão 

dos mecanismos celulares e moleculares que regulam a estabilidade da barreira 

endotelial. Grande parte deste conhecimento deriva de estudos sobre os 

mecanismos de angiogênese no embrião, que como destacamos anteriormente, 

exige a quebra constante e finamente regulada da ligação entre células 

endoteliais. A compreensão dos mecanismos de angiogênese foi impulsionada 

desde o início dos anos 1970, quando Judah Folkman e colaboradores, 

observaram que o crescimento tumoral era fortemente dependente da formação 

de novos vasos, e postularam que a inibição deste processo poderia ser usada 

como terapia anti-tumoral (Folkman et al., 1971). Iniciou-se então uma busca pelos 

fatores que regulariam este processo, que levou à identificação do VEGF por dois 

grupos no ano de 1989 (Keck et al., 1989; Leung et al., 1989). Curiosamente, 

embora o VEGF tenha sido assim batizado por estas duas publicações, a proteína 
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identificada por estes autores já havia sido descrita em 1983 como um potente 

fator de permeabilidade vascular, secretado por células tumorais, à época 

chamado de “Vascular Permeability Factor” (Senger et al., 1983). Na medida em 

que o interesse por esta proteína focou-se em seu papel mitogênico sobre células 

endoteliais – estimulado pelas possibilidades de seu uso terapêutico na terapia do 

câncer (drogas anti-VEGF) ou da isquemia (a chamada “angiogênese 

terapêutica”), pouca atenção foi dada a sua função de quebra de barreira 

endotelial. No entanto, é possível encontrar evidências do efeito permeabilizante 

do VEGF se analisarmos retrospectivamente os eventos adversos nos estudos 

iniciais de uso de VEGF em pacientes com isquemia miocárdica, os quais 

apresentavam edema de membros inferiores como um dos poucos efeitos 

colaterais do tratamento (Losordo et al., 2002).  

De forma resumida, o processo de angiogênese no embrião, cuja 

compreensão levou ao melhor entendimento de como a barreira endotelial é 

regulada, envolve a desestabilização e estabilização sequencial da linha 

endotelial, para a incorporação de novos brotos vasculares (Conway et al., 2001). 

Como já descrito, as angiopoietinas 1 e 2 participam ativamente deste processo, 

com as funções antagônicas de estabilização e desestabilização da integridade da 

barreira endotelial respectivamente. Por sua vez, o sFlt-1 funciona como um 

antagonista natural do VEGF, por se tratar da forma solúvel do receptor de VEGF, 

VEGFR-1, atuando como receptor “armadilha”. Estas quatro proteínas exercem 

funções críticas durante o processo de angiogênese, ilustrado pela letalidade 

embrionária da deleção gênica destas vias (Dumont et al., 1994; Shalaby et al., 

1995; Suri et al., 1996).   
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Apesar de seu evidente efeito sobre a integridade da barreira endotelial, 

foi apenas a partir de 2005, que a possibilidade de participação do VEGF como 

mediador do aumento da permeabilidade endotelial foi postulada, a partir de um 

estudo em pacientes com choque séptico, que apresentavam níveis mais elevados 

desta proteína do que indivíduos normais (van der Flier et al., 2005). Logo em 

seguida, um estudo abrangente utilizando modelos animais de sepse e soro de 

pacientes confirmou a participação do VEGF na fisiopatologia da sepse, além de 

mostrar que o uso do sFlt-1, seu inibidor natural, revertia os efeitos da sepse 

experimental murina (Yano et al., 2006). A partir daí, vários estudos passaram a 

avaliar a associação entre o VEGF e outras proteínas como a Ang-1 e a Ang-2 

com a sepse grave e o choque séptico. De uma maneira geral, estes estudos 

chegavam ao mesmo padrão de resultados caracterizados por aumento dos níveis 

de moduladores associados a quebra da barreira endotelial como o VEGF-A e a 

Ang-2, e redução das concentrações de moduladores associados a estabilização 

da barreira, como a Ang-1. Poucos estudos avaliaram o sFlt-1, com resultados 

conflitantes entre si (Carrol, 2011; Kumpers et al., 2008; Pickkers et al., 2005; 

Ricciuto et al., 2011; van der Flier et al., 2005). 

A pesquisa de biomarcadores é um dos campos mais dinâmicos de 

investigação da medicina. No contexto da sepse, a disponibilidade de 

biomarcadores apresenta duas aplicações mais óbvias: (i) a identificação de 

pacientes com infecção em meio a pacientes com SRIS por outros motivos, e (ii) a 

identificação de pacientes mais graves, ou com maior potencial de complicações 

(Marshall e Reinhart, 2009; Paulus et al., 2011; Pierrakos e Vincent; 2010). Além 

destas duas aplicações, um benefício potencial de biomarcadores que 
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gostaríamos de destacar seria a identificação de subgrupos de pacientes com 

maior risco de complicações específicas, como por exemplo insuficiência renal, 

tromboses, entre outras. A identificação destes subgrupos poderia ter implicações 

terapêuticas se medidas preventivas eficazes pudessem ser implementadas. De 

fato, à medida que a compreensão sobre cada elemento da fisiopatologia da 

sepse é melhor entendido, torna-se clara a heterogeneidade desta síndrome, 

sendo possível imaginar que no futuro possamos identificar subgrupos de 

pacientes em que mecanismos fisiopatológicos distintos sejam mais ou menos 

importantes. Esta possibilidade abre uma nova janela para o uso de 

biomarcadores, pois estes subgrupos hipotéticos de pacientes poderiam 

responder de forma distinta a tratamentos alvo-específicos na sepse. Na verdade, 

esta possibilidade já foi aventada na prática por autores que argumentaram que a 

proteína C ativada poderia ter melhores resultados se indicada para pacientes em 

que a ativação da coagulação (CIVD) fosse mais evidente (Dhainaut et al., 2004). 

No entanto, a indisponibilidade de biomarcadores adequados para a definição da 

chamada “ativação da coagulação”, na medida em que os escores de CIVD 

tendem a identificar um grupo muito heterogêneo de pacientes, pode ter limitado o 

sucesso desta tentativa. Analogamente, a disponibilidade de um biomarcador 

capaz de identificar precocemente a ativação de vias associadas à quebra da 

barreira endotelial poderia ser muito importante para o sucesso de tratamentos 

alvo-específicos, voltados para a modulação da integridade da barreira endotelial 

na sepse. Esta aplicação - ainda teórica - torna-se bastante atrativa na medida em 

que a modulação da integridade da barreira endotelial vem surgindo como um 

importante alvo para o desenvolvimento de novas terapias para a sepse 
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(Goldenberg et al., 2011). De fato, vários estudos em modelos animais estão 

explorando o papel do bloqueio das vias do VEGF e das angiopoietinas na sepse 

(Alfieri et al., 2012; Kumpers et al., 2011; London et al., 2010; Yano et al., 2006). O 

potencial destas estratégias foi recentemente reforçado por um estudo mostrando 

que camundongos heterozigotos para a deficiência de Ang-2 apresentavam menor 

disfunção orgânica e maior estabilidade das junções intercelulares na sepse 

experimental murina (David et al., 2012).   

 

5.2 – A importância dos estudos de validação de biomarcadores da sepse 

O número de biomarcadores da sepse avaliados em estudos que 

demonstram seu potencial de aplicação clínica é muitas vezes maior que o 

número de biomarcadores efetivamente incorporados à prática clínica. Uma 

explicação potencial para esta discrepância é a negligência dada aos passos de 

validação destes biomarcadores em populações independentes e em condições 

experimentais mais próximas à “vida real”. Assim, é possível imaginar que muitos 

dos resultados “promissores” obtidos em estudos iniciais não sejam confirmados 

em estudos subsequentes, explicando a interrupção deste processo antes da 

incorporação à clínica. Esta importante questão foi elegantemente discutida em 

um artigo intitulado “A arquitetura da pesquisa diagnóstica” (Sackett e Haynes, 

2002), que destaca que o excesso de controle experimental nos estudos iniciais 

de biomarcadores, como por exemplo o uso de populações homogêneas, a coleta 

e processamento pelo mesmo indivíduo, entre outros, limita a universalização dos 

resultados, exigindo estudos de validação.  
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É a partir destas premissas que decidimos validar em uma população 

independente, resultados que já havíamos obtido em uma população menor, e sob 

condições mais controladas, sobre o papel do VEGF-A, sFlt-1, e das Ang-1 e Ang-

2 na sepse.  Neste estudo inicial, havíamos avaliado os níveis séricos de VEGF-A, 

sFlt-1, Ang-1 e Ang-2 em 41 pacientes com NF, dos quais oito evoluíram com 

choque séptico. Como o objetivo do estudo era explorar pela primeira vez se estes 

marcadores estavam associados ao choque séptico em NF (apenas o VEGF-A já 

havia sido estudado nesta população) (Hamalainen et al., 2009), muitas variáveis 

foram controladas, a fim de se obter um quadro mais preciso desta potencial 

associação: em primeiro lugar, apenas pacientes que permaneciam internados 

durante toda a quimioterapia foram inseridos no estudo, o que permitia a coleta da 

primeira amostra poucas horas depois do primeiro pico febril. Por outro lado, isto 

limitava a representatividade da população, além de criar uma situação improvável 

na prática clinica no que diz respeito ao momento da coleta. Em segundo lugar, os 

pacientes foram submetidos a coletas seriadas após 48 e 72 horas da febre. Isto 

permitiu demonstrar que, embora o tempo prolongado desde a febre aumentasse 

a sensibilidade do biomarcador, algumas diferenças já estavam presentes no 

momento da febre. Finalmente, a coleta e o processamento foi feito pelo mesmo 

pesquisador, o que limitava a variabilidade pré-analitica a níveis não encontrados 

na prática clinica, limitando pois o potencial de universalização de nossos 

resultados. Deste modo, diante de resultados que consideramos à época 

promissores, caracterizados por aumento dos níveis de VEGF-A e Ang-2 e 

redução dos níveis de Ang-1 nos pacientes que desenvolviam choque séptico, 

entendemos que seria interessante “desafiar” este painel de biomarcadores com 
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uma situação mais próxima da realidade clinica na qual eles seriam testados. 

Nossa hipótese era que, embora alguns dos resultados pudessem não ser 

reproduzidos no novo estudo, seria possível que o uso conjunto destes 

biomarcadores pudesse gerar informações mais robustas sobre o risco de 

desenvolvimento de choque séptico, permitindo talvez o estabelecimento de um 

escore baseado em moduladores de quebra da barreira endotelial.  

Como o objetivo deste segundo estudo não era mais explorar aspectos 

biológicos da associação destes marcadores com a sepse, eliminamos as coletas 

seriadas, e estabelecemos um protocolo mais próximo da forma como um 

biomarcador seria de fato utilizado, já descrito neste manuscrito. Dentre todas as 

características deste desenho, destacamos o fato de que todos os pacientes 

internados por NF em nossa instituição no período do estudo foram convidados a 

participar, com raras exceções de pacientes que possam ter sido internados em 

outras enfermarias sem conhecimento de nosso grupo. Pela estratégia de busca, 

estimamos que isso possa ter ocorrido em frequência extremamente baixa. 

Quanto aos pacientes internados no final de semana, o recrutamento era feito na 

segunda-feira, e a coleta na manhã seguinte. Destacamos que este timing de 

coleta, ao qual uma minoria dos pacientes foi submetido, reproduz o momento de 

coleta da PCR em nossas enfermaria, já que a mesma é solicitada durante a 

semana pela equipe da hematologia. Enfim, nosso objetivo foi reproduzir fielmente 

a prática clínica durante a realização do estudo. Finalmente, é importante destacar 

que uma pequena parcela de pacientes com NF pós quimioterapia que dá entrada 

em nosso serviço é encaminhada a hospitais secundários para tratamento com 

antibioticoterapia oral. Estes pacientes são aqueles de baixo risco pelo escore 
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MASCC, e embora não quantificados no período deste estudo, devem representar 

menos de 25% dos pacientes com neoplasias hematológicas e NF (estimativa 

arbitrária dos autores). Assim, nossa amostra apresenta um viés de seleção em 

relação a pacientes com NF de alto risco. Tal fato, reconhecido por nós no título 

do manuscrito científico, limita nossas conclusões a este grupo. No entanto, esta 

limitação pode ser vista também como um aspecto interessante do estudo, já que 

nos permitiu constituir uma amostra em que cerca de três quartos dos pacientes 

são de alto-risco, que como veremos a seguir, são justamente aqueles para os 

quais os escores de estratificação de risco não geram informações relevantes, e 

para os quais o manejo da NF é mais desafiador.  

 

5.3 – A relação Ang-2/Ang-1 como biomarcador do desenvolvimento de 

choque séptico em pacientes com neutropenia febril 

Pacientes com câncer são geralmente excluídos ou sub-representados em 

estudos que buscam novos biomarcadores na sepse, a despeito do fato do câncer 

e seu tratamento estarem entre os fatores de risco mais relevantes para 

complicações da sepse. Entre os pacientes com câncer, aqueles com  neoplasias 

hematológicas apresentam um risco de base ainda maior para evolução para 

choque séptico, principalmente devido ao período intenso e, geralmente, de longa 

duração da neutropenia grave, requerido em contextos tais como a terapia de 

indução para leucemias agudas e transplante de células-tronco hematopoiéticas 

(Legrand et al., 2012) . A ferramenta de estratificação de risco para sepse mais 

aceita para pacientes oncológicos e com NF é o escore MASCC (Associação 
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Multinacional de Cuidados de Suporte em Câncer) (Klastersky et al., 2000). O 

MASCC pode identificar com precisão pacientes com NF de baixo risco, que são 

principalmente pacientes ambulatoriais, com neutropenia de curta duração (em 

geral 1-3 dias), mas oferece informações limitadas para pacientes de alto risco 

(MASCC <21), onde se encaixam a maioria dos pacientes submetidos a 

protocolos de quimioterapia intensiva, como os pacientes com neoplasias 

hematológicas e outras neoplasias em pacientes mais jovens (que toleram 

esquemas mais agressivos, usados com intenção curativa). Esta limitação foi 

recentemente reconhecida pelos próprios autores do escore MASCC (Klastersky 

et al., 2011). Como resultado, todos os pacientes com NF de alto risco acabam 

tratados de maneira empírica e  agressiva, com hospitalização e uso de 

antibióticos de amplo espectro por vários dias.  

Um achado relevante de nosso estudo foi o fato de as dosagens de 

VEGF-A e de sFlt-1 não terem se associado a diferenças no prognóstico em nossa 

população. Especialmente no caso do VEGF-A, este resultado é discordante em 

relação a estudos anteriores realizados em pacientes não-neutropênicos e 

neutropênicos, incluindo nosso estudo preliminar (Alves et al., 2011; Hamalainen 

et al., 2009). Vários fatores podem explicar esta discrepância, e embora o 

desenho de nosso estudo não tenha como objetivo nem capacidade de elucidá-

los, iremos discuti-los a seguir. Entre estes fatores podemos citar: (i) o momento 

da coleta, mais tardio em relação ao momento da febre do que em nosso estudo 

inicial; (ii) o fato de que algumas neoplasias apresentam variações basais nos 

níveis de VEGF e sFlt-1, o que pode limitar o uso destes fatores como 

biomarcadores (Guo et al., 2012); e (iii) o fato de que grande parte do VEGF-A é 
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expresso por neutrófilos e plaquetas, o que também pode limitar seu uso como 

biomarcador na NF (Kusumanto et al., 2003). Qualquer que seja a causa, o que 

nosso estudo pode sim concluir é que a dosage destas proteínas não apresenta a 

robustez necessária para seu uso na prática clínica. Em outras palavras, em 

nosso entendimento o resultado discrepante não sugere que haja problemas com 

um dos estudos, mas sim reforça a importância de desenhos mais “desafiadores” 

antes da conclusão pela utilidade de um biomarcador. 

Por outro lado, pudemos confirmar que o aumento da Ang-2 e a redução 

da Ang-1, melhor expressa pelo aumento da razão Ang-2/Ang-1, pode ser usado 

como um biomarcador para o desenvolvimento de choque séptico em pacientes 

com NF de alto risco. A persistência da significância estatística apesar do desenho 

de nosso estudo mostra a consistência desta associação, sugerida por vários 

estudos em outras populações, e pelo grande número de estudos em modelos 

animais mostrando o potencial terapêutico da manipulação desta via no manejo do 

choque séptico.  

Além de validar nossos resultados, um dos principais objetivos de nosso 

estudo era avaliar se os resultados promissores do uso da razão Ang-2/Ang-1 

observado em pacientes sem neutropenia também seria aplicado a esta 

população. Além de confirmarmos esta hipótese, vale destacar que o valor 

estimado do cut-off para separação entre os dois grupos em nosso estudo (5 

unidades) foi exatamente o mesmo encontrado em um grande estudo em 

pacientes não neutropênicos, no qual a média do pico da razão Ang-2/Ang-1 foi 

precisamente 5,4. Em comparação com pacientes não-neutropênicos incluídos em 



107 

estudos semelhantes em UTIs, nossos pacientes apresentam menos sinais de 

disfunção orgânica no momento da coleta, como evidenciado pelo escore SOFA 

(mediana de 4). Isto pode ser explicado pelo fato de que pacientes com NF 

procuram atendimento médico precocemente, logo após o primeiro pico febril (por 

orientação médica), o que permite sua inclusão nestes estudos em momentos 

mais precoces da história natural da sepse. Desta forma, a semelhança nos 

valores críticos da relação Ang-2/Ang-1 em duas populações tão distintas pode ser 

vista como mais uma evidência da associação entre este parâmetro e o grau de 

ativação de vias críticas para a regulação da integridade da barreira endotelial no 

choque séptico (Ricciuto et al., 2011).   

Nosso estudo apresenta limitações importantes que devem ser 

destacadas. Em primeiro lugar, a não inclusão de outros centros pode limitar a 

universalização de nossos resultados. O fato de a inserção ter sido feita em duas 

unidades independentes de nosso hospital minimiza mas não elimina este 

problema. Na fase de construção do projeto, aventamos a possibilidade de 

colaboração com outros centros, mas por motivos que fugiram do controle de 

todas as partes envolvidas, isso não foi possível. Este fato destaca a importância 

da participação em grupos colaborativos para a geração de dados com maior 

impacto. Outra limitação à aplicação destes resultados é o fato de os testes terem 

sido realizados com ensaios para uso em pesquisa. Assim, caso a dosagem deste 

biomarcador venha um dia a ser incorporada à prática clínica, novos estudos de 

validação deverão ser feitos com quaisquer plataformas diagnósticas que forem 

propostas para este teste. No entanto, este não era o objetivo de nosso estudo.  
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Em relação aos resultados propriamente ditos, algumas limitações devem 

ser destacadas. Apesar da significância estatística e da capacidade preditora 

mantida na análise multivariada, os valores de sensibilidade, especificidade e de 

valor preditivo positivo e negativo podem ser vistos como aquém do desejado para 

um biomarcador “perfeito” na sepse. Se por um lado a acurácia diagnóstica da 

razão Ang-2/Ang-1, estimada pela curva ROC, não é tão alta quanto seria 

desejada, ela foi superior ao MASCC e à PCR obtidos no mesmo momento da 

coleta. Além disso, ainda que a determinação desta razão não tenha o potencial 

de ser usado isoladamente como biomarcador nestes pacientes, é possível que 

ela possa ser incorporada a escores com outros biomarcadores, ou ainda, ser 

usada para a identificação de subgrupos de pacientes em que, no futuro, terapias 

alvo-específicas voltadas para a disfunção da barreira endotelial, sejam mais 

eficazes. Em se tratando de uma população tão heterogênea como a de pacientes 

com sepse, é razoável supor que a disponibilidade de um biomarcador capaz de 

identificar subgrupos específicos de pacientes pode ser a diferença entre a falha e 

o sucesso de um tratamento alvo-específico no futuro, a exemplo do que já foi 

discutido para a proteína C ativada em pacientes com ativação da coagulação. 

Finalmente, na medida em que nosso estudo foi desenhado para reproduzir a 

prática clinica, evitando critérios de exclusão desnecessários, devemos destacar 

para os 3 pacientes do grupo de choque séptico que já apresentavam esta 

condição no momento da coleta. No entanto, a análise estatística foi repetida com 

a exclusão destes 3 pacientes, sem perda da significância estatística nas 

dosagens de Ang-2 e da razão Ang-2/Ang-1 entre os grupos.  
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De acordo com os objetivos propostos pudemos concluir que: 

  O impacto prognóstico da relação Ang-2/Ang-1 na estratificação 

de risco para choque séptico foi validado no contexto da neutropenia febril de alto 

risco. 
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