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A neutropenia febril (NF) em pacientes com neoplasias hematoldgicas €
caracterizada pelo alto risco de sepse e choque séptico. Embora a utilizagdo de
escores clinicos como o MASCC permita a identificagdo de pacientes de baixo
risco, este escore é menos informativo em pacientes de alto risco, onde se
encaixam a maioria dos pacientes com neoplasias hematologicas, além daqueles
submetidos a esquemas intensivos de quimioterapia. Ao mesmo tempo, a
aplicacdo de biomarcadores de gravidade como a procalcitonina, validados em
pacientes ndo-neutropénicos, € controversa em pacientes com NF. A quebra da
barreira endotelial € um elemento chave no choque séptico, de modo que
proteinas envolvidas neste processo sao 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
evolugcdo para choque séptico em 120 pacientes com NF. Pacientes internados
nas enfermarias de Hematologia e Transplante de Medula Ossea do HC da
UNICAMP para tratamento de NF entre marco de 2011 e 2012 foram convidados a
participar. As amostras foram coletadas na manha seguinte a entrada no estudo,
junto com a coleta de exames de rotina. O estudo foi desenhado com o objetivo de
mimetizar as condicbes de coleta e processamento das amostras, que seriam
encontradas na pratica clinica real. Foram avaliadas a evolucao para choque
séptico e mortalidade em 28 dias. Os resultados foram comparados com
marcadores de prognostico classicos como proteina C reativa, e escores MASCC
e SOFA. No total, 99 pacientes preencheram os critérios de inclusdo, dos quais
19,8% evoluiram com choque séptico. Nao foram observadas diferencas clinicas e

demograficas entre os pacientes com NF ndo-complicada e choque séptico,

XXV



exceto pelo escore SOFA, significativamente mais elevado no segundo grupo. Os
niveis de VEGF-A e sFlt-1 foram semelhantes entre os dois grupos. Em contraste,
0s niveis séricos de Ang-2 estavam aumentados em pacientes com choque
séptico, ao passo que 0s niveis séricos de Ang-1 estavam diminuidos.
Considerando o papel antagbnico destas angiopoietinas na regulacdo da
permeabilidade endotelial, a relacdo Ang-2/Ang-1 foi calculada, como indicador de
desequilibrios na concentracdo destes moduladores, que pudessem indicar um
estado mais ou menos propenso a queda da barreira endotelial. De fato, um
aumento na relagcdo Ang-2/Ang-1 foi encontrada em pacientes com choque séptico
(5,29 — variagdo de 0,58 a 57,14) em relacdo aos pacientes com NF n&o-
complicada (1,99 — variagédo de 0,06 a 64,62; P=0,01). Na analise univariada e
multivariada, a relagcdo Ang-2/Ang-1 provou ser um fator de risco independente
para o desenvolvimento de choque séptico e mortalidade em 28 dias. Desta forma,
concluimos que a elevacdo dos niveis séricos de Ang-2 e da relagdo Ang-2/Ang-1
esta associada ao risco aumentado de choque séptico e mortalidade em pacientes
com NF, mesmo quando coletada sob condigdes proximas aquelas encontradas a

pratica clinica.
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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
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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 - Definigdo e epidemiologia

A origem da palavra “sepse” parece remontar a aproximadamente 2700
anos vindo, do grego “onuyis”, significando a “decomposi¢cdo que o animal ou
vegetal organico sofre na presenca da bactéria” (Geroulanos e Douka, 2006).
Porém somente em 1914 Shottmueller reportou que a liberacdo de germes
patogénicos na corrente sanguinea era responsavel por sinais e sintomas de
inflamagédo sistémica (teoria do germe) (Schottmueller, 1914). Avancos
subsequentes levaram ao desenvolvimento de diretrizes rigidas para o diagndstico
da sepse baseado na resposta do hospedeiro a infeccao. Mais recentemente, a
sepse passou a ser conceituada como uma entidade multidimensional,
englobando alteragbes organicas, teciduais, celulares e moleculares
desencadeadas pelas interacées patdgeno-hospedeiro (Fig.1) (Namas et al.,

2012).

anwif / Sepse Teoria do Germe Diagnostico Egtagio .r\ﬂulti
Dimensional

A.C. Século XIX Século XX Século XXI

Figura 1. Histérico da Sepse (Namas et al., 2012)
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Em 1989, Bone et al. estabeleceram uma nova definicdo para sepse
baseada em critérios clinicos especificos, concomitantes a presenca de uma fonte
conhecida de infeccdo. Mas, ja em 1991, foi observado que estes mesmos sinais
clinicos poderiam estar presentes com freqtiéncia em pacientes sem evidéncia de
bacteremia, tais como vitimas de trauma grave e queimaduras. Ao mesmo tempo,
tornava-se claro que a sepse estava associada a uma resposta inflamatéria
generalizada do organismo ao patdgeno invasor, em geral distante do érgao ou
tecido onde ocorrera o contato com este patdgeno. Em conjunto, estas
observacdes levaram a introducao, pela Society of Critical Care Medicine e pelo
American College of Chest Physicians, do termo Sindrome da Resposta
Inflamatéria Sistémica (SRIS) e da definicdo dos termos Sepse, Sepse Grave e

Choque Séptico (Bone, 1992).

De acordo com estas definicdes, a SRIS é caracterizada pela presencga de
pelo menos dois dos seguintes critérios clinicos: (a) hipotermia (temperatura <
36°C) ou febre (temperatura = 38°C); (b) taquicardia (freqiéncia cardiaca > 90
batimentos/minuto); (c) taquipnéia (freqiéncia respiratéria>20 incursdes
respiratérias/minuto) ou PaCO0,<32 mmHg; e (d) leucocitose (>12 mil
leucécitos/mm?®) ou leucopenia (<4 mil leucécitos/mm?® ) ou > 10% de leucdcitos
imaturos no sangue periférico. Neste contexo, a sepse passa a ser definida como
uma SRIS secundaria a uma infecgcdo (Bone, 1992). Cabe destacar que o
diagnéstico microbioldgico definitivo ndo € estabelecido em cerca de um ter¢o ou
mais dos pacientes com manifestacbes clinicas de sepse (Marshall e Reinhart,

2009), aceitando-se para a caracterizacdo da etiologia infecciosa, a presenca de
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evidéncias clinicas ou laboratoriais de infeccdo. Quando associada a disfuncao
organica ou hipotensao arterial (pressao arterial sistolica menor que 90 mmHg ou
pressao arterial média menor que 70 mmHg), a sepse € denominada sepse grave.
Quando esta hipotensao é refrataria a reposicao volémica adequada, o quadro é

denominado de choque séptico (Bone, 1992).

A sepse grave e o choque séptico representam importantes problemas de
saude, afetando milhares de pessoas em todo mundo e, figurando como a
principal causa de morte entre pacientes internados em Unidades de Terapia
Intensiva (UTI) ndo coronarianas. A incidéncia 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 avancgos tecnologicos e em cuidados de suporte destinados a estes pacientes.
Estatisticas do inicio 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 prevaléncia e o progndstico da sepse no Brasil sdo
escassos. Em um estudo multicéntrico, casos de sepse foram responsaveis por
27,3 % das internagcées 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

Varios fatores podem contribuir para um aumento da predisposicdo a
sepse, bem como para sua gravidade. Polimorfismos nos genes das citocinas,

idade avancada, presenca de comorbidades (cancer, infeccdo pelo virus da
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imunodeficiéncia humana, hepatopatia crénica), habitos (ingestdo abusiva de
alcool) e o uso de novas tecnologias (presenca de dispositivos de acesso venoso,
quimioterapia, imunossupressdo) sao alguns exemplos (O'Brien et al., 2007;

Williams et al., 2004).

A importancia do cancer como fator de risco € confirmada pelo fato de que
a cada seis pacientes com sepse grave um € portador de doenca neoplasica e
ainda que estes pacientes apresentam mortalidade 30% maior do que a de
pacientes sem cancer (Angus et al., 2001). Estes dados foram confirmados por
outros autores que observaram uma taxa de sepse grave trés a cinco vezes maior
em pacientes com céancer, com incidéncia e mortalidade varidveis entre os
diversos tipos de neoplasia, mas significativamente maior entre os portadores de
neoplasia hematoldgica (incidéncia de 66,4 por 1000 e risco de sepse grave 15
vezes maior que na populagdo sem cancer) do que entre os portadores de
tumores sélidos (incidéncia de 7,6 por 1000, risco de sepse grave 1,8 vezes maior
que na populacdo sem cancer). Outro aspecto relevante levantado por estes
autores € o pouco impacto da idade na incidéncia e gravidade da sepse nos
pacientes com cancer, o que pode ser explicado, pelo menos em parte, pelo papel
da administragdo de quimioterapia intensa em pacientes mais jovens (Williams et

al., 2004).

O risco aumentado de complicacdes da sepse em pacientes com cancer €
multifatorial, e envolve fatores como a caquexia do céncer, a necessidade de
varios procedimentos invasivos e a imunossupressao da doencga e do tratamento

quimioterapico (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 a

exposicdo do hospedeiro a patdgenos invasores, a grande maioria das
manifestacdes clinicas da sepse nao sdo causadas diretamente pelo patdgeno,
mas sim pela resposta do hospedeiro a esta invasdo. Esta resposta envolve os
dois componentes classicos do sistema imune, designados resposta imune inata e

adaptativa (Tabela 1).

Tabela 1. Componentes do sistema imune

Resposta imune inata

Resposta imune adaptativa

Resposta inespecifica

Exposicao leva a estimulo estereotipado e

maximo
Envolve componentes humorais e celulares
N&o ha meméria imunolégica

Presente em quase todas as formas de vida

Resposta antigeno e patdgeno-especifica

Ha intervalo entre estimulo e resposta e

gradacao de intensidade
Envolve componentes humorais e celulares
Gera resposta imunolégica

Presente em vertebrados

O papel da resposta imune inata é desencadear, de forma imediata, uma
série de alteracbes moleculares e celulares que constituem a linha inicial de

defesa, cujo objetivo € eliminar ou reduzir os danos causados pelo patégeno
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invasor. De acordo com o entendimento atual da fisiopatologia da sepse, esta
ativacdo é em geral benéfica, levando a eliminagdo do patéogeno 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 sé o

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

Invasdo por patégeno

Reconhecimento pelo hospedeiro
(PAMPSs, receptores TLR, etc)

Resposta inflamatdria
sistémica

/N

Complicacoes da
sepse

Cura

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

potenciais consequéncias.

Estudos sobre o papel patogénico de bactérias Gram negativas, ou mais
especificamente do principal componente de suas paredes celulares — o0s

lipopolissacarides (LPS), em modelos animais de sepse levaram a um melhor
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entendimento do papel da resposta imune inata nesta condicdo. 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 compreensao deste papel envolveu a descoberta de
proteinas que funcionam como sensores moleculares para a presenga de
elementos estruturais conservados em patdgenos invasores. Estes receptores séo
conhecidos como PRR (receptores reconhecedores de padrdes) e incluem a LBP
(LPS-biding protein), o CD14, e os receptores Toll-like (TLR), entre outros. Do lado
dos patdgenos, os elementos estruturais reconhecidos pelos PRR séo
coletivamente chamados de PAMPs (padrées moleculares associados a
patdgenos), e incluem a flagelina, o &cido lipotecdico, as histonas e outras
variantes de acidos nucleicos. O LPS € na verdade o exemplo prototipico 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 a expresséo
de genes pré-inflamatérios, e ao conjunto de alteragdes moleculares e celulares
que caracterizam a resposta do hospedeiro a infeccdo. Em linhas gerais, esta
resposta é caracterizada por: liberagdo de citocinas pré6 e anti-inflamatorias,
ativacdo de neutréfilos e mondécitos, ativacdo do sistema complemento, ativagéo
da coagulacao e ativacao endotelial, termo genérico que sera mais detalhado a
seguir (Fig. 3) (Aird, 2003; Cohen, 2002).

A importéncia da ativacao da resposta imune inata como mecanismo de
lesdo na sepse é bem ilustrada pela demonstracdo de elevadas taxas de
mortalidade na SRIS, que permanecem altas a despeito da terapia antibiética

adequada (Rangel-Frausto et al.,, 1995). Além disso, a administracdo de
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anticorpos contra componentes da parede bacteriana ndo foi capaz de melhorar a
sobrevida dos pacientes com sepse, reforcando a presenca de mecanismos nao
relacionados a proliferacdo do patégeno na fisiopatologia desta condicao (Angus

et al., 2000).

Invasao por patégeno

Reconhecimento do patégeno pelo sistema imune

Liberagao de Ativagdo do Ativagéo de
citocinas complemento fagocitos
Ativacgio da Ativagao
coagulagao endotelial
CIVD Quebra da barreira endotelial Infiltragao tecidual por
leucocitos
Choque séptico | | Lesao tecidual aguda | | Obito

Figura 3. Elementos fisiopatologicos da sepse. Esquema ilustrando a fisiopatologia da
sepse, como destaque para os elementos que constituem a resposta do hospedeiro a
infeccdo (em cinza). Quando exacerbados, estes elementos podem levar a complicagées

da sepse (em vermelho). A seta indica a sequencia usual de eventos.
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A ativagao da resposta imune inata pelo LPS é um mecanismo presente
na evolugao ha pelo menos 250 milhdes de anos, a partir das evidéncias obtidas
no estudo de um invertebrado conhecido como caranguejo- ferradura, o Limulus
polyphemus. Este artropode habita regides costeiras, estando desta forma sob
constante ameacga de quebra de sua carapaga. Talvez por esta pressdo do meio,
este animal desenvolveu um sistema de resposta rapida contra rupturas do
tegumento baseado na quimiotaxia de células mononucleares ao local da leséo,
que previnem a entrada de agua no organismo, evitando assim a desintegracao e
infeccdo do meio interno. A fim de detectar a presenca de agua, este sistema é
ativado por uma substéncia presente em algas azuis, ou cianobactérias
(procariontes existentes ha cerca de 3 bilhdes de anos), que é o LPS. Acredita-se
que este sistema de resposta rapida ativado por LPS possa ter evoluido e dado
origem a sistemas analogos de deteccédo de invasdo 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
alteracdes clinicas e laboratoriais iniciados por uma resposta imune inata cujo
objetivo é controlar e eliminar patdégenos ou elementos potencialmente danosos a
integridade do organismo. Em geral, esta resposta inclui: (1) ativacdo local da
coagulacao, cujo beneficio pode ser o de restringir a disseminagao da infecgéo; (2)
ativacdo global do sistema imunolégico, com aumento da produgéo de citocinas
inflamatérias e da atividade citotdxica e fagocitica; e (3) ativagdo endotelial, cujos
beneficios imediatos podem ser a facilitagdo da chegada de fagocitos ao sitio da

infeccdo por aumento da adesao e facilitacdo da transmigragdo aos tecidos. De
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acordo com este modelo fisiopatolégico, podemos imaginar que a lesao tecidual e
as consequéncias clinicas da sepse grave decorrem da exacerbacdo de cada um
destes processos, que clinicamente se apresentaria como CIVD, tempestade de
citocinas e desintegracao da barreira endotelial. (Seeley et al., 2012).

E sobre esta ltima consequéncia que discutiremos a seguir.

1.2 — A barreira endotelial na saude e na doenca

O endotélio € a estrutura localizada na interface entre tecidos e sangue.
Sob condicdes fisiologicas, as células endoteliais exercem diversas fungdes cujo
objetivo central é a manutencao das propriedades anticoagulantes desta camada,
permitindo que a fluidez do sangue seja preservada. No entanto, este equilibrio
pode ser perturbado por uma série de alteragdes patoldgicas, com consequiéncias
tao distintas quanto as tromboses, a aterosclerose, além de varias condicoes
associadas a inflamacdo. Uma outra fungdo fundamental do endotélio é a
separacdo entre o conteudo do plasma e os tecidos, funcdo conhecida como
barreira endotelial. Um dos exemplos mais bem estudados de condicao patolégica
associada a quebra desta barreira é o edema cerebral inflamatério. Nesta
situagao, insultos como trauma ou inflamagéo levam a perda da fungéo de barreira
endotelial no sistema nervoso central, edema tecidual e aumento da pressao
intersticial. Como consequéncia, pode haver reducdo da perfusdo tecidual,
isqguemia e extensdo do dano cerebral. O edema cerebral inflamatorio ilustra bem
o papel de estimulos inflamatérios 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 fisiolégicos, ou ainda como um aspecto
positivo da resposta do organismo a estimulos inflamatérios, contribuindo para a

eliminagao do insulto original.

O melhor exemplo do primeiro caso é o processo de angiogénese que
ocorre no embrido. Neste processo, a barreira endotelial dos tubos endoteliais
primarios, formados a partir da justaposicdo simples destas células, s&o
constantemente montados e desmontados, para que novos brotos vasculares
sejam incorporados, dando origem a arvore vascular adulta. Por sua importancia
para os objetivos de nosso estudo, os mecanismos fisioldégicos da angiogénese no

embrido serédo descritos mais adiante em detalhe (Fagiani e Christofori, 2013).

Em relacdo a segunda situacdo, o melhor exemplo é a resposta do
organismo a um patégeno invasor, referida genericamente como “ativacao
endotelial”. Nesta situagdo, ocorrem modificacdes em locais especificos do
endotélio, facilitando a adeséo e a diapedese de leucdcitos, a qual exige a quebra
localizada e transitéria da barreira endotelial. Quando regulada e localizada, esta
qguebra pode ser vista como o passo inicial de etapas criticas do arsenal de defesa
do hospedeiro frente a uma infecgdo tais como a fagocitose ou citotoxicidade
contra patdgenos por neutrofilos, mondcitos e outros leucécitos, e a formagao de
redes compostas por neutréfilos e fibrina (NETs), que auxiliam na contencédo de
um foco infeccioso (Seeley et al., 2012). Assim como no caso da ativacao da
coagulacao e de outros elementos da resposta inflamatéria na sepse, podera ser a

ativagdo desregulada e sistémica de um mecanismo potencialmente benéfico, a

43



responsavel por uma das complicagbes mais temidas de um processo infeccioso,

que € o choque séptico.
1.2.1 — Mecanismos reguladores da barreira endotelial

A permeabilidade vascular € 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 bioquimico. O segundo,
mais bem estudado e possivelmente mais importante na fisiopatologia da sepse, é
controlado pela abertura e fechamento dindmico das juncbes entre as células

endoteliais (Dejana et al., 2008).

As células endoteliais possuem pelo menos 2 regides especializadas com
fungdo adesiva: as juncdes aderentes (Adherens junctions - AJ) e as juncgdes
ocludentes (“tight junctions - TJ) (Dejana et al., 2009). As AJs iniciam o contato
célula-célula durante o desenvolvimento do sistema vascular, e promovem a
maturagdo e manutencdo da barreira endotelial. As TJs, por sua vez, regulam a
passagem de ions e solutos através do caminho paracelular. Um aspecto
importante € que ambas podem transferir sinais extra-celulares para dentro da
célula, ativando vias de sinalizagdo que podem levar a quebra ou manutencao da
barreira endotelial. (Bazzoni e Dejana, 2004; Gonzalez-Mariscal et al., 2008;
Matter e Balda, 2003). Estes estimulos incluem variacées no shear stress, que
exigem a adaptacao continua da monocamada endotelial as condigdes dinamicas

vigentes, e a inflamacao.

Neste contexto, as AJs, e sua principal proteina estrutural, a VE-caderina,
exercem um papel central no controle da integridade da barreira endotelial durante
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o desenvolvimento embrionario do sistema vascular. A VE-caderina é uma
proteina transmembrana que forma uma estrutura em forma de ziper ao
estabelecer contatos em cis e em trans entre células endoteliais adjacentes. Sua
importancia 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 alteragbes na permeabilidade vascular nos
pulmdes e coracdo (Corada et al., 1999) . Fisiologicamente, 0s mecanismos pelos
quais a VE-caderina controla a permeabilidade da barreira endotelial parece ao
menos em parte ligado a sua ligacdo a uma proteina intra-celular, a p120 catenina
(p120). Estudos em culturas de células demonstraram que a liberagédo da p120 de
seu sitio de ligacdo com a VE-caderina leva a internalizagdo desta, com
desestabilizacdo da barreira endotelial (Xiao et al., 2005) (Fig. 4). Estudos
recentes mostraram que agentes pro-inflamatorios presentes na sepse como o
TNF-alfa e o VEGF-A podem levar a liberagdo da p120, contribuindo para a
quebra da barreira endotelial (Angelini et al., 2006; Esser et al., 1998). O papel

deste mecanismo na sepse ainda néao foi demonstrado.
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Figura 4: Esquema ilustrando as juncoes aderentes e as juncées ocludentes nas

células endoteliais (Dejana et al., 2009)

1.2.2.- A angiogénese fisiologica como modelo para compreensdo dos

mecanismos de regulacdo da barreira endotelial

Trés importantes mecanismos celulares estdo envolvidos na formacéao da
vasculatura: a vasculogénese, a angiogénese e a arteriogénese. Durante a
embriogénese, 0s primeiros vasos embrionarios se desenvolvem através da
vasculogénese, que consiste na justaposicdo simples de células endoteliais,
formando tubos vasculares primitivos (Risau e Lemmon, 1988; Thomas e

Augustin, 2009). A este processo segue-se a angiogénese, que consiste na
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formacao inicial de artérias e veias a partir destes tubos primitivos, ocorrendo pelo
brotamento de novos vasos, ou pela divisdo do vaso existente (Djonov et al.,
2000) (Adams e Alitalo, 2007). Finalmente, a arteriogénese consiste no processo
de maturagdo de artérias e veias, a partir da aposicdo de pericitos e células
musculares lisas (Patel-Hett e D'Amore, 2011). Todos estes processos séo
finamente regulados por uma série de fatores de crescimento e fatores de
transcricdo, entre os quais o VEGF-A e as angiopoietinas, exercem papeéis
fundamentais (Saharinen et al., 2010; Saharinen et al., 2011). Como mencionado
anteriormente, o processo de angiogénese exige a quebra e o restabelecimento
constante e finamente regulado dos contatos entre células endoteliais adjacentes,
para a incorporagdo de novos brotos vasculares, envolvendo as AJs e a VE-
caderina. O estudo detalhado destes mecanismos permitiu a identificacdo de
mediadores criticos da regulacdo da barreira endotelial que serdo discutidos a

sequir.
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Figura 5. A perda da integridade da barreira endotelial. . Modulacdo da integridade da
barreira endotelial durante a angiogénese no embrido. Esquema ilustrando o processo de
quebra da barreira endotelial para permitir a incorporacdo de novos vasos. A ligacdo do
VEGF-A e da angiopoietina 2 a seus receptores leva a desestabilizacdo das jungdes entre
células endoteliais. Com isso ha um aumento da permeabilidade que promove nao
somente o extravasamento de proteinas plasmaticas, mas também a migracao de células
endoteliais que formardao o broto vascular primitivo. Porém para que esse vaso recém
formado se torne funcional € necessario que integridade do vaso seja restabelicida e isso
€ garantido pela Ang-1, que ao se ligar ao receptor Tie-2 refaz e restabelece as juncoes e

recruta as células perivasculares torando este vaso funcional.
1.3 — Proteinas moduladoras da permeabilidade endotelial

1.3.1.- VEGF -A

O VEGF-A, um fator de crescimento endotelial conhecido pelo seu papel
critico na vasculogénese e na angiogénese, € uma molécula chave no controle da

permeabilidade vascular, e um potente agente promotor de permeabilidade
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endotelial, com poténcia até 20 mil vezes superior a 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
formacao de ascite (Senger et al., 1983). Sua acdo no endotélio € 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 o0 mediador primario das a¢oes
do VEGF-A, restando ao FIt-1 um papel negativo na sinalizagdo, seja por suprimir
a sinalizacao através do Flk-1, seja por agir como um receptor “armadilha”. O Flt-1
também é naturalmente produzido como um receptor soluvel, através de uma
variante de “splicing”. Este se liga ao VEGF-A, bloqueando a sua interagdo com
seus receptores nas superficies celulares, agindo, portanto, como um antagonista
natural. Estimulos para liberacdo de VEGF-A incluem hipoxia, citocinas, e
lipopolissacarideos da parede bacteriana e possivelmente também leucécitos e

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

O mecanismo pelo qual o VEGF-A regula a funcao de barreira parece ser
mediado pela endocitose da VE- cadherin, logo apo6s a ligacdo do VEGF-A ao
receptor FIk-1, modificando rapidamente a arquitetura das juncdes intercelulares e
permitindo o extravasamento de fluidos e macromoléculas (Gavard e Gutkind,

2006) (Fig. 6).

O VEGF-A também promove a expressao de citocinas proé-inflamatérias,
como interleucina (IL)- 6 e IL-8, de moléculas inflamatérias de adeséo celular e de

moléculas pro-coagulantes e tem sido implicado em varias patologias que cursam
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com inflamagdo e edema, incluindo a sepse. Varios autores tém demonstrado
niveis aumentados de VEGF-A em pacientes com sepse, bem como sua
correlacdo com a gravidade dos casos (Pickkers et al., 2005; Shapiro et al., 2008;
van der Flier et al.,, 2005). Estes dados sugerem que 0S mesmos mecanismos
utilizados para a quebra fisiologica da barreira endotelial no embrido possam ser

ativados em situagdes patologicas extremas como a sepse.

Consistente com o efeito de antagonista natural do sFlt-1 sobre a
sinalizacado do VEGF-A, foi observado que em modelos animais de sepse, o efeito
hiperpermeabilizante do VEGF-A também pode ser antagonizado pela
administragdo do sFlt-1, resultando em reducdo da severidade da resposta
inflamatoria, da morbidade e da mortalidade dos casos de sepse (Yano et al.,
2006). Estes achados sugerem um papel terapéutico de estratégias que modulam

o eixo VEGF-A/sFIt-1 .
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Figura 6. Mecanismo de a¢ao através do qual o VEGF-A controla a permeabilidade
vascular. - Esquema ilustrando o mecanismo molecular através do qual o VEGF-A
promove a internalizacdo da VE-caderina e a permeabilidade vascular. A barreira
endotelial € mantida pela integridade das juncbes intercelulares do tipo “adherens”,
constituidas pela interagao entre as “VE-cadherin” de duas células vizinhas. A ligagao do
VEGF-A ao receptor VEGFR-2 ativa vias de sinalizagdo que levam a internalizagdo da

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

As angiopoietinas (Ang) constituem uma familia de fatores de crescimento
de aproximadamente 70kDa essenciais para a formacao e estabilidade dos vasos
sanguineos, dos quais 0s principais representantes sdo as Ang-1 e Ang-2. Elas se
ligam com igual afinidade ao mesmo dominio do receptor tirosino - quinase Tie-2
presente em células endoteliais, através do qual exercem suas fungbes. A Ang-1
é expressa em condi¢des fisioldgicas por células musculares lisas e outras células
perivasculares que promovem a interacao entre as células endoteliais e a matriz
extracelular, fornecendo um estado de quiescéncia vascular, caracterizado por
integridade da barreira endotelial e por propriedades anti-inflamatérias e anti-
trombdticas. 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 lesdo vascular ou em outras condicdes fisioldgicas em que a
perda da integridade endotelial € necessaria, liga-se ao receptor Tie-2 e exerce

fungdes antagbnicas as da Ang-1. (Fig. 7) (Thurston et al., 2000).
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Figura 7. Sinalizacao Angiopoietinas- Tie2 na manutencdao da integridade da
barreira endotelial. Esquema ilustrando a sinalizacdo Ang-Tie2. A Ang-1, produzida por
células perivasculares, se liga ao receptor Tie2 induzindo sua fosforilacdo e promovendo
entre outras acodes, a inibicdo da sinalizacdo mediada pelo VEGFR-2 e, com isso, a
internalizacdo da “VE-cadherin”, reduzindo a permeabilidade endotelial. Esta sinalizagao
€ antagonizada pela Ang-2, liberada dos corpos de Weibel-Palade apds estimulos

inflamatdérios, entre outros. (http:// www.angiopoietin.de / pagelD _ 6911126.html).

1.4 - Neutropenia e sepse

As infecgbes representam uma importante causa de morbidade e
mortalidade em pacientes portadores de neoplasia hematolégica. A doenca
hematoldgica por si pode predispor 0 paciente a infec¢cdes graves e recorrentes

como consequéncia de anormalidades quantitativas e /ou qualitativas em um ou
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mais componentes do sistema de defesa. Somam-se a estas, complicagbes
relacionadas ao tratamento quimioterapico, como a utilizagdo de dispositivos de
acesso venoso de longa duragdo, a mucosite, com ruptura da integridade da
mucosa da cavidade oral, do es6fago e do intestino, favorecendo a translocacao

bacteriana, e a neutropenia (Morrison, 2005).

A neutropenia grave resultante de toxicidade hematoldgica dos
quimioterapicos e/ou da substituicdo da medula 6ssea por células neoplasicas é
definida como contagem de neutréfilos menor ou igual a 500/ul e representa o
mais importante fator de risco de infeccdo nestes pacientes. Este risco é
determinado pela intensidade da neutropenia (mais pronunciado com contagens
inferiores a 100/pl) e pela sua duragdo e ambos também influenciam diretamente a

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

Embora a maioria dos sinais e sintomas de infeccao sejam sutis ou
mesmo ausentes em pacientes neutropénicos, a febre permanece uma
manifestagéo precoce (Pizzo, 1993). Mais de 60% dos pacientes neutropénicos
febris apresentam infeccdo, que se nao tratada rapidamente pode evoluir para
choque séptico e Obito, com taxas de mortalidade de até 50% nas primeiras 48
horas, principalmente naqueles pacientes com evidéncia microbidlogica de
infeccdo (aproximadamente 12-30% dos pacientes neutropénicos febris)

(Klastersky et al., 2007).

Concentragdes séricas de varias citocinas pré-inflamatoérias, como TNF- a,
IL-6 e IL-8, proteinas de fase aguda, como a proteina C reativa, moléculas de

adesdo e, mais recentemente, da procalcitonina vém sendo avaliadas com a
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finalidade de estratificar os pacientes neutropénicos febris quanto ao risco de
evolucdo com sepse grave. No entanto, dados da literatura mostram que os
valores preditivos de todos estes parametros sao muito baixos para que eles

possam determinar a decisao terapéutica (Sudhoff et al., 2000)

Frente a gravidade do quadro e a indisponibilidade de testes diagndsticos
rapidos e precisos (sensiveis e especificos) que permitam a distingdo entre febre
de origem infecciosa e n&o-infecciosa, o principio fundamental do manejo de
pacientes neutropénicos febris apds quimioterapia consiste na avaliacdo de
possiveis focos e microorganismos envolvidos e na administracdo precoce de

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

O prognédstico de pacientes com neutropenia e sepse grave ou choque
séptico foi recentemente avaliado em um estudo retrospectivo francés com 428
pacientes ao longo de 11 anos. A mortalidade hospitalar nesta populagéo foi de
49,8%, e os preditores de melhora da sobrevida incluiram o uso de antibibticos

aminoglicosideos e a remocéao precoce de cateteres (Legrand et al., 2012).

Em estudo preliminar de nosso grupo de pesquisa, os niveis de VEGF-A,
s-Flt-1, Ang-1 e Ang-2 foram avaliados em uma situagcdo controlada, em 44
pacientes através de 3 coletas seriadas: (1) antes do inicio da quimioterapia, (2)
no momento da febre e (8) 48 horas apds o pico febril. Niveis elevados de VEGF,
s-Flt-1, Ang-2 e da relagdo Ang-2/Ang-1 foram encontrados 48horas apds 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 caracteristica objetivamente
mensurada como um indicador de um processo bioldgico normal, processos
patogénicos ou resposta farmacoldégica a uma intervencdo terapéutica”
(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 clinico da
sepse.

Segundo Marshall e Reinhart, um biomarcador pode desempenhar
diversos papéis: identificar um paciente com maior risco de desenvolvimento de
complicagdes de uma doenca, estabelecendo progndstico; identificar a presenca
de um processo ou estado patolégico, estabelecendo diagnéstico; e agregar valor
ao processo de diagndstico ou progndstico tornando-os mais confiaveis, rapidos e
custo-efetivo (Marshall e Reinhart, 2009).

No entanto, o estabelecimento de um biomarcador como uma ferramenta
de utilidade clinica ndo € um processo simples, e envolve uma série de etapas que
devem ser respeitadas para que o resultado final seja confiavel e reprodutivel. Em
uma publicagao classica de 2002, Sackett & Haynes descreveram elegantemente
as linhas gerais deste processo, dividindo-os conforme a pergunta cientifica
abordada em cada etapa (Sackett e Haynes, 2002).

A primeira etapa deste processo consiste na demonstracado de diferenca

na concentracdo de um biomarcador entre pacientes e individuos saudaveis,
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referido na publicagdo acima como uma “pergunta de fase 1”. A etapa seguinte,
geralmente realizada em conjunto com a primeira, € a demonstracao de diferencas
na concentragcao de um biomarcador entre grupos distintos de um mesmo universo
de pacientes, tais como pacientes com melhor ou pior progndstico (pergunta de
fase 2). Estudos que abordam estas perguntas sao geralmente realizados em
numero pequeno e homogéneo de pacientes, e em condi¢des experimentais muito
bem controladas, diferentes do que ocorre na pratica diaria. Por esta razéo, estes
estudos devem ser sempre validados em condicdes mais préximas da chamada
“‘vida real”, em que a performance dos testes é “desafiada” por situagdes como
aumento da variabilidade na coleta e na forma de processamento de amostras,
origem distinta dos pacientes (estudos multicéntricos), limitagdo dos critérios de
exclusao. Referida como pergunta de fase 3, o objetivo destes estudos é avaliar
se resultados preliminares se sustentam quando expostos as condicoes
encontradas na pratica. Finalmente, os estudos que correlacionam a utilizacao de
um biomarcador com modificacdes no manejo e com impactos em progndstico
(sobrevida, qualidade de vida, entre outros) e custo, respoderiam as chamadas
perguntas de fase 4, conforme esta proposta de arquitetura de estudos de

acuracia diagnéstica (Sackett e Haynes, 2002).

1.5.2. Moduladores da permeabilidade endotelial na sepse

Uma revisao recente analisou 61 artigos sobre o uso de marcadores de
ativacao endotelial na sepse, e sugeriu que dentre todos os sistemas avaliados, as

angiopoetinas seriam os mais promissores (Xing et al., 2012). Outra reviséo,
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realizada por nosso grupo, mostra o interesse crescente nesta classe de
biomarcadores a partir da analise de patentes submetidas nos ultimos anos (Fiusa
et al., 2012). Esta revisdo mostra ainda uma tendéncia de avaliagcdo de painéis de
biomarcadores, com o0 objetivo de aumentar a acuracia diagnéstica e a
aplicabilidade clinica dos mesmos. No entanto, € importante destacar que estudos
com pacientes com neutropenia febril foram excluidos destas revisées, de modo
que a aplicabilidade desta informacdo ao contexto de pacientes com cancer e
neutropenia febril € questionavel. 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 populacdo independente, e utilizando um

desenho de estudo capaz de gerar resultados mais aplicaveis a realidade clinica.

1.6 — Historico e perspectivas futuras do manejo da sepse

Ao longo das ultimas décadas, a melhora progressiva da compreensao
dos mecanismos fisiopatol6gicos da sepse, assim como a ampliagdo do numero
de estudos demonstrando o beneficio potencial de algumas medidas de suporte
genéricas adotadas em UTls, permitiram que fosse construida uma proposta de
abordagem sistematizada da sepse. O projeto “Surviving Sepsis Campaign” (SSC)
teve suas raizes fundamentadas em uma iniciativa realizada pelo F6rum

Internacional de Sepse, posteriormente ampliada por um grupo de investigadores
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da area (Marshall et al., 2010). O primeiro conjunto de recomendagbes 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 langamento 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
diagnéstico e do tratamento da sepse, tendo como expectativa melhorar o
prognostico desses pacientes. Nos anos seguintes, as recomendagbes foram
sintetizadas e atualizadas (Dellinger et al., 2008; Marshall et al., 2004), e a SSC foi
lancada aos profissionais em UTIs e servicos de emergéncia em todo o mundo,
tendo sido oficialmente concluida em 2008. Apesar do mérito de ter dado inicio ao
processo de sistematizacdo de evidéncias em uma area tao critica, a SSC foi
motivo de muitos questionamentos em relagédo ao papel do financiador principal,
um laboratério que comercializava um produto cuja adocdo fazia parte das
recomendagdes da SSC (Eichacker et al., 2006; Marshall et al., 2010). A despeito
das criticas, umas mais e outras menos justificadas, a SSC e suas consequéncias
apresentaram um saldo positivo, ao demonstrarem que a promulgagdo de
estratégias de manejo clinico baseadas em evidencias, e de forma transparente,
podem induzir mudangas positivas na pratica clinica, com impactos mensuraveis
na sobrevida dos pacientes (Ferrer et al., 2008; Levy et al., 2010).

Um outro processo paralelo aos esforcos de sistematizagdo de medidas
genéricas para tratamento da sepse foi a busca por terapias alvo-especificas,
baseadas na descoberta de pontos supostamente criticos 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 varios grandes estudos multicéntricos 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 nao reproduziram os achados obtidos
nas fases preliminares, de modo que a sepse permanece uma condicdo que, a
despeito da importancia epidemiolégica e gravidade, ndo possui em seu arsenal
terapéutico terapias alvo-especifico eficazes, ao contrario de areas como a
oncologia, reumatologia, entre outras.

Entre as conseqiéncias mais imediatas destes resultados podemos citar:
(i) um retorno a bancada na tentativa de adquirir uma melhor compreensdo dos
mecanismos fisiopatoldgicos da sepse e identificar novos alvos terapéuticos; e (ii)
uma avaliacdo critica dos estudos negativos, com foco na identificacdo de
subgrupos de pacientes que pudessem responder melhor a determinadas
terapias.

Contextualizando os objetivos de nosso trabalho ao momento atual
descrito acima, € possivel afirmar que: (i) a quebra da barreira endotelial
representa um dos novos alvos terapéuticos a serem explorados no tratamento da
sepse (Goldenberg et al., 2011); e (ii) a disponibilidade de novos biomarcadores
relacionados a processos fisiopatoldgico especificos como a quebra da barreira
endotelial poderia ser util, ndo apenas para auxiliar no manejo de pacientes com
sepse, mas também, para identificar subgrupos de pacientes dentro da grande

heterogeneidade que caracteriza a populagédo de pacientes com sepse.
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Este trabalho teve como objetivo caracterizar variagdes nos niveis de um
painel de mediadores envolvidos no aumento da permeabilidade microvascular na
sepse, e correlacionar estes achados com o progndstico destes pacientes.

Espeficamente, o objetivo de nosso estudo foi:

e Validar a dosagem destes biomarcadores como ferramenta de
estratificacdo de risco em condi¢bes mais similares aquelas encontradas

na pratica clinica.
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3 - MATERIAIS E METODOS H
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3.1 - Pacientes

Foram incluidos neste estudo pacientes com neoplasia hematoldgica e
neutropenia febril (< 500 neutrdfilos /ul e temperatura = 38 ° C) admitidos para
tratamento  quimiotergpico ou Transplante de Ceélulas Progenitoras
Hematopoiéticas (TCPH), de forma ativa, através de visitas diarias (22 a 62 feira)
as enfermarias de Hematologia e de Transplante de Medula Ossea do Hospital de

Clinicas da UNICAMP no periodo de margo de 2011 a margo de 2012.

3.2 - Definicao de Sepse e Estratificacao de Risco

Como de acordo com protocolos de manejo atuais, em pacientes
neutropénicos febris a febre deve sempre ser considerada como de origem
infecciosa (Hughes et al., 2002), nesta populacdo a sepse foi definida pela
presenca de dois ou mais dos seguintes achados: (1) temperatura > 38° C, (2)
freqUéncia cardiaca> 90 batimentos por minutos, (3) freqiéncia respiratoria > 20
incursées por minuto ou PaCO; < 32 mmHg. O diagndstico de choque séptico foi
estabelecido nos pacientes com sepse que apresentaram hipoperfuséo tecidual ou
hipotensdo arterial (pressao sistdlica < 90 mmHg ou reducdo na presséo sistélica

basal > 40 mmHg), a despeito de reposicdo volémica adequada.

Os pacientes com sepse foram ainda estratificados no momento da coleta
através do célculo do indice a Associacdo Multinacional de Cuidados e Assisténcia
ao Cancer (Mutinational Association for Supportive Care in Cancer —-MASCC;

Tabela 2) desenvolvido para identificar pacientes neutropénicos febris de baixo
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risco, isto €, com alta probabilidade de resolucdo do quadro febril sem
complicagdes potencialmente fatais (Klastersky J et al., 2000) e de acordo com a
gravidade do quadro através do calculo do escore de avaliagdo de disfungéo
organica na sepse, o Sequential Organ Failure Assessment (SOFA; Tabela 3), que
foi desenvolvido para quantificar as disfungées hepatica, renal, pulmonar e
cardiovascular e tornar grupos de pacientes distintos comparaveis para o
propdsito de estudos clinicos (Vincent et al., 1996). Recentemente o SOFA foi
validado como preditor da mortalidade em pacientes submetidos a transplante de
medula éssea que necessitaram de tratamento de terapia intensiva (Neumann et

al., 2008).

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

Caracteristicas
Auséncia de sintomas ou sintomas leves 5
Auséncia de hipotensao 5
Auséncia de Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica 4
Tumor solido ou auséncia de infecgéo flngica prévia 4
Auséncia de desidratagao 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/Fi02 >400 <400 <300 <200 * <100 *

(mmHg)

Creatinina (mg/dl) <1,2 1,2-1,9 2,0-3,4 3,549 25,0

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

Bilirrubinas <1,2 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 212

(mg/ dl)

Hipotensao Nao PAM<70 Dopas<5 ou Dopa>5 ou Dopa>15 ou
Dobuta Nora<0,1** nora** >0,1

Plaguetas > 150 <150 <100 <50 <20

(x10% /mm®)

Escala de Coma 15 13-14 10-12 6-9 <6

de Glasgow

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

3.3 - Coleta de dados clinicos e laboratoriais

Os dados clinicos foram obtidos diretamente do prontuario médico, e

coletados ao longo da internacao (Fig. 8).

Dados clinicos:

e Nome, sexo, data de nascimento, diagnéstico, tipo de tratamento
quimioterapico, tipo de transplante, fonte de célula tronco hematopoiética utilizada,
presenga de co-morbidades clinicas, temperatura maxima dos picos febris,
pressao arterial média, necessidade de uso de drogas vasoativas, presenca de
foco infeccioso clinicamente determinado, evolucao clinica da neutropenia (NF nao
complicada x choque séptico).
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Dados laboratoriais

e Contagem absoluta de neutrofilos, contagem de plaquetas, creatinina,

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

Paciente

HC

Data de nascimento

Sexo

Esquema de quimioterapia

() TMO autdlo () TMO alogénico () Qtx altas doses

Diagnéstico hematolégico

Co-morbidades

Dia pés quimioterapia (da febre)

Leucocitos totais (no momento da coleta)

Neutrofilos (no momento da coleta)

Hb/Htc (no momento da coleta)

Plaquetas (no momento da coleta)

Magnitude da febre (em oC)

Tempo desde 1° pico febril (horas)

Drogas vaso ativas?

Sintomas da neoplasia (impacto no

estado geral)

( ) nenhum ou leve () moderado

Nivel de consciéncia

Estado de hidratacio

() hidratado () desidratado

Resultados da Hemocultura

Creatinina (no momento da coleta)

Bilirrubina (no momento da coleta)

PA (no momento da coleta)

DVA (no momento da coleta)

Hipoxemia

Suporte ventilatorio?

Foco infeccioso

() Evidéncia clinica () Culturas positivas () Ausente

Evolucio da neutropenia febril

Observacoes

Data e hora de coleta das amostras

Figura 8. Ficha de coleta de dados clinicos e laboratoriais
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3.4 - Coleta e preparacao das amostras de sangue

As coletas foram feitas por pungédo 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 manha
seguinte a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. As amostras
foram entdo centrifugadas, em centrifuga 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 centrifugacdo foram imediatamente separados em

aliquotas e armazenados a — 80 ° C.

3.5 - Analise dos niveis séricos de VEGF-A e sFlit-1

Os niveis séricos de VEGF-A e sFlt-1 foram medidos em duplicata por
ensaio imuno-enzimatico (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 variagdo 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 variacao intra-ensaio de 2,6% -
3,8% e de 5,5% -9,8%, respectivamente, de acordo com as instrucées do

fabricante.
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3.6 - Analise dos niveis séricos de Ang-1 e Ang-2

Os niveis séricos de Ang-1 e Ang-2 foram medidos em duplicata por
ensaio imuno-enzimatico (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 variacao 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 variagao intra-ensaio e interensaio
foram 4,2%-6,9% e 7,4%- 10,4%, respectivamente, de acordo com as instrugdes

do fabricante.

3.7- Analise Estatistica

A presenca ou auséncia de choque séptico durante o periodo de
neutropenia foi o desfecho clinico primario usado para estratificagdo dos
pacientes. O teste de Mann-Whitney e o teste de Fisher foram usados para
comparagdo entre 0s grupos, o primeiro para analise de variaveis continuas e o
ultimo, de varidveis categoricas. Foi avaliada a correlacao através do coeficiente
de correlacdo de Spearman entre o0s escores de gravidade da sepse e as
concentracdes de VEGF-A, sFit-1, Ang-1 e Ang-2. Para avaliacdo exploratoria da
acuracia diagnoéstica dos testes no que diz respeito a predicdo da ocorréncia de
choque séptico, foi utilizada a curva ROC (receiver operating charateristic),
expressa como area sob a curva ROC com intervalos de confianca de 95%. Os

niveis séricos de angiopoietina foram analisados em um modelo de regressao
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logistica binaria como uma variavel continua e como uma variavel dicotémica (em
uma analise separada) de forma a avaliar o risco relativo de choque séptico com
diferentes niveis de angiopoietina. Os dados foram ajustados para a contagem de
neutrofilos e de plaquetas. Uma segunda andlise foi realizada para investigar o
efeito de concentragcdes de angiopoietina mortalidade aos 30 dias. As curvas de
sobrevida foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier. Parametros
independentemente associados com a sobrevivéncia foram avaliados atraves de
modelos uni e multivariado de Cox Regression Hazards . Variaveis que tiveram
diferenca estatistica menor que 10% nas analises univariadas foram incluidas no
modelo multivariado. Um valor de p menor ou igual a 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. Todas as analises estatisticas foram realizadas com
o pacote SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) e o software GraphPad Prism

(GraphPad Prism Software Inc. San Diego, Califérnia, EUA).
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4- RESULTADOS H
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4.1 - Caracteristicas dos pacientes

Durante o periodo do estudo, um total de 120 pacientes admitidos na
enfermaria de hematologia e na unidade de transplante de medula éssea da
Unicamp, foram incluidos no estudo. Destes, 99 pacientes preencheram os
critérios de inclusdo e completaram o protocolo de investigacao (Fig. 9). As

caracteristicas destes pacientes sdo mostradas na Tabela 4.

Dos 99 pacientes, 20 (20,2%) evoluiram com choque séptico.
Comorbidades, incluindo Doenca Enxerto Contra Hospedeiro Aguda, Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida, Diabetes, Insuficiéncia Respiratoria Cronica,
Insuficiéncia Cardiaca e Hipertensao Arterial, estavam presentes em 37 pacientes,
dos quais 8 evoluiram com choque séptico (p=0,78). A contagem de neutrdfilos
nao foi diferente entre os pacientes com neutropenia febril ndo-complicada
(123,5£161,5 neutrofilos) e choque séptico (81,5+147,1 neutrdfilos). A
identificacdo do foco foi realizada, através de exames de imagem (n=16), e do
agente infeccioso (n=34), através de hemoculturas e culturas de lesdes de pele e
seios da face. Pulmao, pele, seios da face e abdémen foram os sitios 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 diferenga no score SOFA entre os dois
grupos (p = <0,05). Dezessete pacientes com choque séptico foram a ébito por
complicacdes da sepse nos primeiros 28 dias apds o inicio da febre (taxa de

mortalidade de todos os pacientes recrutados para o estudo de 17,7 %).
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Pacientes com NF identificados durante o estudo ¢
que foram convidados a participarin=120)

CAN > 0.5x10% quando as
| EOLEIE (D8 AmTEIme amostras foram coletadas

Pacientes que completaram o estudo
(n=99)

Exclusio
(n=21}

Acompanhamento do desfecho
clinico (28 dias)

NF nao-complicada Choque Séptico
(n=79) (n=20)

Figura 9. Fluxograma do estudo
CAN: Contagem absoluta de neutréfilos
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Tabela 4. Caracteristicas dos pacientes

Caracteristicas NF nao-complicada  Choque Séptico P
(n=79) (n=20)

Sexo (Masculino: feminino) 44:35 12:8 NS**
Idade (Mediana, min-max) 49 (13-78) 49,5 (21-78) NS**
Diagnostico NS**
Leucemia Aguda 30 10
Outras Patologias € 49 10
Comorbidades 29:40 8:12 NS**
(presente:ausente)
Tratamento NS**
QTx intensiva/TCPH autdlogo 62 15
TCPH alogénico 17 5
Neutrofilos/mm?3 80 (0-500) 0 (0-500) NS*
(mediana,min-max)
Plaquetas/mm? 21000 14500 NS*

(mediana,min-max)

(4000-315000)

(3000-39000)

Cultura Positiva (sim:no) 26:53 8:12 NS**
Microorganismo Infectante 7:19 6:1 0,002
(Gram- : Gram+)

PCR 11,20 (0,55-58,3) 12,7 (6,2-40,9) NS*
(mg/dl; mediana, min-max)

SOFA (mediana, min-max) 4 (0-8) 4 (2-14) p<0,05*
MASCC (mediana, min-max) 19 (12-23) 18 (12-21) NS*

Tempo de Evolucao para Choque (Dias)

3(1-17)

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

Neoplasia Mieloproliferativa Crénica (n=5); Hemoglobinuria Paroxistica Noturna (n=2);
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TCPH: transplante de células progenitoras hematopoiéticas; QTx: quimioterapia; NS: nao
significativo.
4.2 — Avaliacao dos niveis séricos de VEGF-A e sFlt-1, Ang-1 e Ang-2 em

pacientes com neutropenia febril

4.2.1 - VEGF-A e sFit-1

Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os niveis de
VEGF-A em pacientes com NF nao-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 niveis séricos do sFlt-1 também n&o mostraram
diferenca estatisticamente significativa entre os pacientes com NF ndo-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 concentracdes séricas de VEGF-A em pacientes
neutropénicos febris sepse ndao complicada (n=79) e choque séptico (n=20). Teste de

Mann- Whitney.
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Figura 11. Scatter plot representando as concentracdes séricas sFlt-1 em pacientes
neutropénicos febris sepse ndao complicada (n=79) e choque séptico (n=20). Teste de

Mann- Whitney.

4.2.2 - Angiopoietinas

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os niveis de Ang-
1 no grupo de pacientes com NF ndo-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 diferenca nos niveis de Ang-2
pode ser observada entre pacientes com NF ndo complicada e com choque
séptico, com uma acentuado aumento nas concentragdes de Ang-2 em pacientes
com choque séptico (6494 pg / ml, range 1730-49611 pg / ml) quando comparado
com pacientes com NF nao-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 concentra¢des séricas de Ang-1 em pacientes
neutropénicos febris ndo complicada (n=79) e choque séptico (n=20). Teste de Mann-

Whitney
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Figura 13. Scatter plots representando as concentra¢des séricas de Ang-2 em pacientes
neutropénicos febris ndo complicada (n=79) e choque séptico (n=20). Teste de Mann-

Whitney

A proporcdo Ang-2/Ang-1 foi calculada em um esforgo para detectar
alteracdes relevantes na concentracdo relativa destes dois antagonistas de
mediadores da permeabilidade microvascular. A relagdo 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 ndo-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 relagcdo das concentracées séricas de Ang-2 e

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

Teste de Mann- Whitney

4.3 - Correlacao entre os niveis séricos de VEGF-A, sFlt-1, Ang-1 e Ang-2 e a

gravidade da sepse

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

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

a correlacao entre os niveis destes marcadores com os escores de gravidade da

sepse. Estes incluiram o SOFA, o MASCC e a proteina C reativa (PCR).
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4.3.1 - VEGF-A e sFit-1

Os niveis de VEGF-A nao se correlacionaram com nenhum escore de

gravidade da sepse. Os niveis de sFlt-1 apresentaram correlagao significativa com

0 SOFA e com a proteina C reativa (Tabela 5).

4.3.2-Ang- 1 e Ang -2

Em relacdo as angiopoietinas, os niveis de Ang-1 se correlacionaram com

o SOFA e os niveis de Ang-2 apresentaram correlagcdo com a proteina C reativa.

A relagdo Ang-2/Ang-1 apresentou correlacdo significativa com o SOFA (Tabela

5). N&o foi observada correlagdo com o MASCC.

Tabela 5. Correlacao dos niveis de VEGF, sFlt-1, Ang-1, Ang-2 e da relagdo Ang-2/ Ang-1

com a gravidade da sepse

MASCC SOFA PCR
VEGF Rs =-0,08 Rs =-0,13 Rs = 0,04
p =0,39 p=0,17 p=0,64
sFit-1 Rs =0,17 Rs = 0,24 Rs = 0,26
p =0,09 p=0,01 p = 0,008
Ang-1 Rs = 0,02 Rs =-0,36 Rs = 0,008
p=0,8 p = 0,0002 p=0,93
Ang-2 Rs =-0,09 Rs = 0,02 Rs =0,3
p=0,33 p=0,78 p = 0,0024
Ang-2/Ang-1 Rs =-0,14 Rs = 0,22 Rs = 0,016
p=0,16 p =0,03 P =0,86
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4.4 - Estimativa da acuracia diagnostica dos niveis séricos de VEGF-A, sFit-

1, Ang-1 e Ang-2

A acuracia diagnostica dos niveis de VEGF-A e sFlt-1 foi estimada
usando a curva ROC na populagdo do estudo. Tanto o VEGF-A como o sFlt-1
apresentaram valores baixos da area 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, o0 que sugere que ambos
nao possuem alto poder de discriminar os pacientes com neutropenia febril que

evoluiram com choque séptico na nossa populacéo.

Os valores da area sob a curva ROC dos niveis de Ang-2 e da relagéo
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 acurdcia diagnéstica destas medidas em
discriminar pacientes com neutropenia febril ndo-complicada e pacientes que

evoluiram com choque séptico. (Tabela 6).
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Tabela 6. Estimativa da acurécia diagnostica dos niveis séricos de VEGF-A, sFlt-1, e Ang-

2 e darelagao Ang-2/ Ang-1

Area sob a curva ROC P

VEGF 0,60 (0,46-0,74) 0,15

sFit-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
Relacao 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 - Analises de risco relativo para evolucao para choque séptico

Na analise de acuracia diagnostica da relacdo Ang-2/Ang-1 a &rea sob a
curva ROC foi de 0,68 (95% CIl = 0,5511-0,8122, p = 0,01). Na nossa populacao, o
valor da relagdo Ang-2/Ang-1 de 5,016 foi o melhor cutt-off identificado pela curva
ROC, prevendo a evolugao para choque séptico com uma sensibilidade de 60%
(95%IC = 36,05-80,88% ) e uma especificidade de 77,22% (95%I|C=66,40%-

85,90%).

Quando a relagao Ang-2/Ang-1 foi analisada como uma variavel continua
em um modelo de analise de risco (Cox Hazard proportional), o risco relativo de
evolugdo para choque séptico foi de 1,029 (95%IC=1.001-1,058, p=0,045).
Ajustando a analise com possiveis fatores de confusdo, que em nossa populacédo
foram contagem de neutréfilos e contagem de plaquetas, os niveis de Ang-2/Ang-1
permaneceram um fator de risco independente para evolugcéo para choque séptico
(risco relativo 1,06; 95%IC=1.019-1,102, p= 0,004). Para avaliar se esta relacao foi
linear ou se houve um nivel minimo da relacdao Ang-2/Ang-1 que culminou com o
aumento do risco relativo para choque séptico, ndés dicotomizamos os niveis 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 0s pacientes com
niveis de Ang-2/Ang-1 acima do cutt-off. A relagao entre os niveis de Ang-2/Ang-1
acima do cutt-off e o risco para choque séptico permaneceu forte apds o ajuste

para contagem de neutréfilos e plaquetas (Tabela 7).
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Tabela 7. Andlise univariada de risco relativo para evolugao para choque séptico

Teste do Qui-Quadrado

Niveis Séricos de Odds Ratio P
Ang-2/Ang-1 (n=99) (95% Intervalo de Confianca)
>Mediana 2,9 (1-8,4) 0,04
>Cutt-off 5,5(1,9-16) 0,0007

Tabela 8. Analise multivariada de risco relativo para evolugao para choque séptico

Analise Multivariada

Niveis Séricos de Odds Ratio P
Ang-2/Ang-1 (n=99) (95% Intervalo de Confianca)
>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 Relacao das Angiopoietinas como

biomarcador

A sensibilidade e a especificidade sdo os parametros mais comumente
utilizados pra avaliar a qualidade de um biomarcador. A sensibilidade descreve
quantos pacientes doentes, ou em nosso caso, que evoluiram com choque
séptico, tiveram um resultado positivo para o biomarcador (Relagdo > cuttoff). De
uma maneira geral, quanto mais sensivel um biomarcador € menor sera 0 numero

de pacientes doentes que terdo um resultado falso-negativo (Gerlach e Toussaint,
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2011). Em nosso trabalho, a sensibilidade da relacdo das angiopoietinas para
deteccédo do choque séptico foi de 60%, utilizando o cutoff de 5,0. A especificidade
utiliza somente os dados de pacientes saudaveis, ou em nosso caso, pacientes
que nao evoluiram com choque. Uma alta especificidade significa um baixo risco
de definir pacientes saudaveis de uma maneira falso-positiva. A especificidade da
relacdo 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 séo
parametros 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 - Analise da mortalidade por choque séptico em 28 dias

Para determinar a relagdo entre os niveis de angiopoietina com
mortalidade em 28 dias, foi realizada uma curva de sobrevida de Kaplan-Meier. A
mortalidade no dia 28 em pacientes com relacdo Ang-2/Ang-1 menor que o valor
do cutoff foi de 11% comparado a mortalidade de 52,6% entre os pacientes com
relacdo 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 niveis 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 analise univariada, os niveis de Ang-2/Ang-1 acima do

cutt-off conferiram um risco relativo para ébito 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 niveis de Ang-2/Ang-1 acima

da mediana. ApoOs ajuste para contagem neutréfilos e de plaquetas, a relagéo

entre os niveis 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 niveis de Ang-2/Ang-1 acima da mediana (Tabela 9).
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Figura 15. Sobrevida de pacientes com neutropenia febril de acordo com a relagao

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

pacientes onco-hematologicos neutropénicos febris de acordo com relagdo Ang-2/Ang-1.

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

cutt-off da relagcdo Ang-2/Ang-1.
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Figura 16. Sobrevida de pacientes com neutropenia febril de acordo com a relacao
Ang2/Ang-1 estratificada pelo valor da mediana. Curva de Kaplan-Meier ilustrando a
sobrevida de pacientes onco-hematologicos neutropénicos febris de acordo com relacéo
Ang-2/Ang-1. Os valores da relacdo Ang-2/ Ang-1 de cada paciente foram estratificados

em relagdo ao valor da mediana da relagao Ang-2/Ang-1.

Tabela 9. Risco Relativo de Obito de acordo com os niveis séricos de Ang-2/Ang-1

Risco Relativo Risco Relativo
Univariada (95% IC) 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 relacdo Ang-2/Ang-1, um importante indicador
de desbalanco entre dois moduladores da permeabilidade endotelial, foi validado
como biomarcador relevante para o desenvolvimento de choque séptico em
pacientes com cancer e neutropenia febril de alto risco. As implicagbes destes
resultados serdo discutidas sob uma otica mais geral, do papel destes
biomarcadores na sepse, e sob uma o6tica mais especifica, relacionada a sua

importancia no manejo de pacientes com neutropenia febril.

5.1 — Aspectos gerais do uso de moduladores da permeabilidade endotelial

como biomarcadores na sepse

Nos ultimos anos, grandes avancos foram alcancados na compreensao
dos mecanismos celulares e moleculares que regulam a estabilidade da barreira
endotelial. Grande parte deste conhecimento deriva de estudos sobre os
mecanismos de angiogénese no embrido, que como destacamos anteriormente,
exige a quebra constante e finamente regulada da ligagdo entre células
endoteliais. A compreensao dos mecanismos de angiogénese foi impulsionada
desde o inicio dos anos 1970, quando Judah Folkman e colaboradores,
observaram que o crescimento tumoral era fortemente dependente da formacéao
de novos vasos, e postularam que a inibicado deste processo poderia ser usada
como terapia anti-tumoral (Folkman et al., 1971). Iniciou-se entdo uma busca pelos
fatores que regulariam este processo, que levou a identificacdo 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 publicacdes, a proteina
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identificada por estes autores ja havia sido descrita em 1983 como um potente
fator de permeabilidade vascular, secretado por células tumorais, a época
chamado de “Vascular Permeability Factor” (Senger et al., 1983). Na medida em
qgue o interesse por esta proteina focou-se em seu papel mitogénico sobre células
endoteliais — estimulado pelas possibilidades de seu uso terapéutico na terapia do
cancer (drogas anti-VEGF) ou da isquemia (a chamada “angiogénese
terapéutica”), pouca atencdo foi dada a sua funcdo de quebra de barreira
endotelial. No entanto, é possivel encontrar evidéncias do efeito permeabilizante
do VEGF se analisarmos retrospectivamente os eventos adversos nos estudos
iniciais de uso de VEGF em pacientes com isquemia miocardica, 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 angiogénese no embrido, cuja
compreensdo levou ao melhor entendimento de como a barreira endotelial é
regulada, envolve a desestabilizacdo e estabilizagcdo sequencial da linha
endotelial, para a incorporagdo de novos brotos vasculares (Conway et al., 2001).
Como ja descrito, as angiopoietinas 1 e 2 participam ativamente deste processo,
com as funcbes antagbnicas de estabilizacdo e desestabilizacdo da integridade da
barreira endotelial respectivamente. Por sua vez, o sFlt-1 funciona como um
antagonista natural do VEGF, por se tratar da forma soluvel do receptor de VEGF,
VEGFR-1, atuando como receptor “armadilha”. Estas quatro proteinas exercem
funcdes criticas durante o processo de angiogénese, ilustrado pela letalidade
embrionaria da delecao génica 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 participacdo do VEGF como
mediador do aumento da permeabilidade endotelial foi postulada, a partir de um
estudo em pacientes com choque séptico, que apresentavam niveis mais elevados
desta proteina do que individuos normais (van der Flier et al., 2005). Logo em
seguida, um estudo abrangente utilizando modelos animais de sepse e soro de
pacientes confirmou a participacdo 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 dai, varios estudos passaram a
avaliar a associagdo entre o VEGF e outras proteinas 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 padréo de resultados caracterizados por aumento dos niveis
de moduladores associados a quebra da barreira endotelial como o VEGF-A e a
Ang-2, e reducgdo das concentragées de moduladores associados a estabilizagéo
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 € um dos campos mais dinamicos de
investigacdo da medicina. No contexto da sepse, a disponibilidade de
biomarcadores apresenta duas aplicacbes mais Obvias: (i) a identificacdo de
pacientes com infeccdo em meio a pacientes com SRIS por outros motivos, e (ii) a
identificacdo de pacientes mais graves, ou com maior potencial de complicagbes
(Marshall e Reinhart, 2009; Paulus et al., 2011; Pierrakos e Vincent; 2010). Além

destas duas aplicacbes, um beneficio potencial de biomarcadores que
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gostariamos de destacar seria a identificagdo de subgrupos de pacientes com
maior risco de complicagcdes especificas, como por exemplo insuficiéncia renal,
tromboses, entre outras. A identificacdo destes subgrupos poderia ter implicagbes
terapéuticas se medidas preventivas eficazes pudessem ser implementadas. De
fato, a medida que a compreensdao sobre cada elemento da fisiopatologia da
sepse é melhor entendido, torna-se clara a heterogeneidade desta sindrome,
sendo possivel imaginar que no futuro possamos identificar subgrupos de
pacientes em que mecanismos fisiopatolégicos distintos sejam mais ou menos
importantes. Esta possibilidade abre uma nova janela para o0 uso de
biomarcadores, pois estes subgrupos hipotéticos de pacientes poderiam
responder de forma distinta a tratamentos alvo-especificos na sepse. Na verdade,
esta possibilidade ja foi aventada na pratica por autores que argumentaram que a
proteina C ativada poderia ter melhores resultados se indicada para pacientes em
que a ativacao da coagulagédo (CIVD) fosse mais evidente (Dhainaut et al., 2004).
No entanto, a indisponibilidade de biomarcadores adequados para a definicdo da
chamada “ativacao da coagulacdo”, na medida em que os escores de CIVD
tendem a identificar um grupo muito heterogéneo de pacientes, pode ter limitado o
sucesso desta tentativa. Analogamente, a disponibilidade de um biomarcador
capaz de identificar precocemente a ativacdo de vias associadas a quebra da
barreira endotelial poderia ser muito importante para o sucesso de tratamentos
alvo-especificos, voltados para a modulacao da integridade da barreira endotelial
na sepse. Esta aplicagéo - ainda tedrica - torna-se bastante atrativa na medida em
que a modulagdo 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, varios estudos em modelos animais estdo
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 reforcado por um estudo mostrando
gue camundongos heterozigotos para a deficiéncia de Ang-2 apresentavam menor
disfungdo organica e maior estabilidade das jungdes intercelulares na sepse

experimental murina (David et al., 2012).

5.2 — A importancia dos estudos de validacao de biomarcadores da sepse

O numero de biomarcadores da sepse avaliados em estudos que
demonstram seu potencial de aplicacdo clinica é muitas vezes maior que o
namero de biomarcadores efetivamente incorporados a pratica clinica. Uma
explicacao potencial para esta discrepancia € a negligéncia dada aos passos de
validacdo destes biomarcadores em populacdes independentes e em condicoes
experimentais mais proximas a “vida real”. Assim, é possivel imaginar que muitos
dos resultados “promissores” obtidos em estudos iniciais ndo sejam confirmados
em estudos subsequentes, explicando a interrupcdo deste processo antes da
incorporacdo a clinica. Esta importante questao foi elegantemente discutida em
um artigo intitulado “A arquitetura da pesquisa diagnostica” (Sackett e Haynes,
2002), que destaca que o excesso de controle experimental nos estudos iniciais
de biomarcadores, como por exemplo o uso de populagdes homogéneas, a coleta
e processamento pelo mesmo individuo, entre outros, limita a universalizagdo dos

resultados, exigindo estudos de validagao.
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E a partir destas premissas que decidimos validar em uma populagdo
independente, resultados que ja haviamos obtido em uma populagdo menor, e sob
condi¢des mais controladas, sobre o papel do VEGF-A, sFlt-1, e das Ang-1 e Ang-
2 na sepse. Neste estudo inicial, haviamos avaliado os niveis séricos de VEGF-A,
sFlt-1, Ang-1 e Ang-2 em 41 pacientes com NF, dos quais oito evoluiram 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 ja
havia sido estudado nesta populagdo) (Hamalainen et al., 2009), muitas variaveis
foram controladas, a fim de se obter um quadro mais preciso desta potencial
associagdo: 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 populacao, além de criar uma situagédo improvavel
na pratica clinica no que diz respeito ao momento da coleta. Em segundo lugar, os
pacientes foram submetidos a coletas seriadas apos 48 e 72 horas da febre. Isto
permitiu demonstrar que, embora o tempo prolongado desde a febre aumentasse
a sensibilidade do biomarcador, algumas diferencas j4 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 niveis ndo encontrados
na prética clinica, limitando pois o potencial de universalizagcdo de nossos
resultados. Deste modo, diante de resultados que consideramos a época
promissores, caracterizados por aumento dos niveis de VEGF-A e Ang-2 e
reducao dos niveis de Ang-1 nos pacientes que desenvolviam choque séptico,

entendemos que seria interessante “desafiar’ este painel de biomarcadores com
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uma situacdo mais préxima da realidade clinica na qual eles seriam testados.
Nossa hipbtese era que, embora alguns dos resultados pudessem nao ser
reproduzidos no novo estudo, seria possivel que o0 uso conjunto destes
biomarcadores pudesse gerar informagbes 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 ndo era mais explorar aspectos
bioldgicos da associagdo destes marcadores com a sepse, eliminamos as coletas
seriadas, e estabelecemos um protocolo mais préoximo da forma como um
biomarcador seria de fato utilizado, ja descrito neste manuscrito. Dentre todas as
caracteristicas deste desenho, destacamos o fato de que todos os pacientes
internados por NF em nossa instituicdo no periodo do estudo foram convidados a
participar, com raras excecdes 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 frequéncia extremamente baixa.
Quanto aos pacientes internados no final de semana, o recrutamento era feito na
segunda-feira, e a coleta na manha seguinte. Destacamos que este timing de
coleta, ao qual uma minoria dos pacientes foi submetido, reproduz 0 momento de
coleta da PCR em nossas enfermaria, ja que a mesma é solicitada durante a
semana pela equipe da hematologia. Enfim, nosso objetivo foi reproduzir fielmente
a pratica clinica durante a realizagéo do estudo. Finalmente, é importante destacar
que uma pequena parcela de pacientes com NF pds quimioterapia que da entrada
em nosso servico é encaminhada a hospitais secundarios para tratamento com

antibioticoterapia oral. Estes pacientes sdao aqueles de baixo risco pelo escore
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MASCC, e embora nao quantificados no periodo deste estudo, devem representar
menos de 25% dos pacientes com neoplasias hematoldgicas e NF (estimativa
arbitraria dos autores). Assim, nossa amostra apresenta um viés de selecdo em
relagéo a pacientes com NF de alto risco. Tal fato, reconhecido por nés no titulo
do manuscrito cientifico, limita nossas conclusbes a este grupo. No entanto, esta
limitacao pode ser vista também como um aspecto interessante do estudo, ja que
nos permitiu constituir uma amostra em que cerca de trés quartos dos pacientes
sédo de alto-risco, que como veremos a seguir, sdo justamente aqueles para os
quais os escores de estratificacdo de risco ndo geram informagdes relevantes, e

para os quais o manejo da NF é mais desafiador.

5.3 — A relacao Ang-2/Ang-1 como biomarcador do desenvolvimento de

choque séptico em pacientes com neutropenia febril

Pacientes com cancer sao geralmente excluidos ou sub-representados em
estudos que buscam novos biomarcadores na sepse, a despeito do fato do cancer
e seu tratamento estarem entre os fatores de risco mais relevantes para
complicacdes da sepse. Entre os pacientes com cancer, aqueles com neoplasias
hematol6gicas apresentam um risco de base ainda maior para evolugao para
choque séptico, principalmente devido ao periodo intenso e, geralmente, de longa
duracdo da neutropenia grave, requerido em contextos tais como a terapia de
inducao para leucemias agudas e transplante de células-tronco hematopoiéticas
(Legrand et al., 2012) . A ferramenta de estratificacdo de risco para sepse mais

aceita para pacientes oncoldgicos e com NF é o escore MASCC (Associagao
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Multinacional de Cuidados de Suporte em Cancer) (Klastersky et al., 2000). O
MASCC pode identificar com precisdo pacientes com NF de baixo risco, que sao
principalmente pacientes ambulatoriais, com neutropenia de curta duragdo (em
geral 1-3 dias), mas oferece informagdes 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
hematoldgicas e outras neoplasias em pacientes mais jovens (que toleram
esquemas mais agressivos, usados com intencdo curativa). Esta limitacao foi
recentemente reconhecida pelos préprios autores do escore MASCC (Klastersky
et al., 2011). Como resultado, todos os pacientes com NF de alto risco acabam
tratados de maneira empirica e agressiva, com hospitalizacdo e uso de

antibiéticos de amplo espectro por varios dias.

Um achado relevante de nosso estudo foi o fato de as dosagens de
VEGF-A e de sFlt-1 ndo terem se associado a diferengas no prognostico em nossa
populacédo. Especialmente no caso do VEGF-A, este resultado é discordante em
relacdo a estudos anteriores realizados em pacientes nao-neutropénicos e
neutropénicos, incluindo nosso estudo preliminar (Alves et al., 2011; Hamalainen
et al., 2009). Vérios fatores podem explicar esta discrepancia, e embora o
desenho de nosso estudo ndo tenha como objetivo nem capacidade de elucida-
los, iremos discuti-los a seguir. Entre estes fatores podemos citar: (i) o0 momento
da coleta, mais tardio em relacado ao momento da febre do que em nosso estudo
inicial; (ii) o fato de que algumas neoplasias apresentam variacoes basais nos
niveis de VEGF e sFIt-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 neutréfilos e plaquetas, o que também pode limitar seu uso como
biomarcador na NF (Kusumanto et al., 2003). Qualquer que seja a causa, 0 que
nosso estudo pode sim concluir é que a dosage destas proteinas ndo apresenta a
robustez necessdaria para seu uso na pratica clinica. Em outras palavras, em
nosso entendimento o resultado discrepante ndo sugere que haja problemas com
um dos estudos, mas sim reforga a importancia de desenhos mais “desafiadores”

antes da concluséo pela utilidade de um biomarcador.

Por outro lado, pudemos confirmar que o aumento da Ang-2 e a redugao
da Ang-1, melhor expressa pelo aumento da razdo Ang-2/Ang-1, pode ser usado
como um biomarcador para o desenvolvimento de choque séptico em pacientes
com NF de alto risco. A persisténcia da significancia estatistica apesar do desenho
de nosso estudo mostra a consisténcia desta associacdo, sugerida por varios
estudos em outras populacdes, e pelo grande numero de estudos em modelos
animais mostrando o potencial terapéutico da manipulagcéo 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 razdo Ang-2/Ang-1
observado em pacientes sem neutropenia também seria aplicado a esta
populacdo. Além de confirmarmos esta hipbtese, vale destacar que o valor
estimado do cut-off para separacdo entre os dois grupos em nosso estudo (5
unidades) foi exatamente o mesmo encontrado em um grande estudo em
pacientes nao neutropénicos, no qual a média do pico da razao Ang-2/Ang-1 foi
precisamente 5,4. Em comparag¢do com pacientes nao-neutropénicos incluidos em
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estudos semelhantes em UTls, nossos pacientes apresentam menos sinais de
disfungédo organica 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 meédico precocemente, logo apo6s o primeiro pico febril (por
orientacdo médica), o que permite sua inclusdo nestes estudos em momentos
mais precoces da histéria natural da sepse. Desta forma, a semelhanca nos
valores criticos da relagcdo Ang-2/Ang-1 em duas populagdes tao distintas pode ser
vista como mais uma evidéncia da associacdo entre este parametro e o grau de
ativacao de vias criticas para a regulacao da integridade da barreira endotelial no

choque séptico (Ricciuto et al., 2011).

Nosso estudo apresenta limitagbes importantes que devem ser
destacadas. Em primeiro lugar, a ndo inclusdo de outros centros pode limitar a
universalizagdo de nossos resultados. O fato de a insergéo ter sido feita em duas
unidades independentes de nosso hospital minimiza mas ndo elimina este
problema. Na fase de construcdo do projeto, aventamos a possibilidade de
colaboragdo com outros centros, mas por motivos que fugiram do controle de
todas as partes envolvidas, isso ndo foi possivel. Este fato destaca a importancia
da participacdo em grupos colaborativos para a geragcdo de dados com maior
impacto. Outra limitacdo a aplicacao 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 a pratica clinica, novos estudos de
validagdo deverao ser feitos com quaisquer plataformas diagnésticas que forem

propostas para este teste. No entanto, este ndo era o objetivo de nosso estudo.
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Em relagédo aos resultados propriamente ditos, algumas limitagbes devem
ser destacadas. Apesar da significAncia estatistica e da capacidade preditora
mantida na analise 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 acuracia diagnéstica da
razdo Ang-2/Ang-1, estimada pela curva ROC, ndo é tao alta quanto seria
desejada, ela foi superior ao MASCC e a PCR obtidos no mesmo momento da
coleta. Além disso, ainda que a determinagédo desta razdo nado tenha o potencial
de ser usado isoladamente como biomarcador nestes pacientes, € possivel que
ela possa ser incorporada a escores com outros biomarcadores, ou ainda, ser
usada para a identificacdo de subgrupos de pacientes em que, no futuro, terapias
alvo-especificas voltadas para a disfungdo da barreira endotelial, sejam mais
eficazes. Em se tratando de uma populacéo tdo heterogénea como a de pacientes
com sepse, € razoavel supor que a disponibilidade de um biomarcador capaz de
identificar subgrupos especificos de pacientes pode ser a diferenca entre a falha e
0 sucesso de um tratamento alvo-especifico no futuro, a exemplo do que ja foi
discutido para a proteina C ativada em pacientes com ativagdo da coagulacao.
Finalmente, na medida em que nosso estudo foi desenhado para reproduzir a
pratica clinica, evitando critérios de exclusdo desnecessarios, devemos destacar
para os 3 pacientes do grupo de choque séptico que ja apresentavam esta
condigdo no momento da coleta. No entanto, a analise estatistica foi repetida com
a exclusao destes 3 pacientes, sem perda da significancia estatistica nas

dosagens de Ang-2 e da razdo Ang-2/Ang-1 entre os grupos.
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6- CONCLUSAO “
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De acordo com os objetivos propostos pudemos concluir que:

o O impacto prognéstico da relagdo Ang-2/Ang-1 na estratificacao
de risco para choque séptico foi validado no contexto da neutropenia febril de alto

risco.
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Anexo 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Projeto: “AVALIACAO CLINICA E FUNCIONAL DE NOVOS
BIOMARCADORES PARA ESTRATIFICACAO DE RISCO NA SEPSE EM
PACIENTES COM NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS E NEUTROPENIA
FEBRIL”

Responsaveis pelo projeto:  Dr. Erich Vinicius de Paula

Maiara Marx Luz Fiusa

Eu,

idade: . Data de Nascimento: . RG:
HC: . Residente & Rua/Av

CEP: . Telefones:

concordo em participar do presente estudo, apés estar absolutamente esclarecido (a) dos

propositos do mesmo.

Responsavel pelo sujeito de pesquisa:

Idade: . RG: . Grau de Parentesco:

Residente a Rua/Av.

CEP: , Telefones:

Este estudo pretende identificar a presenca de substancias (mediadores) que podem estar
relacionadas ao risco de infec¢des que podem ocorrer apds a quimioterapia, em um periodo
em que ha reducdo das defesas naturais do corpo. Este periodo é conhecido como
neutropenia febril. O objetivo desta pesquisa € investigar se a dosagem de alguns destes
mediadores em seu sangue poderia prever o tamanho do risco de infeccio grave em
pacientes que futuramente se apresentem na mesma situagdo em que vocé se encontra hoje.
Isto pode permitir uma melhoria do tratamento da neutropenia febril no futuro.

Para isso, coletaremos 8 ml. de sangue para analise dos biomarcadores, em uma (mica
coleta. O sangue sera coletado por puncio de veia periférica. Nenhum outro exame sera
feito nesta amostra de sangue.
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Os riscos a que o senhor (a) estara sujeito ao participar da coleta sdo hematoma (mancha
roxa) ¢/ou pequena dor no local da pun¢io venosa. Este estudo nfo oferecerd aos sujeitos
da pesquisa outros riscos importantes.

O beneficio esperado na sua participaciio seria a sua contribuiciio para melhor entendimento
desta doenca e conseqiientemente um tratamento mais eficaz para este tipo de doenca no
futuro.

Outras informacaes:

i

O voluntario estard livre para desistic do estudo a qualquer tempo. mesmo que

inicialmente tenha concordado em fazé-lo.

O voluntario podera tirar todas as davidas que tiver, ou que aparecam durante o estudo,

sobre o mesmo, havendo o compromisso do pesquisador em respondé-las.

O material colhido neste estudo serd utilizado somente para os objetivos propostos e

gostariamos de saber se o senhor (a) concorda que este material possa ser armazenado.
Sim Nao

Caso seja realizado wn outro estudo com este material, o senhor (a) serda devidamente

informado e questionado se concorda na participacéio de um outro estudo. Este novo

estudo s6 serd realizado apés nova autorizacio do comité de ética em pesquisa desta

instituiciio.

Todas as informagoes obtidas pelo estudo terdo um cariter sigiloso e confidencial e

serio usadas apenas com a finalidade de divulgaciio e publicacfio cientifica, e sua

identidade sera sempre preservada.

A sua discordincia em participar do estudo nfio lhe acarretard nenhum prejuizo em

qualquer outro tratamento ou procedimento que possa necessitar futuramente em

qualquer servico de nosso hospital.

Qualquer tipo de queixa ou reclamacio relacionada a esta pesquisa o senhor (a) podera
entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FCM-UNICAMP (Fone:
19-3521-89306)

Campinas / /

Assinatura do Voluntdrio

Campinas / /

Assinatura do Responsdvel Legal
(Caso menor de 18 anos)

Responsavel pela explicacfio deste Termo de Consentimento:

Erich Vinicius de Paula Maiara Marx Lux Fiusa
Médico Pesquisador Pesquisadora Responsavel
Fone: (19) 3521-8756 Fone: (19) 3521-8617
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Abstract: Sepsis is a leading cause of death in both developed and developing world that still represents one of the major
challenges to biomedical research. Treatment of sepsis is largely based on antibioties and supportive measures, so that
carly diagnosis of sepsis and of its end-organ complications, could potentially improve clinical outcomes. In the last two
decades, there has been intensive research activity in the field of biomarker for sepsis. However, despite a few interesting
positive results, incorporation of these tools into clinical practice has been slow, maybe due to limitations in their clinical
impact in “real-life” patient care. In the last years, the concept of the endothelium as the most important target organ in
sepsis gained momentum, leading to the search for new vascular wall-related biomarkers in sepsis. Promising results have
been published in the last years. along with very recent patent filing activity. Here we briefly review the rationale and
available data on the use of vascular wall-related biomakers in sepsis. In addition, we discuss the trends in research & de-
velopment activity in this area, by presenting a selected number of patents filed in the last 10 years to the area of vascular-
wall biomarkers in sepsis pointing areas for commerecial development.

Keywords: Angiopoietin. endothelium. microvascular permeability. patents. sepsis. sFlt-1, vascular-wall. VEGF.,

INTRODUCTION

The definition of sepsis is that of a systemic inflamma-
tory response in a patient with a microbiological or clinically
defined infection. Sepsis is a one of the most important
causes of death 1 developed countries. representing a lead-
ing cause of death in these areas [1]. The complexity of the
cascade of cellular and molecular events characteristic of the
host response to sepsis. namely the concomitant activation of
several cascades. many of which with overlapping and re-
dundant effects. turned the basic, translational and clinical
research about sepsis one of the most challenging areas of
biomedical science [2]. Several examples of frustrating re-
sults in the translation of basic to clinical knowledge illus-
trate the difficulties of studying sepsis [3-5]. As aresult, m a
time when target-specific therapies are a reality in many ar-
eas of medicine. the treatment of sepsis remams largely un-
changed in the last ten to twelve years, with improvements
concentrated m the supportive care to these patients. Efforts
to strengthen the basic knowledge about the pathogenesis of
sepsis are ongoing. as areas outside the classically studied
inflammation and hemostasis systems begin to gain impor-
tance in sepsis research. Indeed. the recent failure of antico-
agulant agents as target-specific therapies in sepsis [6] high-
lights the importance of gaining a better understanding of
key pathogenic elements of the sepsis cascade, so that trans-
lational and clinical research in new biomarkers and new
targeted therapies reach farther than what has been achieved
so far.

*Address correspondence to this anthor at the Hematology and Hemother-
apy Center, University of Campinas, Rua Carlos Chagas 480 — Cidade Un1-
versitania ~Zefenino Vaz”. Campinas. SP. Brazil. 13083-970;

Tel: +55 19 3521 8756; Fax: +55 19 3521 8600; E-mail: ench{@unicamp br

2210-32090/12 §100.00+.00

A Dbiomarker can be defined as “a characteristic objec-
tively measured as an indicator of normal biological proc-
esses, pathogenic processes of pharmacologic responses to
therapeutic intervention” [7]. In the context of sepsis. the
benetits of a clinically relevant biomarker would include: (a)
the possibility of early diagnosis which could potentially
result in better treatment outcomes: (b) more rational risk-
stratification. which would facilitate clinical decision-
making and family information: and (¢) improvements in the
study and m the mmplementation of new therapies. as a such
biomarkers could be important efficacy surrogate markers of
new therapies. In fact. the quest for a good biomarker or a
good combination thereof is one of the most active areas of
sepsis research. However. although more than 100 distinct
molecules of systems have been mvestigated. the clinical
management of sepsis still does not include a widely ac-
cepted and used biomarker [8].

BIOMARKER RESEARCH AS A MULTISTEP
PROCESS

The development of a biomarkers is a multi-step research
process that has been elegantly described by Sackett & Hay-
nes that divided it in four phases or scientific questions [9].
In this process. the demonstration of a difference in the con-
centration of a specific biomarker between patients and
healthy controls is only the initial step. Most of the data on
biomarker research refers to this step. which is usually char-
acterized by studies performed in highly controlled environ-
ments. very different from “real-life” situations. For this rea-
son, this first step should be always followed by a validation
of these observations in a less controlled environment. usu-
ally represented by an independent study with higher number
of patients. few exclusion criteria and ideally. in multiple

© 2012 Bentham Science Publishers
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centers. Finally. studies that evaluate the clinical significance
of a specific biomarker, correlating its use with robust out-
comes related to relevant questions such as prognosis. sur-
vival or health economics. complete the biomarker research
program. Whenever one evaluates evidence, either from pub-
lished papers or from patents on sepsis biomarkers, the im-
portance of this multi-step process should be remembered.

IMPORTANCE OF VASCULAR-WALL RELATED
BIOMARKERS IN SEPSIS

In the last decades, most of the translational and clinical
research in sepsis, including the search for relevant
biomarkers. focused on inflammation and hemostasis. based
on the assumption that hypercoagulation was a key
pathogenic factor in sepsis. and that blocking discrete points
of the cascade of events of sepsis could result in clinical
improvements [10]. As frustrating results from clinical trials
in sepsis patients accumulated. pointing to a mmch more
complex picture, sepsis research begin to shift from these
classical areas. resulting in a broader view of candidate
pathogenic elements for sepsis. Studies from the last decades
clearly mdicate that the endothelium as a central target organ
in sepsis [11]. Located in the blood-tissue interface. the
endothelivm is the organ where key pathogenic events of
sepsis occur. events that have been collectively referred to by
the generic term “endothelial activation™. Endothelial
activation can be regarded as any change in the endothelium
quiescent status induced by the presence of a pathogen. and
involves inflammation. hemostasis. and endothelial-barrier
maintenance. Regarding the latter. endothelial-barrier main-
tenance has been recently acknowledged as one of the most
promising targets in sepsis. which illustrates the role of the
endothelium not only as an intermediate. but also as a key
target-organ i sepsis [12]. For all these reasons. it 1s not
surprising that recent research efforts have been focused on
the identification of vascular-wall related biomarkers in
sepsis, as discussed m the next section.

Fiusa et al.

BRIEF REVIEW OF AVAILABLE EVIDENCE

A recent systematic review about vascular-wall related
biomarkers in sepsis revealed that 61 scientific articles have
been published evaluating the association of vascular-wall
related biomarkers with clinical outcomes in adults patients
with sepsis. excluding special populations such as patients
with febrile neutropenia. malaria and others [8]. The authors
point that several of these studies report positive associations
between biomarkers and clinical outcomes such as septic
shock and death. However. when subjected to a quality
evaluation using the Grading of Recommendations Assess-
ment. Development and Evaluation (GRADE) system for
assessing the quality of evidence [13]. all studies were as-
signed a GRADE level of “low quality™ [8]. highlighting the
importance of a critical evaluation of the evidence in the
area. as well as the care in the design of future studies. To
put the discussion about recent patents on vascular-wall re-
lated biomarkers into the context of current biomarker re-
search. we will now brietly review published data about spe-
cific vascular wall-related biomarker categories in sepsis.
For additional details. the readers are referred to excellent
and comprehensive reviews about this subject [8. 14]. For
the purpose of this discussion. vascular-wall related bio-
markers will be divided in the following categories: (a)
VEGF axis-related; (b) Angiopoietin-related: (¢) adhesion
molecules-related: (d) vasomotor tone-related: and (e) co-
agulation-related Fig. (1).

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-related
Biomarkers

VEGF is one of the most important regulators of angio-
genesis. and a potent modulator of vascular permeability. In
fact, VEGF seems to be more than 50.000 times more potent
than histamine in inducing vascular permeability [15]. These
two characteristics are not associated by chance. but reflect
the fact that the capability to disrupt the endothelial barrier is
a sine qua non condition for angiogenesis. During embryonic

Coagulation-related
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VWFE VEGF
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Fig. (1). Categories of vascular wall biomarkers.
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angiogenesis. a process for which VEGF is essential. the
assembly-disassembly of primitive endothelial tubes. fol-
lowed by endothelial cell incorporation. is a dynamic and
finely regulated part of the development of the circulatory
system [16]. VEGF binds to one of its four known receptors,
expressed mainly in endothelial cells. of which VEGFR-2
seems to be the most important. A soluble form of VEGF
receptor-1. sFlt-1 is naturally produced by alternative splic-
ing. acting as a decoy receptor. thus antagonizing VEGF
[17]. The role of VEGF and sFlt-1 in the pathogenesis of
sepsis was elegantly demonstrated in a series of experiments
with animal models and patients with sepsis [18]. All diag-
nostic accuracy studies evaluating VEGF and sFlt-1 as bio-
markers in sepsis yielded results that suggest that these
molecules are promising candidates for use in clinical prac-
tice [19]. Even in cancer. where VEGF levels can increase as
a result of baseline disease. our group has demonstrated that
VEGF and sFlt-1 levels correlate with sepsis severity scores
[20].

Angiopoietins-related Biomarkers

Like VEGF. angiopoietins 1 and 2 are key molecules for
the embryonic development of the circulatory system. acting
in concert to regulate the assembly and disassembly of endo-
thelial primitive fubes during angiogenesis [16]. Angio-
poietin 1 and 2 present antagonistic functions. with angio-
poietin 1 present vessel stabilization effects. and angio-
poietin 2 being associated with vessel destabilization. Not
surprisingly. these endothelial barrier-maintenance modula-
tors have also been associated with pathologic conditions in
which endothelial barrier maintenance is involved such as
sepsis. In fact, angiopoietin 2. which increases in sepsis pa-
tients in a similar fashion as VEGSF. is currently regarded as
the most promising sepsis biomarker. as several reports
demonstrate the association of their levels with robust clini-
cal outcomes. in several populations [8. 21].

Adhesion-molecules-related Biomarkers

The recruitment of leukocytes to sites of injury by pro-
inflammatory signals is a complex and finely tuned process
that involves several classes of molecules including select-
ins. integrins. and vascular adhesion molecules. During sep-
sis, expression of these molecules can be induced by pro-
inflammatory stimuli. when receptors of these molecules are
also shed into circulation after activation [22]. Therefore.
circulating levels of these molecules can reflect the magni-
tude of the inflammatory response in sepsis, which provides
a biological rationale for their use as biomarkers. Whether
this hypothesis can be translated into measurable and clini-
cally relevant biomarkers is still a matter of debate. One
should acknowledge that as a general category. adhesion
molecules. including soluble intercellular adhesion molecule
(sICAM). soluble vascular cell adhesion molecule (sVCAM-
1). soluble E selectin-1, and Endocan. are the most explored
vascular wall-related biomarkers in sepsis. Despite the large
number of studies demonstrating imcreased levels of these
biomarkers in sepsis. not all studies could demonstrate an
association of these biomarkers with clinical outcomes.
Sununing up. it is possible to state that circulating levels of
these molecules do reflect endothelial activation m sepsis.
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with most, but not all. studies showing a correlation with
clinically relevant endpoints. However, additional studies are
needed to understand other variables that influence circulat-
ing levels of these biomarkers. and to define their precise
role in clinical practice [8. 14].

Vasomotor-tone Related Biomarkers

Endothelm (ET) is an endothelium-derived peptide with
potent and prolonged vasopressor and vasoconstrictor effects
that participates in the regulation of vascular tone and sys-
temic blood pressure (Wey ef al. 1994. Yanagisawa ef
al. 1988). Epinephrin, thrombin, IL-1 and shear stress, ele-
ments that are present in sepsis. can induce the production of
ET. and ET-1 has been explored as a biomarker of sepsis.
with promising results suggesting that this biomarker could
be an independent predictor of morbidity and mortality in
severe sepsis [23].

Coagulation-related Biomarkers

The potential role of coagulation activation in the patho-
genesis of sepsis makes it attractive to explore the role of
coagulation-related proteins as sepsis biomarkers. Von
Willebrand Factor (VWF) and ADAMTS13 (a disintegrin
and metalloprotease with thrombospondin motif) are two
endothelium-associated proteins that have been explored as
sepsis biomarkers. VWF is an acute phase protein produced
in ultra-large nmultimers that normally undergo proteolysis by
ADAMTSI13. Under physiological conditions. ultra-large
VWEF multimers are rarely detected. In severe sepsis. VWF
levels increase while ADAMTSI13 have been shown to de-
crease in studies with very limited number of patients. This
led to the hypothesis that low ADAMTS13. resulting in in-
creased ultra-large VWF multimers. could be associated with
microvascular thrombosis in sepsis. thus providing a biologi-
cal rationale for its use as a biomarker. However. results
from research accuracy studies with these biomarkers are
limited and have presented somewhat inconsistent results.
There is a clear increase of VWF during sepsis. with a few,
but not all published studies. demonstrating an association
between VWF levels clinical endpoints such as survival.
There are also inconsistent results regarding the capability of
VWF levels to discriminate sepsis from other nflammatory
conditions. To date. the biomarker can be used as a marker
of endothelial activation during sepsis. but its clinical use is
still precluded by unanswered questions about its use in this
context. Regarding ADAMTS13. the number of patients in
published studies is still very limited to allow any definite
conclusion [24. 25].

Another coagulation-related biomarker that has been
much more actively investigated in sepsis is soluble
urokinase plasminogen activator (suPAR). suPAR has been
evaluated in several studies in patients with different presen-
tations of mfections diseases[26]. In a large study with criti-
cally ill patients. suPAR levels were associated with disease
severity and were strong predictors of intensive care unit
(ICU) survival at intensive care unit admission [27]. Based
on what has been published so far. suPAR may be useful as a
prognostic marker at the admission of critically i1l patients.
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RECENT PATENTS ON VASCULAR WALL-
RELATED BIOMARKERS IN SEPSIS

We will now discuss a few patents and patent applica-
tions in the field of sepsis biomarkers from the last five
vears, These patents were selected because they involve di-
rectly or indirectly. mediators that are associates with vascu-
lar wall-related functions. and allow a current perspective of
the R&D activity in the field.

e S patent 7399602/B2 from July 2008 [28]: this patent
refers to the use of soluble urokinase plasminogen acti-
vator (suPAR) in human fluids as a biomarker for the
diagnosis and prognosis of respiratory infections caused
by organisms such as Strepfococcus pneumoniae and
Mycobacterium tuberculosis. The patent is based on the
finding that levels of this biomarker are mncreased in se-
rum. plasma and urine and from patients with these con-
ditions. and that levels are associated with disease pro-
gression and death. As mentioned earlier. suPAR may
be useful as a prognostic marker at the admission of
critically ill patients. as well as in combination with
other biomarkers.

e US patent 7645573 B2 from January 2010 [29]: this
patent refers to the use of combined determinations of
biomarkers, as opposed to evaluation of a simgle bio-
marker. in patients with sepsis. The patent refers to the
measurement of these biomarkers at the mRNA level.
and to the methods used for these determinations. such
as production of specific kits. The concept is to use this
so-called “biomarker profile™ to obtain early diagnosis
and the possibility of laboratory monitoring of the clini-
cal course of sepsis.

e 1S patent 8029982 B2 from October 2011[30]: this pat-
ent refers to the use of a pre-defined set of biomarkers.
as opposed to a single biomarker in patients with or at-
risk for sepsis. The protein expression of these biomark-
ers is measured in platforms that allow the combined de-
termination of several biomarkers in a single sample.
The set of biomarkers proposed i the invention was
validated by statistical methods in patients with sepsis,
and includes some vascular wall-related biomarkers.

s  US patent application 0145883/A1 from June 2008 [31]:
this patent application refers to the development of di-
agnostic kits for the determination of sphingosine-1-
phosphate phosphatase 2 (SPP2) levels in immunologi-
cal and inflammatory diseases such as psoriasis. sepsis
and others. SPP2 is involved in the degradation of S1P.
a lipid mediator involved in several vascular tone re-
sponses. as well as in the regulation of endothelial bar-
rier maintenance. The background is based on the find-
g of altered expression of SPP2 in cells stimulated by
TNF-alfa and LPS. and in samples from patients with
psoriasis. Since the original report of these data in 2008
from the same group that filed the patent [32]. no addi-
tional publications have become available in the subject.

s  US patent application 0117099/A1 from May 2009[33]:
the patent refers to the use of extracellular histones as
targets or biomarkers of conditions that include sepsis.
and is based on the demonstration of their role in sepsis
[34]. Extracellular histones induce innate immune re-
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sponses and from a mechanistic point of view can be a
very interesting biomarker of sepsis.

e US patent application 0118161/A1 from May 2009[35]:
this patent refers to the use of a specific fragment of
VWE. the A2 domam. for therapeutic and diagnostic
purposes m conditions such as sepsis. The A2 domain
contains the ADAMTS13 activation site. which cleaves
VWE. There has been no publication on the use of the
A2 domain as a biomarker in sepsis. and no human data
is presented at the patent application.

e TS patent application 0160171/A1 from June 2010 [36]:
the patent refers to methods used to determine Gran-
zyme B in platelets as a biomarker of sepsis. The mven-
tor demonstrated that Granzyme B, a cytotoxic protease,
is upregulated in platelets from patients with sepsis
[37] More recently. increased granzyme levels have also
been demonstrated in critically ill patients [38].

e US patent application 0008804/A1 from September
2010 [39]: this patent refers to the use of angiopoietin 1,
angiopoietin 2 and the ratio of angiopoietin 2:1 as bio-
markers of sepsis. The evidence behind this patent has
been extensively discussed above. As previously men-
tioned. these biomarkers are regarded by some authors
as the most promising vascular wall-related sepsis bio-
markers.

e US patent application 0259350/A1 from October 2011
[40]: this patent refers to the detection of stromal de-
rived factor 1 (SDF-1) in the urine of patients with acute
kidney disease. claiming urinary levels of this cytokine
to be a early and specific marker of acute renal injury.
The patent lists multiorgan failure as an interesting set-
ting for the use of this biomarker. Increased levels of
SDF-1 in the blood from patients with sepsis compared
to controls has been recently reported [41].

CURRENT & FUTURE DEVELOPMENTS

Despite the fact that vascular wall-related biomarkers are
one of the most active areas of research in the field of sepsis
biomarkers, a lot of the available data are relatively recent
compared to the use of acute-phase proteins as sepsis bio-
markers, which precludes the proposal of practical guidelines
for the use at this moment. Given the dynamic nature of the
field. it is possible that this scenario can be changed in a few
years from now. as biomarkes such as angiopoietins, suPAR
and others are challenged in studies designed to simulate
more closely the so-called “real-life” situations, which
should be the ultimate test for the implementation of a bio-
marker. Such studies should ideally by multicentric studies
in which biomarkers are tested in local laboratories under
less controlled conditions. include patients with less stringent
inclusion criteria regarding the time of ICU admission and
the presence of comorbidities and have enough statistical
power to reach definitive conclusions.

As shown above. recent patent applications involve
newly discovered biomarkers such as angiopoietins and ex-
tracellular histones. as well as the concept to evaluate several
biomarkers in the same patient. In fact. several other patent
applications have been recently filed mvolving the use of
specific combinations of biomarkers. This clearly shows a
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trend towards the use of platforms that allow a broader
evaluation of biomarkers. Though attractive from a theoreti-
cal standpoint, the validation of these assays can be a chal-
lenge. due fo the redundancy and to differences in the rela-
tive importance (hierarchy) of proteins in the cellular cas-
cades of sepsis. From a philosophical standpoint, this chal-
lenge fits into the contemporary challenge of handling huge
amounts of data and struggling to get the right mformation
out of it. This trend can also be viewed as a perception. after
decades of relatively frustrating results. that it might not be
possible to identify a single biomarker that can provide accu-
rate and clinically relevant mformation in sepsis. Whether
this is a specific and unmodifiable characteristic of sepsis. or
the result of our current lack of knowledge about the most
critical mediators of the pathogenesis of sepsis. remains to be
determined. The relatively recent shift in sepsis research.
towards processes related to endothelial barrier maintenance
is a promising feature not only for the treatment of sepsis
[12]. but also for its diagnosis and management.
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Abstract

Introduction: Endothelial barrier breakdown is a hallmark of septic shock, and
proteins that physiologically regulate endothelial barrier integrity are emerging as
promising hiomarkers of septic shock development. Patients with cancer and
febrile neutropenia (FN) present a higher risk of sepsis complications such as
septic shock. Nonetheless, these patients are normally excluded or under-
represented in sepsis biomarker studies. The aim of our study was to validate the
measurement of a panel of microvascular permeability modulators as biomarkers
of septic shock development in cancer patients with chemotherapy-associated FN.
Methods: This was a prospective diagnostic accuracy study performed in two
distinct in-patient units of a University Hospital. Levels of VEGF-A, sFlt-1 and
angiopoietin (Ang) 1 and 2 were measured after the onset of neutropenic fever, in
conditions designed to mimic the real-world use of a sepsis biomarker. Patients
were divided in two outcome groups, based on the development of septic shock
within 28 days from fever onset.

Besults: Ninety-nine consecutive patients were evaluated in the study, of which 20
developed septic shock and 79 were classified as non-complicated FN. VEGF-A
and sFIt-1 levels were similar between both outcome groups. In contrast, Ang-2
concentrations were increased in patients with septic shock, whereas an inverse
finding was observed for Ang-1, resulting in a higher Ang-2/Ang-1 ratio in patients
with septic shock (5.29, range 0.58-57.14) compared to non-complicated FN (1.99,
range 0.06-64.62; P = 0.01). After multivariate analysis, the Ang-2/Ang-1 ratio

remained an independent factor for shock septic development and 28-day mortality.

Conclusions: The prognostic impact of a high Ang-2/Ang-1 ratio as a biomarker for
septic shock was prospectively validated in an independent and representative

cohort of cancer patients with chemotherapy-associated FN.

Keywords: sepsis; septic shock; biomarkers; angiopoietin; VEGF; sFIt-1;
endothelial barrier; febrile neutropenia; cancer
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INTRODUCTION

Septic shock is one of the most severe complications of sepsis, frequently
preceding multi-organ dysfunction syndrome and death. Cancer patients are at an
increased risk of sepsis complications for several reasons including the need for
frequent invasive procedures, the effects of cancer on nutritional status and
immunity, and the immunosuppressive effects of chemotherapy [1]. As life
expectancy increases, so does the prevalence of age-related morbidities such as
cancer, considered one of the most important contributing factors for the increasing
incidence of sepsis [2]. In this context, the discovery and validation of new
biomarkers for septic shock development is regarded as a major research objective
in the field [3, 4]. However, of all biomarkers reported as potentially informative in
sepsis, only a small fraction is eventually validated, so that clinical application still
lags behind. In fact, most reports about sepsis biomarkers consist in initial
demonstration of differences in biomarker levels between patients and healthy
individuals, frequently performed under excessively controlled experimental
environments. Validation of these findings must involve larger studies in
independent populations, and in more challenging conditions resembling “real-
world” practice [3, 5].

In the last decade, the cellular and molecular mechanisms that regulate
endothelial barrier integrity have been described [6]. In the embryo, VEGF-A, sFIt-1,
angiopoietin (Ang)-1 and Ang-2 play critical roles in the physiological process of
angiogenesis, during which endothelial barrier is constantly assembled and
disassembled, to allow the incorporation of new vessels sprouts. While VEGF-A
and Ang-2 are involved in the destabilization of endothelial cell junctions, sFit-1
and Ang-1 present antagonistic functions, stabilizing the endothelial barrier. After
the initial demonstration that the mechanisms that regulate endothelial barrier
formation in the embryo are also involved in the pathological disruption of the
endothelial barrier in adults during sepsis [7], several studies explored the role of
these proteins as biomarkers of septic shock development. Encouraging results
were reported by several groups, and Ang-1 and Ang-2 emerged among the most

promising endothelial-associated sepsis biomarkers [8-14].
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Patients with cancer and febrile neutropenia (FN) are one of the populations
with the highest risks of sepsis-related mortality [15, 16]. In these patients, septic
shock can evolve as a fulminant complication, despite aggressive treatment with
broad-spectrum antibiotics and best supportive care. Nevertheless, these patients
are usually excluded or largely underrepresented in studies about sepsis
biomarkers and management. In a small exploratory study, we previously
demonstrated that levels of modulators of endothelial permeability such as VEGF-
A and Ang-2 were altered in patients with FN that developed septic shock [17, 18].
Here we sought to validate the use of these new biomarkers in a larger and
independent cohort of FN patients, under conditions that could allow the
generalization of our results to clinical practice.

MATERIAL AND METHODS
Patients

The study was conducted at the Hematopoietic Stem Cell Transplantation
and at the Hematology in-patient units of University of Campinas between March
2011 and March 2012. The study was performed in accordance with the
Declaration of Helsinki, and approved by the Committee of Ethics in Research of
the Faculty of Medical Sciences, University of Campinas, Campinas, SP, Brazil.
Written informed consent was obtained from all patients prior to any study
procedure. Inclusion criteria were: (1) ) fever (T = 38TC) over a 1 hour observation

period, (2) chemotherapy-induced severe neutropenia, characterized by an
absolute neutrophil count < 0.5 x 10%L at the time of fever onset, and (3)
persistence of severe neutropenia until the time of blood sample collection.

Demographic and clinical data were obtained from the medical records.

Sepsis definitions and clinical scores

In accordance with FN management protocols, an infectious etiology was
assumed for all patients with post chemotherapy neutropenia with new onset of
fever [19]. Blood and urine cultures were immediately obtained and broad

spectrum antibiotics initiated. All patients underwent chest radiography. Other
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imaging studies were performed when judged necessary by the attending
physician. Sepsis was defined by the presence of two or more of the following: (1)
temperature > 38T, (2) heart rate=90 beats/min, (3) respiratory rate > 20
breaths/min or PaCO2 < 32 mmHg, and a microbiologically proven or clinically
evident source of infection. A diagnosis of seplic shock was established when
sepsis was complicated by hypoperfusion or hypotension (systolic arterial pressure
< 90 mmHg or dropping > 40 mmHg from baseline), despite adequate volume
resuscitation [20]. Severity of illness was assessed by calculating the Sequential
Organ Failure Assessment (SOFA) score [21], and FN risk stratification was
performed by calculation of the Multinational Association for Supportive Care In
Cancer (MASCC) score [22]. Both scores were calculated at the time of sample
collection.

Study design

This was a prospective non-interventional study performed according to the
STARD (Standard for the Reporting of Diagnostic Accuracy Study) guidelines [23].
All in-patients from the Hematology or from the Bone Marrow Transplantation units
with new onset FN that met the inclusion criteria were invited to participate. The
study was deliberately designed to mimic the conditions in which a sepsis
biomarker would be ordered: (i) samples were collected and initially processed by
the hospital laboratory staff; (ii) samples were obtained in the first routine sample
collection available after enrollment (usually in the following morning); and (iii)
neither the prior use of antibiotics, nor the time elapsed since fever onset were
considered exclusion criteria for enroliment, as long as the patients remained with
severe neutropenia. As per local protocol, the first routine sample collection for all
admitted FN patients includes a complete blood count (in which the persistence of
severe neutropenia was confirmed) and C-reactive protein (CRP) measurement.

Serum levels of VEGF-A, sFlt-1, Ang-1 and Ang-2 were measured by an
individual blinded to patient outcomes, in duplicate, using commercial enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA) kits (Quantikine, R&D Systems, Minneapolis,

MN, USA) according to manufacturer's instructions. Samples were centrifuged at
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1000g (4T, 15 min) and serum was stored at -80T u ntil analysis. The sensitivities
of the assays for VEGF-A, sHIt-1, Ang-1 and Ang-2 were 9 pg/ml, 3.5 pg/ml,
3.4pg/ml and 8.3pg/ml respectively. The intra and interassay coefficients of
variation of all tests were within the range informed by the manufacturer (range
2.4%-10.4%).

Statistical Analysis

Patients were divided in two outcome groups according to the presence or
absence of septic shock at any time point before the resolution of FN or at a
maximum of 28 days after enrollment (in cases of prolonged neutropenia): (i) non-
complicated FN or (ii) septic shock. Differences in continuous variables between
patients from each subgroup were analyzed using the Mann-Whitney test.
Categorical variables were compared using the Fisher's exact test. Data are
expressed as median and range unless otherwise stated. Correlation (Spearman's
rank correlation) analysis was performed between sepsis severity scores and
biomarker levels. Receiver operator characteristics (ROC) procedures were used
to identify optimal cut-off values of biomarker concentrations to differentiate distinct
outcome groups. To evaluate the effect of the Ang-2/Ang-1 ratio as a continuous
variable on the risk of septic shock development and sepsis-related mortality, a
Cox Proportional-hazards model was used assuming a graded relation between
the ratio and either outcome. To evaluate whether there was a non-linear
association between the risk of septic shock and the Ang-2/Ang-1 ratio, a binary
logistic regression model was used, in which the ratio was dichotomized by the
median and by an optimal cut-off. All multivariate analysis models were adjusted
for covariates with a p value < 0.10 in univariate analysis. Survival curves were
estimated using the Kaplan-Meier method. A p value less than or equal to 0.05 was
considered statistically significant. All statistical analysis were performed with the
SPSS package v. 17.2 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and the GraphPad Prism
Software (GraphPad Prism Software Inc. San Diego, California, USA).
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RESULTS
Patients Characteristics

One-hundred twenty patients with FN were identified in both in-patient units
during the study period. All patients agreed to participate, but only the 99 patients
that met all inclusion criteria were maintained in the study. Twenty-one patients
were excluded because the absolute neutrophil count had increased to above 0.5 x
10%L at the time of sample collection (Figure 1). Of note, none of these 21 patients
developed septic shock. Of the 99 episodes of FN, 20 (19.8%) evolved to septic
shock, and 17 (16.8%) were fatal. All deaths were attributed to complications of
septic shock, and occurred in after a median of 13 days from sample collection
(range 3-28). Seventy-eight FN episodes (78.8%) were classified as high-risk FN,
based on a MASCC score £ 21 [24]. There were no significant clinical and
demographic differences between patients with non-complicated FN and septic
shock with respect to age, diagnosis, MASCC score and CRP. A higher SOFA
score in patients that developed septic shock was the only significant difference
observed at baseline between the two outcome groups (Table 1). The median time

to septic shock development after sample collection was 3 days (range 1-17).

Serum levels endothelial permeability modulators according to the
development of septic shock

No statistical significant difference could be detected between VEGF-A and
sFIt-1 levels in patients with non-complicated FN compared to patients that
developed septic shock (Figure 2). Serum concentrations of Ang-1, an endothelial
barrier-stabilizing factor, were higher in patients with non-complicated FN (1220.0
pg/ml, range 32.6- 47924.0 pg/ml) than in patients with septic shock (898.8 pg/ml,
range 77.9-5420.0 pg/ml), although this difference did not reach statistical
significance (Mann-Whitney test, p = 0.07) (Figure 2). Levels of Ang-2, an
endothelial barrier-destabilizing factor, were higher in patients that developed
septic shock (6494.0 pg/ml, range 1730.0-49611.0 pg/ml) compared to patients
with non-complicated sepsis (4467.0 pg/ml, range 1289.0-37318.0 pg/ml; Mann-
Whitney test: p = 0.02) (Figure 2).
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In addition to these findings, serum levels of Ang-1 presented a negative
correlation with the SOFA score (Rs=-0.36; p=0.0002) and serum levels of Ang-2 a
positive correlation with CRP (Rs=0.3; p=0.002).

The Ang-2/Ang-1 ratio is increased in patients FN neutropenia that will
develop septic shock compared to patients with non-complicated FN

Because of their antagonistic roles for endothelial barrier integrity, the
relative concentrations of Ang-1 and Ang-2, expressed as the Ang-2/Ang1 ratio,
has been considered a more relevant sepsis biomarker than isolated levels of each
factor. In fact, the Ang-2/Ang-1 ratio was much higher in the septic shock outcome
group (5.3, range 0.6-57.1) compared to patients with non-complicated FN (1.9,
range 0.1-64.6; Mann-Whitney test: p=0.01) (Figure 3).

Estimation of the diagnostic accuracy of the Ang-2/Ang-1 ratio for the
development of septic shock yielded an area under the ROC curve of 0.68 (95%CI
= 0.55 to 0.81; P = 0.01). An Ang-2/Ang-1 ratio of 5.0 was the optimal cut-off value
identified by the ROC procedure, with a sensitivity of 60% (95%CIl = 36.1% -
80.9%) and a specificity of 77.2% (95% Cl = 66.4% to 85.9%) for the development
of septic shock. The positive and negative predictive values were 47% and 85%
respectively. Of note, the estimated diagnostic accuracy of the Ang-2/Ang-1 ratio
was higher than that obtained with either Ang-1 or Ang-2 levels alone, as well as
that of CRP or the MASCC score (data not shown).

An Ang-2/Ang-1 ratio above 5.0 independently predicts development of
septic shock and sepsis-related mortality in patients with FN

When the Ang-2/Ang-1 was analyzed as a continuous variable in a Cox
proportional-hazards model, the relative risk of shock septic was 1.06 (95% Cl
1.02-1.10; P=0.004), even after adjustment for neutrophil and platelets counts.
Other variables, including age, sex, baseline diagnosis, treatment type, CRP,
among others, were not found to be useful in the prediction of septic shock
development in our population. This first analysis assumed that the association

between the Ang-2/Ang-1 ratio and the risk of septic shock development presented
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a graded relation. We next evaluated whether there was a threshold level of the
Ang-2/Ang-1 ratio above which the risk of shock septic would increase in a non-
linear fashion. We dichotomized levels of Ang-2/Ang-1 into median and cut-off
values (estimated by the ROC procedure), and calculated the relative risks of
septic shock development. The risk of shock septic was almost five times greater
among patients with Ang-2/Ang-1 ratio exceeding the cut-off, even after adjustment
for neutrophil and platelet counts (covariates with a P < 0.1 in univariate analysis)
(Table 2).

Ang-2/Ang-1 ratio and 28-day sepsis-related mortality in patients with FN

The relative risk of sepsis-related mortality for patients with Ang-2/Ang-1
levels above the 5.0 cut-off was 5.8 (95%CI 1.96 to 17.59; P=0.001) and 2.74
(95% confidence interval, 1.054 to 7.160; P=0.03) for Ang-2/Ang-1 levels above
the median. Using a Cox Proportional-hazards model, adjusting for neutrophil and
platelet count, the mortality risk was 4.20 (95%CI| 1.60 to 11.05; p=0.004) for
patients with an Ang-2/Ang-1 ratio above 5.0, and 2.73 (95%CI| 0.97 to 7.75;
P=0.059) for patients with an Ang-2/Ang-1 ratio above the median. The Kaplan-
Meier curves showed clear divergence of survival estimates between patients with

Ang-2/Ang-1 ratios above or below the median or cut-off values (Fig.4).

DISCUSSION

Among the several factors that contribute to a higher risk of sepsis
complications in patients with cancer, chemotherapy-associated neutropenia is
probably the single-most important one [24]. Although the risk is higher in patients
with severe and long-lasting neutropenia, risk stratifications tools are limited, and
the vast majority of patients end up treated aggressively with hospitalization and
broad-spectrum antibiotics for several days [24]. The most accepted risk
stratification tool for cancer-related FN is the MASCC score [22]. However, this
score offers very limited information for patients categorized as high-risk (MASCC
< 21), which encompasses most patients submitted to more intensive myelotoxic

chemotherapy protocols. Accordingly, management of patients with cancer-related
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FN remains a challenging situation, for which the availability of informative
biomarkers would be welcome.

In the last decade, mechanisms by which the endothelial barrier is
established and maintained in the embryo have been described in detail [6]. As
they were being described, some authors demonstrated that the same
mechanisms were involved in the pathological disruption of the endothelial barrier
observed during sepsis [7]. Soon after that, encouraging results were published
about the use of VEGF-A, sFIt-1, Ang-1 and Ang-2 as biomarkers of septic shock
development in patients with sepsis. In general, these studies demonstrated a
consistent pattern in patients with septic shock, characterized by increased levels
of proteins that loosen endothelial cell junctions during vessel formation, such
VEGF-A and Ang-2, and decreased levels of barrier stabilizing proteins such as
Ang-1. Indeed, imbalances in Ang-1 and Ang-2 ratio, expressed by a high Ang-
2/Ang-1 ratio, recently emerged as one of the most promising biomarkers for septic
shock development in several populations [8, 14, 25]. However, because patients
with cancer were excluded or underrepresented in these studies, it is not known
whether these results may be applied to patients with cancer.

In a preliminary study, we demonstrated that VEGF-A, sFIt-1, Ang-1 and
Ang-2 were associated with sepsis severity in patients with FN [17, 18]. So, the
objective of the present study was to validate the use of these biomarkers in a
larger and independent cohort of patients with cancer and chemotherapy-
associated FN. However, the validation and demonstration of the clinical utility of a
biomarker is a complex and stepwise process [5]. The first step consists in the
demonstration of differences in the concentration of a specific biomarker between
healthy individuals and patients, or between patient subgroups with different
clinical outcomes. This is normally achieved with studies performed under strict
experimental conditions, very different from the situations in which the biomarker
would be used. This step should always be followed by a validation study, in an
independent and statistically sound population, and in a less artificial environment.
Hence, our study was deliberately designed to mimic the conditions in which a
sepsis biomarker would be ordered. This was achieved by: (1) sequential
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enroliment of patients that fulfilled the inclusion criteria during a 12-month study
period in two different in-patient units from our Institution; (2) limitation of exclusion
criteria; (3) sample collection and initial processing performed by hospital staff,
allowing a level of pre-analytic variation similar to what would be expected in
clinical practice; and (4) sampling time coincident with the next routine sample
collection, mimicking the use of a sepsis biomarker (CRP) that is already in clinical
practice in patients with FN [26].

Not infrequently, preliminary results of sepsis biomarkers are not reproduced
in validation studies or in clinical practice. In fact, our study did not validate the
measurement of VEGF-A or sFlt-1 as informative biomarkers of septic shock, in
contrast to previous reports [18, 27]. Several factors could explain this discrepancy:
differences in sampling time, increased baseline levels of VEGF-A in certain
cancers [28], or the fact that neutrophils and platelets are major sources of these
mediators [29]. Whatever the case, our results suggest that assays for VEGF-A
and sFlt-1 lack the robustness required for a sepsis biomarkers to overcome the
challenge of real-world conditions, and to perform as a clinically useful biomarker in
this scenario.

On the other hand, we were able to confirm that the Ang-2/Ang-1 ratio is an
independent predictor of septic shock development in patients with cancer and

high-risk FN, for whom other risk stratification tools provide very limited information.

It should be noted that despite the presence of a significant overlap of values of
this ratio between the two outcome groups, its estimated accuracy was actually
better to that of CRP or the MASCC score, which are the most widely used risk
stratification tools for this population. The fact that our study deliberately
reproduced conditions that would be faced by a new sepsis biomarker in clinical
practice further strengthens our results.

One of the main objectives of our study was to determine whether Ang-1
and Ang-2 measurements would remain as relevant sepsis biomarker in a
population with very different characteristics than those evaluated in previous
studies of non-neutropenic patients. Indeed, it was interesting to note that the
optimal cut-off of the Ang-2/Ang-1 ratio for the prediction of septic shock in our
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population was very similar to the mean peak Ang-2/Ang-1 ratio observed in non-
survivors in a study with non-neutropenic sepsis patients (5.0 vs 5.4 respectively)
[8]. It should be noted that when compared to patients from non-neutropenic
studies, signs of sepsis were milder in our population, as evidenced by a median
SOFA score of 4. The reason for this characteristic lies in the fact that patients with
FN are instructed to look for medical care immediately after fever onset, which
allows earlier enrollment and sample collection in studies like ours. Therefore, the
fact that a similar value of the Ang-2/Ang-1 ratio was associated with worse
outcomes in these two different populations strengthens the concept that
imbalances in Ang-2 and Ang-1 concentrations are indeed a relevant biomarker of
septic shock development. Indeed, this concept is reinforced by a series of other
recent studies showing that manipulation of angiopoietin pathways can improve
sepsis outcomes in different animal models [30-32].

Finally, we believe that an additional use of the Ang-2/Ang-1 ratio in sepsis
in the future could be the identification of septic patient subgroups, in whom
disruption of the endothelial barrier could play a more prominent pathogenic role. In
theory, the identification of these more “leaky” patients could rationally guide the
use of new therapeutic strategies targeting pathways involved in endothelial barrier
regulation [33, 34]. As targeted-therapies directed to different pathogenic
mechanisms of sepsis (e.g. coagulation activation, Toll-like receptors, endothelial
barrier regulation) begin to reach the phase of human clinical trials, the availability
of biomarkers capable to identify discrete patient subgroups among the highly
heterogeneous population of patients with sepsis, could well be the difference

between failure and success of new therapies for sepsis [4].

CONCLUSIONS

In conclusion, our study validates the measurement of the Ang-2/Ang-1 ratio
as a clinically-relevant biomarker of septic shock development in patients with
cancer and chemotherapy-related FN.
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KEY MESSAGES

« Ang-1 and And-2 are key regulators of endothelial barrier integrity, and
seem to be involved in the pathological disruption of endothelial barrier
during sepsis.

¢ Levels of Ang-1 and Ang-2 have been shown to be promising biomarkers of
septic shock development is several populations, but not in cancer patients.

e A high Ang-2/Ang-2 is an independent predictor of septic shock
development in patients with cancer and chemotherapy-associated febrile
neutropenia.

LIST OF ABBREVIATIONS

VEGF: vascular endothelial growth factor; sFli-1: soluble fms-like tyrosine kinase-1;
AAng: angiopoietin; FN: febrile neutropenia; IRB: institutional review board; SOFA:
sequential organ failure assessment; MASCC: multinational association for
Supsupportive Care In Cancer, STARD: standards for the reporting of diagnostic
accuracy studies; CRP: C-reactive protein; ELISA: enzyme linked immunosorbent
assays; ROC: receiver operator characteristics.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Study flowchart

Figure 2. Vascular permeability-related biomarkers in FN patients.

Serum concentrations of sFIt-1, VEGF-A and angiopoietin (Ang) -1 and Ang-2 in
patients with non-complicated FN (n=79) or septic shock (n=20). Mann-Whitney
test.

Figure 3. Ang-2/Ang-1 ratio in FN patients.

Ang-2/Ang-1 ratio in patients with non-complicated FN (n=79) or septic shock
(n=20). Mann-Whitney test.

Figure 4. 28-day survival of high-risk FN patients
Kaplan-Meier estimates of 28-day survival of patients with FN according to Ang-

2/Ang-1 ratio, dichotomized by the median Ang-2/Ang-1 ratio (2.2) in all patients
(right panel) or by an optimal cut-off level of 5.0, defined by a ROC analysis.
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Table 1. Patient characteristics

Non-complicated

Septic shock P

FN (n=79) (n=20)
Gender (male: female) 44:35 12:8 NS**
Age (median,range) 49 (13-78) 52 (21-78) NS**
Diagnostic NS**
Acute leukemia 30 10
Other hematolgical malignancies 49 10
Comorbidities (present:absent) 29:40 8:12 NS**
Treatment NS**
Intensive CTx/autologus HSCT 62 15
Allogeneic HSCT 17 5
Neutrophils/pl (median,range) 80 (0-500) 0 (0-500) NS*
Platelets x10%/pl (median range) 21,000 14,500 NS*

(4,000-315,000) (3,000-39,000)

Agent isolation in bloodstream 27:52 7:13 NS**
(yes:no)
C reactive protein mg/dl 11.20(0.55-58.30) 12.7 (6.2-40.90)  NS*
(median,range)
SOFA score (median, range) 4 (0-8) 4 (2-14) p<0,05*
MASCC score (median, range) 19 (12-23) 18 (12-21) NS*
Time to Shock Septic days (median, range) 3(1-17)

CTx: chemotherapy; H3CT: hematopoietic stem cell transplantation; SOFA: sequential
organ failure assessment; MASCC: multinational association for supportive care in cancer;

* Mann-Whitney test; ** Fisher's exact test
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Table 2. Relative risk of septic shock development

Chi-square test

Multivariate analysis*

Ang-2/Ang-1 Odds Ratio P Odds Ratio P
(n=99) (Cl 95%) (Cl 95%)

>Median 290 (1.0-8.4) 0.04 2.99 (1.02-8.42) 0.045
>Cutoff 550 (1.9-16) 0.0007 5.47 (1.93-15.53) 0.001

* Binary logistic regression
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