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RESUMO

- Evidencias clinicas e experimentais tém demonstrado que interleucinas
proinflamatorias (TNFa, IL-1,1L-6.1L-8) s&o as mais importantes mediadoras na
patogénese da Sindrome Seéptica. Elas levam as flutuagbes de gldbulos brancos,
elevacbes de proteinas de fase aguda como PCR e consequentemente a
alteracéo na viscosidade das hemacias(VHS).

Uma vez gue estes marcadores apresentam comportamento variavel em
diversos estados clinicos de processos inflamatorios no homem, novos
marcadores como a Procalcitonina(PCT) foram sendo descobertos. A PCT € um
polipeptideo de 116 aminoédcidos e 13 kDa, € um precursor da calcitonina sem
atividade hormonal. Em nosso estudo avaliamos os niveis de PCT, PCR, VHS e
contagem do numero de gldbulos brancos em 22 pacientes infectados, 12
portadores de infeccdo severa generalizada(Grupo I) e 10 portadores de
patologias cronicas e infecgdes localizadas(Grupo ). Os resultados destes
pacientes foram comparados aos resultados obtidos em individuos sadios do

grupo controle.

A Procailcitonina mostrou-se util em diferenciar os grupos estudados de
forma significativa ac contraric dos outros elementos que se mostraram

inespecificos.



SUMMARY

Clinical and experimental evidence have demonstrated that
proinflammatory interleukines (TNF-¢, 1L-1,IL-6, 1L-8) are the most important
mediators in the pathogenesis of the Sepsis Syndrome. They lead to the
fluctuation of the white blood cells, a rise in the acute phase proteins as CRP,
and of consequence, the alteration in the viscosity of the blood leading to
disturbance in the velocity of sedimentation (ESR).

One of the new markers showing variation in several clinic conditions 1s
Procalcitonin (PCT) The PCT is a polypeptide of 116 aminoacids and 13kDa, it is
a precursor of Calcitonin without hormonal activity. In our study we have
evaluated the level of PCT, CRP, ESR, and enumerated the number of
whiteblood cells in 22 infected patients, 12 with severe generalized infection
(Sepsis){Group 1) and 10 with cronic pathologies and localized infections. The
results obtained in healthy individuals of the control group were compared with
the iil patients.

The Procalcitonin (PCT) was shown {o be useful to differentiate the
groups studied in a statistic significant way, contrary to the others markers of

inflammation described so for that are non especific.



LISTA DE ABREVIATURAS

ANCA  -Anticorpo anti neutrdfilo

IFN -Interferon
IL-1 -interleucina 1
IL-2 -Interleucina 2
IL-6 -interleucina 6
IL-8 -interleucina 8
LTs -l.eucotrienos

PAF -Fator Ativador de Plaguetas

PCR -Proteina -C reativa

PCT -Procaicitonina

PGs -Prostaglandinas

SIRS -Sindrome de Resposta Inflamatéria Aguda
TGF -Fator de Transformacéao de Crescimento
TNF -Fator de Necrose Tumorai

VHS -Velocidade de Hemossedimentagé@o



1.INTRODUGAO

1.1. A Resposta Inflamatéria Aguda

A inflamaco aguda é uma resposta fisiologica a traumas ou infeccbes
que ocorrem em organismos normais. Pode ser dividida em duas fases. A
resposta localizada, envolvendo coagulagao, producao de cininas,
metabolismo de fosfolipides com vaso dilatagdo e migrag@o celular; e a
resposta sistémica que inclui febre, feucocitose, e © aumento da
concentrac&o plasmética de proteinas derivadas dos hepatocitos. (STADNYK
& GAULDIE, 1991) Seja um agente infeccioso ou um ftrauma, O evento
inflamatério agudo, ao nivel ceiular, é totaimente dependente da presenca do

neutréfilo levando efou mediando a injuria tissuiar.

Independente do evento inicial, habitualmente a evolugdo do
processo patolégico esta associada a habilidade do neutrofiic de liberar
diversas substancias capazes de destruir células normais. Embora
inicialmente atuando contra microorganismos, O neutrdfilo ngo tem
capacidade de distinguir o que € proprio do organismo (“seif’) do que néo €
proprio (nac “self’), dependendo de outros elementos do sistema imune para
atuar no tecido alvo (anticorpos, complemento, citocinas). Se tecidos préprios
s3o inadequadamente identificados, havera uma resposta autéloga gerando
doenca autoimune. {(PROUD & KAPLAN, 1988)

O neuirdfilo provoca inflamacao aguda através de dois componentes: a
membrana plasmatica e os granulos intraceiulares. Na membrana celular o
sistema NADPH oxidase se envolve a capacidade de liberar radicais livres,

enquanto 0s gréanulos intracelulares sao liberades através de mecanismos de
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ativacéo celular envolvendo sinais proinflamatorios. Us eventos mais tardios,
apés ativacBo, envolvem a fuso dos granulos com a membrana plasmatica
licerandc seu contetido no meio extracelular @ no vacuoio fagociico(ROITT
at af, 1888). '

Finalmente deve-se mencionar gue ©s mecanismos de atividade
inftamatéria n&c degradam os tecidos de forma continua, existindo um
sistema de antiproteinases capaz de atuar como inibidor deste processc ¢
cuja a eficidncia de atuacéo depends da intensidade da presenca de um
meic oxidante. Estes antioxidantes atenuam a iniensidace da resposia
inflamatéria aguda quando ¢ hospedeirc néo consegue faze-lo de forma mais

eficaz.{ Figura 1)
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Figura 1- Representagio esguematica do gue ccorre na Resposta

inflamatoria Aguda.



1.2.Mediadores da Inflamagao na Sepsis.

Evidencias clinicas e experimentais t&ém demonstrado que as citocinas

s

proinflamatodrias, Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a )e Interleucina -1

beta (IL-1p ), sdo as mais importantes mediadoras na patogénense da

Sindrome Séptica e do Choque Séptico( CALANDRA, et al., 1990)

A Interleucina-6 (IL-8) sugere ser um marcador da presenca da

atividade de mediadores proinflamatérios(FISHER, et al., 1991; RITALA et

al.,1995), suas acdes podem ser bem visualizadas na Figura- 2; enguanto a

Interleucina-8 (IL-8) aparentemente faz parte na ativacado neutrofilica. (VAN

ZEE et al., 1991)
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Figura-2 Acdes pluripotenciais da Interleucina - 6 (adaptado de

ROITT et al)



A presenca de bacteremia ou endotexemia pode desencadear a
producdo de uma cascata de mediadores enddgenos. Componentes
celulares bacterianos, como endotoxinas, acido tectoico, entre outros, ou
mesmo exotoxinas liberadas, iniciam uma resposta inftamatdria sistémica no

hospedeiro.

Macroéfagos teciduais e monocitos circulantes no sangue séo células
importantes neste processo, geralmente surgem em maior quantidade apos
as primeiras horas, fazem parte das células que s&o responsaveis pela
apresentagcéo do antigeno aos linfocitos T CD., liberam uma série de
importantes interleucinas(FISHER, C.J. & ZHENG, Y., 1996} e ainda, enviam
sinais que auxiliam a desencadear uma cascata de acontecimentos que pode
levar ao dano tecidual, faléncia de multiplos érgéos e até a propria morte do

individuo.

Observe-se na Figura-3 todo o processo descrito e ainda que os
mediadores primarios estimulam a cascata de mediadores secundarios
incluindo derivados do acido araquidbnico como a prostaglandina 1,(PGl ),
tromboxane A 2, PGE ,, fator de ativacado de plaquetas(PAF), bradicinina,

histamina, serotonina e complemento.
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Figura-3 Rede de mediadores inflamatérios em sepsis (adaptado de
FISHER et al)

A sepsis pode ser traduzida como uma perda da regulagdo nestas
moléculas mensageiras e uma vez iniciada, pode se auto perpetuar
independentemente da infecgcdo original. O tempo de aparecimento no
plasma de TNF-a e IL-1p apds administragdo de endotoxinas de Escherichia
coli & bem precoce(AD! et al.,1992), enquanto a concentragéo de IL-6 e IL-8
é tardia (MICHIE, et al.,1988).



Existem evidéncias de liberaciao do Oxido Nitrico em sepsis,
possivelmente participando das alteragbes vasculares durante a
endotoxemia(SCHLAG et al.,1996); apesar de que durante traumas nao se

observou a formagéao de altos niveis de Nitrito/nitrato.

1.3.Marcadores séricos da Inflamacao Aguda

O processo de inflamagéo aguda invariavelmente esta associado a
uma série de eventos que levam a flutuacdes nos glébulos brancos
circulantes € a sintese pelo hepatécito de proteinas também conhecidas
como proteinas de fase aguda; estas moléculas séo importantes na medida
em que limitam a inflamacao e possivelmente regulam a resposta imune. Os
mecanismos associados a sintese destas proteinas envolvem a participacao
de interleucinas em particular a Interleucina-1(IL-1) e a Interleucina-6(IL-
6)(Figura-4). O efeito das citocinas parece ocorrer ao nivel de expressao
génica e sintese protéica. IL-1 e IL-6 atuam sobre alguns genes { por
exemplo a1 glico proteina acida) de forma sinérgica, porém podem atuar de
forma inibidora sobre outros genes (STADNYK, A.& GAULDINIE, J.,1981)
Na Figura-4 mostramos as possiveis interagbes que podem ocorrer entre a
injuria tissular e o aparecimento no soro de concentragbes elevadas das

proteinas de fase aguda.
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A Proteina C-Reativa (PCR) além de ser a primeira a aparecer apds
o estimulo inflamatdrio, o faz em guantidades elevadas, algumas vezes de
100 a 1000 vezes maicr de que 0s niveis basais normalmente encontrados.
Apés vinte e quatro horas € que se comecam a observar alteragbes na
hemossedimentacao e tambem viscosidade plasmatica.(BULL at al, 1988) Os
niveis séricos de PCR elevam-se frequentemente em infeccdes bacterianas e
com menor freqgiiéncia em infecgdes virais( GUSSENT! et al, 1989). Em
certas inflamacgbes crénicas a quantificacdo de Proteina C-Reativa
correlaciona-se com ¢ grau de atividade da doenga. Uma hierarquia sobre os

niveis destas proteinas pode ser observada na Figura-5.

Proteina C- Reativa
Proteina Amiloide SAA
Alfa 1 Glicoproteina Acida
inibidor de Proteina Alfa 2 macroglobulina
Complemento Cs
Haptogiobulina
Ceruloplasmina
Fibrinogénio
Albumina
Transferrina

Pré-Albuminag

Figura 5-Gradiente de flutuagdo das proteinas da fase aguda apods

estimulo.

A proteina amildide SAA e também um sensivel marcader de
inflamacao aguda, podendo atingir niveis elevados na circulag&o sanguinea(
SCHEINBERG , 1983). Tanto no caso da Proteina C-Reativa como no da



proteina amildide SAA ocorrem simultaneamente & liberagdo de
interleucinas(GANAPATHI et al, 1888). Na circulacdo, a proteina amildide
SAA encontra-se ligada a lipoproteinas de aita densidade. A forma clinica da
doenca amildide do tipo secundario é composta de depdsitos de SAA, néo
havendo correlacido com os niveis séricos de SAA ou a intensidade do
estimulo inflamatério no grau de atividade da doenca(SCHEIBERG et al,
1996).

A velocidade de hemossedimentacdo, que mede a velocidade com
que as hemacias se sedimentam, sofre a influéncia da concentragéo destas
proteinas e consequentemente apresenta uma correlagée importante com o
grau de atividade inflamatdria. A velocidade de hemossedimentacéo é Util na
avaliacdo das formas mais cronicas de inflamacao(KATZ et al, 1990). Nem a
hemossedimentacdo nem as proteinas de fase aguda refletem com precisao
a presenca de infeccdo associada & inflamacdo e ou a inflamag&o
isoladamente; isto nos levanta a possibiiidade de estudar e partir & procura

de novos marcadores.
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1.4. A Procalcitonina(PCT)

Uma vez que o0s marcadores séricos de inflamagao apresentam
comportammentos variaveis em diversos estados clinicos de  processos
inflamatérios no homem, a procura de novas substancias que pudessem
refletir este cenario continua sendo um elemento importante de investigacao

clinica.

Em experimentos descritos em 1989 (GUILANI et al.,1989) foi possivel
demonstrar que certas infecgdes bacterianas levam ao aparecimento no soro
de precursores da calcitonina na auséncia do horménio maduro e ativo. Este
precursor conhecido como procalcitonina passou a ser visto como um
marcador em potencial de atividade inflamatoria em humanos
(BRUNKHORST et al.,1996). A procaicitonina € um polipeptidio que possui
116 aminoacidos, e peso molecular de 13 kDa, (SNIDER et al., 1997). E um
prohorménio precursor da calcitonina, sem atividade hormonal, que apds
clivagem por protease especifica da origem a trés moleculas conhecidas
como aminoprocalcitonina, calcitonina imatura e um peptidio de 21

aminoacidos conhecido como Katacalcina(lLE MOULLEC et al.,1984).

Em contraste a pequena meia vida da calcitonina que é de 10 minutos,
a procalcitonina tem meia vida longa de 25 a 30 horas(MEISNER, 1996). E
em individuos sadios os seus niveis sido indetectaveis ou inferiores a 0,1
ng/mI(KARZAI et al., 1997). Os primeiros relatos da eventual utilizagao da
PCT como marcador de atividade inflamatdria surgiram em 1993 (ASSICOT
et al. 1993), em estudos realizados em criangas hospitalizadas em terapia
intensiva. Os resultados deste estudo mostraram de forma inequivoca que a
procalcitonina encontrava-se elevada em criangas com septicemia e sua
regress@o apods tratamento com antibioticoterapia especifica. Criancas com

infeccoes limitadas apresentavam valores substancialmente mais baixos de
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PCT no soro. Estudos subsequenies utilizando protocolos semelhantes
confirmaram estas observacbes(CHIESA et al., 1998; GENDREL et al.,1897),
e o que se pode sugerir destes estudos € que a infecgdo bacteriana severa €

a que parece levar a niveis substancialmente elevados de Procalcitonina.

Em patologias autoimunes  habitualmente o0s  marcadores
convencionais parecem ndo diferenciar inflamac@o de infeccdo, situacao
clinica importante, visto que estes pacientes, ao utilizarem medicacio
IMUNOSSUPTessora, passam a se expor a processos infecciosos importantes
onde o diagnéstico precoce pode ser vitall. EBERHARD et al(1997)
estudaram este grupo de pacientes portadores de Lupus Eritematoso
Sistémico e Vasculites associados & presenca de anticorpo citoplasmético
anti-neutrofilos (ANCA) em presenca ou nédo de infeccdo sitémica
generalizada. Foram realizadas dosagens de Procalcitonina, IL-6, Proteina C-
Reativa e Neopterina. Como resultado observaram que os pacientes
portadores de doengas autoimunes em vérios graus de atividade inflamatoria
e sem sinais e sintomas de infecg&o bacteriana nac apresentaram elevacao
dos niveis sericos de PCT, a0 contraric dos que apresentaram quadros
infecciosos sistémicos; por outro lado todos 0s outros marcadores referidos

estavam aumentados em ambos os grupos, infectados cu n&o, de forma nao

especifica.

1.5.Sindrome de Resposta Inflamatdria Sistémica(SIRS) e Sepsis.

SIRS pode ser definida come uma sindrome clinica cujo diagnostico
diferencial inclui infecgdes bem como um grande nimero de processos nao
infecciosos como fraumas, queimaduras, extensas cirurgias, pancreatite

aguda entre outros. Sepsis € resultado de uma infecggo ( invasgo de um
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microorgarismo ou de suas toxinas) gue evolui para uma resposta sistémica
do hospedeiro.(NATENS et al., 1996).

Na pratica médica SIRS e SIRS/Sépsis apresentam-se sob a forma de
um grave quadro clinico cuja evolucdo pode levar ao choque € 2 morte. No
intuitc de conceituar em uma linguagem universal os termos mais
frequentemente utilizados, o Colégio Americano de Médicos Intensivistas e
especialistas em tdrax reuniram-se (1991) e convencionaram que para o
diagnosticc se SIRS/Sepsis seriam necessarios dois de quatro critérios
descritos a seguir: a temperatura do paciente deve ser maior que 38°C ou
menor que 36°C, os batimentos cardiacos superiores a 90 batimentos
/minuto, a frequéncia respiratoria maior que 20 movimentos por minuto ou a
PaCO, menor que 32mmHg, e, finalmente, que a contagem total de
Glébulos Brancos deva ser menor que 4.000 mm > ou maior que 12.000 mm®
.Existem graus de severidade para cada caso, em casos graves usam-se os
termos Sepsis Severa, quando existe disfungdc de multiplos 6rgéos, ou
Chogue Septico quando existe a necessidade do uso de medicamentos
inotropicos para manter a pressao arterial média , pois n&o ha resposta

apenas ao volume empregado.

Estudos tém demostrade que a bacteremia gram negativa ocorre em
aproximadamente 30 % de pacientes em SIRS/Sepsis(BONE, 1995);
endotoxina, especialmente LPS (componente da parede celular de bactérias
gram negativas) é responsavel por muitas das manifestagbes sistémicas
severas encontradas. Endotoxinas produzidas por bactérias gram negativas
foram injetaxdas em voluntérios humanos saudaveis(DANDONA, P et &,
1994) Varias amostras de sangue foram colhidas de cada individuo; antes e
apds a 1%, 2°, 4° 6% 8% e 24° hora. Foram quantificados concentragdes de
procalcitonina , Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNFa), e Interleucina € (IL-6)

Os resultados mostraram que os niveis de TNF o subiram rapidamente
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desde a primeira hora ,com pico em noventa minutos e voltando a valores
préximos a@o normal na sexta horgll-6 apresentou um aumento mais
gradual, com valores picos em trés horas e normais em oito horas. A
concentracdo de procalcitonina era indetectavel no inicio do estudo. Em 4
horas passou a poder ser observada, apresentou pico em 6 horas e platd
entre a 8% e a 24° hora, ndo houve aumento na produgdo de calcitonina.
Pode ser concluido gue as endotoxinas induzem aoc aumento de
procalcitorina sistematicamente e esta deve ser a raz&o do aumento deste

prohdérmonio nas septicemias.
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2. OBJETIVOS

2.1. Determinar se o0s marcadores l|aboratoriais convencionais de
infeccdo distinguem os pacientes definidos como cronicamente doentes e
portadores de infecgbes localizadas, dagueles pacientes que s&o portadores

de infeccdo severa generalizada

2.2.Avaliar se o novo marcador {aboratorial de infecgao Procalcitonina

& capaz de distinguir as duas entidades clinicas mencionadas.

2.3.Comparar os marcadores convencionais com a Procalcitonina no

mesmo cenario clinico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Casuistica
3.1.1Populacdo de pacientes

Foram estudados 22 pacientes, 12 do sexo feminino ¢ 10 do sexo
masculino; com idades variando entre 45 e 89 anos, admitidos em Unidade

de Terapia Intensiva.

Os pacientes foram caracterizados em dois grupo. O Grupo |,
constituido-se de 12 pacientes portadores de infeccdo severa generalizada
(SIRS/Sepsis), e o Grupo ll, constituido-se de 10 pacientes portadores de
doengas cronicas como Diabetes Melitus, Acidente Vascular Cerebral,
Insuficiéncia Renal, Cirrose Hepatica, Neoplasias entre outras, que
desenvolveram SIRS e infeccdes localizadas. Na Tabela | € apresentada a
relacdo de todos os pacientes estudados com a idade, sexo, e 0s
diagnoésticos das patologias desenvolvidas. Quando os agentes infecciosos

puderam ser obtidos em cultura, foram adequadamente citados.

3.1.2. Populacao Controle.

Foram utilizados neste estudo o sangue e o soro de vinte e cinco

individuos saudaveis doadores de banco de sangue.
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TABELA | - Relagao de todos os pacientes estudados.

NOME |id. | SEXO | DIAGNOGSTICO OUTROS
KH.S 66 M Tumor de bexiga, Metastase Pulmonar, Streptococos, Enterococus
Broncopnsumonia, Infecgdo do Trato Fecalis
Urinario.
.M. 75 M Broncopneumonia, Insuficiéncia Pseudomonas no Escarro
Respiratoria.
ZBMD | 55 F Infarto Agudo Miccardio, Coma, Pseudomonas
Broncopneumonia,
Y.S.R. 53 |F Broncopneumonia Pseudomonas Multi-
resistente ,s/Antibidtico
LP.O. |69 F Alzheimer, Infeccio Pulmonar.
RMS, 58 |F Pos operatério Estenose
Aortica, Chogque Bronco-pneumonia.
A .S 59 | M Endocardite, Acidente Vascular Cerebral Em uso de varios
Hemorragico, Coma. antibioticos diferentes
o R 61 M Acidente Vascular Cerebral, insuf. Renal, Staphilococos no
Infecgdo FPulmonar escarro,c/ Antibidtico.
CSs 51 M Hemi-colectomia grave, Infeccdo Pulmonar. | Enterobacter o Antibidtico
Febrit
DG.B [72 F Hemi-colectomia, Infeccéo Pulmonar, Pseudomoncnas
B.G.G |81 M Diabetes Melitus, Insuficiencia Renal Pseudomonas Multi-
Aguda, Infeccao Renal Resistente.
B.F.F. 87 F Trombose Venosa Profunda, Embolia
Pulmonar, Infeccéo pulmonar
M.L.M. 84 F Cirrose, Insuficiéncia Hepatica, Infecgdo . Liguido Peritonial
Bukholderia sp.
RPSF |45 [ M Cirrose, Insuficiéncia Renal Crbnica, Mal Estado Geral , Melena.
infecgdo Pulmonar.
MILS.M | 55 F Insuficiéncia Renal Cron. D. Melitus
Descomp. Infecgdo renal
A .SB. 74 | F Acidente Vascular Cerebral , Choque. infeccdo de pele
staphilococos
ERCM 89 | F Colecistite Aguda, derrame pieural. Infeccan localizada
LMV |81 F Asmadtico , Brocopneumonia Pseudomoenas
ZK.G. 85 M Dermatopclimiosite, infecgo de pele
Importante
EZJ 69 I M Fasciotomias Membro Inf. Esq., Cl/infecc@o | Staphilococos, Grave fez
Purulenta Severa. usc Papa de Hemac.
ET. 83 | M Parada Cardio Raspiratdria. Staphiiccocos em
Secrecao Tragueal.
N.P.L. 64 | F Acidente Vascllar Cerebral . Escaras Pseudomonas

disseminadas.

RSy
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3.2. Determinag¢ao da velocidade de hemossedimentagéao

A velocidade de hemossedimentacac foi realizada pelo método de
Westergreen .0 sangue de pacienies e controles foi aspirado em um tubo a
vacuo com EDTA. Colocou-se o0 sangue aspirado na marca superior do
suporte e apds exata uma hora foi realizada a leitura da coluna hematica.
Como valor de referéncia, consideramos normal até 10 mm na primeira hora.
Os materiais utilizados neste procedimento foram as pipetas de Westergreen

e suporte para pipetas.

3.3. Contagem de glébulos brancos

A contagem de glébulos brancos foi realizada por método automatico,
pelo Coulter T 890 ,onde se utiliza sangue com EDTA, e a Ieitura ¢ feita por

métodos eleirdbnicos.

3.4. Determinacao da quantificagao de Proteina C- Reativa

A dosagem de proteina C-reativa foi realizada no soro dos pacientes
e coniroles, apds obtencdo do sangue colhido em tubo seco e centrifugado

10 minutos a 1500 rpm.

_ Utilizada técnica quantitativa, com amostras a temperatura ambiente
(15°C-25°C). Em uma placa de vidro com fundo escuro colocam-se em
campos distintos, 50 ul da amostra do paciente, S0ul de soro conirole
positivo, e S0ul de soro controle negativo; adicionam-se 50ul da solucée de

absorcdo junto as amostras e controles; com um pailito mesclador
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descartavel faz-se uma solugdo uniforme e imprimem-se movimentos
rotatdrios. Dispara-se o crondmetro por 2 minutos, observa-se se houve a
ocorréncia de aglutinacdo. Em casos positivos, titulam-se os soros atraves de
uma série de diluigdes. O reagente utilizadc (Rapitex CRP} consiste de
particulas de poliestireno sensibilizadas com uma gama globulina especifica
anti-Proteina-C Reativa, em uma concentracdo de aproximadamente Bmg/l.
Assim sendo, ao se obterem reacdes positivas de aglutinacdo em diluigbes,
cujos titulos sejam de £,1/4,1/8,1/16,1/32, estamos obtendo as
concentracdes de 12mgli, 24mg/l, 48mg/l,96mg/t,192mg/! de Proteina C-

Reativa no soro do paciente.

3.5. Quantificagdo dos niveis de Procalcitonina

A praocalcitonina foi medida por ensaio imunoluminomeétrico com
reativos obtidos da B.RAHMS Diagnostica GmbH. Dois anticorpos
monoclonais antigeno especificos que se ligam a procalcitonina ( 0 antigeno)
em dois diferentes sitios de ligacdo, o da Katacalcina (na sequéncia de
aminodcidos entre 96 a 108) e o da Calcitonina s&o colocados em excesso.
Um dos anticorpos descritos é luminescente, conhecido como o marcador
(“Tracer’), e o outro é fixado na porgao interna dos tubos . Durante periodo
de incubac&o, ambos os anticorpos reagem com as moléculas de
procalcitonina da amostra para formar um complexo conhecide como *
sanduiche “Como resultado o anticorpo com atividade luminescente se liga &
superficie interna do tubo. Finda a reagdo o excesso do marcador &
completamente removido do tubo. Ent&o, o que ficou do marcador nas
paredes do tubo de teste foi quantificado pela medida do sinal luminescente
automaticamente através de um apareiho luminométrico e dos reagentes do

kit basico do LUMlIltest. A intensidade do sinal luminescente € diretamente
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proporcional a concentragdo de Procalcitonina da amostra e a leitura final
feita no luminometro de marca MGM Instruments Inc., modelo Optocomp 1,
série 121043 (New Haven- USA).

Na realizacdo deste experimento e importante observar gue 0s tubos
de reagentes e soros estejam em temperatura ambiente; os calibradores,
controles, © marcador e a solugao de lavagem devam estar reconstituidos; os

tubos devem ser protegidos da luz durante a incubagéo.

Individuos normais apresentam concentragbes de Procalcitonina
menores de 0,5 ng/mi. A padronizacdo de uma curva de dose classica pode

ser vista no apéndice.

3.5. Analise estatistica

A comparacido entre os grupos foi feita utilizando-se os testes de
Kruskal-Wallis e Dunn. Estes iestes ndo parametricos foram escolhidos
devido ao fato de que os valores encontrados n&o apresentavam distribuicéo

normal em curva de Gauss.
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4. RESULTADOS

Todos os resultados encontrados nas quantificages de PCT e PCR,
na contagem total de gldbulos brancos e na verificacdo do VHS podem ser

observadas e individualizadas nos diferentes grupos.

Na Tabela- Il estdo discriminados os valores enconirados para o
grupo |, constituido de pacientes em SIRS/Sepsis. Observe-se gue o0s
valores da dosagem quantitativa de Proteina C- reativa estdo muito
aumentados, nenhum destes pacientes apresentou valores proximos ao
normal que € de 6 mg/l; 5 de 12 pacientes apresentaram 86mg/i, 4 pacientes
chegaram ao valor de 192mg/l,0 maximo encontrado foi de 384mg/l.Quanto
aos valores de velocidade de hemossedimentacdo, nota-se que existe uma
grande variagdo. Mais da metade dos pacientes (7 individuos) deste grupo
exibem valores entre 15 e 34 mm; existem 3 pacientes na faixa de 100mm,
este é considerado um valor alto na pratica clinica. Os valores da contagem
de glébulos brancos apresentam desde um caso de leucopenia de 900 por
mm° até dois casos com leucocitose acima de 20.000 glébulos brancos por
mm° : a maior parte dos pacientes apresentam nimeros elevados, porem na
faixa de 10.000 & 15.000 glébulos brancos por mm® .Os valores de
Procalcitonina quantificados neste grupo estéo todos acima do normal de
0,5ng/ml; nota-se que s&o valores muito elevados com casos de 68,8ng/mi,

174ng/ml e © maximo de 207ng/mi.

Na Tabela-1ll encontram-se os pacientes do grupo i, portadores de
patologias cronicas e infeccdes localizadas. A quantificagéo de Proteina C-
reativa neste grupo, apesar de apresentar um valor de 1892mg/l , revela
alguns casos dentro da normalidade( 3 pacientes), metade dos pacientes

apresentam valores aumentados entre 48mg/l e 96mg/l.Quanto aos valores
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na mensuragao da velocidade de hemossedimentacdo, nota-se que estdo
também aumentados, com apenas um valor exorbitante de 107 mm. a
metade doOs pacientes encontra-se na faixa de 30 a 50 mm na primeira hora.
No se ob>serva leucopenia neste grupo e apenas um valor de 23.900mm?>, 3
pacientes apresentam valores dentro do normal considerado de 5.000 &
10.000 glébulos brancos por mm®, mais da metade dos pacientes deste

grupo apresentam discreta leucocitose.

Os resultados encontrados no grupo controle estdo na Tabela IV,
trata-se de individuos s&os e que portanto apresentam a maior parte dos

valores dentro da normalidade.

As comparagdes entre os diferentes grupos e os valores encontrados

de PCR, VHS, nimero de gldbuios brancos e PCT serdo aprentados a seguir
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TABELA H-PACIENTES DO GRUPO | {(PORTADORES DE SIRS /SEPSIS)

PACIENTES P.C.R.(ma/f) V.H.S.(mm) P.C.T.(ng/ml) GLOB. BRJmm®
KH.S. 192 120 128 13.000
F.M. %6 15 12,9 12.100
ZB.MD. 48 65 174,5 13.100
YSR. 96 g5 207,0 15.500
A.S. 96 34 16.1 23.300
RM.S. 48 25 2.24 22.800
Cs. 192 127 1,28 7.800

D.G.B. 96 29 17 12.200

B.G.G. 192 27 41 5200

RPSF. 96 30 7.2 900

JMV. 192 32 68,8 8.900

EZS. 384 100 66,0 10.900

TABEL A-lil- GRUPO Il (PACIENTES PORTADORES DE PATOLOGIAS

CRONICAS E INFECCOES LOCALIZADAS)

PACIENTES P.C.R.(mg/l) V.H.S (mm) P.C.T.(ng/ml) GLOB. BRJmm®
LPO. I 33 0.03 16.000
OR. 05 6 0.007 17.600
NPL 9 29 17 12.200
BFE. 9 107 0,05 11.300
M.LM. 23 80 66 19.000
ASB. 04 25 0.007 8.400
NS M. 04 50 0.2 12.400
ERCM a2 40 0.4 23.500
ET. 192 50 0.01 5700
ZKG. 24 10 0.03 8.000




TABELA-IV- GRUPO CONTROLE (INDIVIDUOS SAUDAVEIS)

PACIENTES P.C.R.(mg/l) V.H.S.(mm) | P.C.T.(ng/mi) GLOB. BR/mm®
1 3 10 0,11 5100
T2 3 9 0,1 4200
3 3 ) 0.1 3.700
4 0 B 0,14 6.100
5 3 8 0,02 7.200
6 6 7 0,12 7.500
7 3 8 0,66 9.100
8 3 7 0,08 10.000
5 3 10 0,12 7.500
10 6 8 0.02 4.300
11 6 8 0 3.800
12 6 8 0,07 4.500
13 6 7 0,10 5.000
14 3 2 0,10 9.000
15 6 5 0 3.000
16 6 4 0.1 7.000
17 4 8 0,04 5,900
18 6 10 0,04 6.000
19 6 7 0 4.800
20 6 0,1 7.000
21 6 0,9 6.800
22 3 11 0,1 8.000
23 3 0,1 7.200
24 0 2 0,06 7.800
25 0 10 0 6.200
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4.1.Valores quantificados de Proteina C-Reativa no soro dos

pacientes dos grupos |, il e controle.

A Proteina C-Reativa (PCR) apresenta seus valores maximos de
394mg/l e 192mg/l; os valores minimos de 48,0mg/l e 3mg/l respectivamente
nos grupos | e li; a mediana e a média s&o de 96,0mg/t , 144,0mg/l no grupo
le 48 0mg/l, 80,8mg/l nogrupall.

Como ndo houve uma distribuicdo normal, nestes e nos outros
parametros avaliados foi utilizado um teste ndo paramétrico chamado de
Kruskai-Wallis, para indicar a presenga de diferenca entre os grupos
estudados . Para complementar a andlise foi utilizado o Teste de Dunn que
discrimina ©s valores diferentes. Desta forma ao verificar a Tabela- V nota-se
a letra A, indicando que o grupo de controle diferencia-se dos grupos | e |l
gue receberam a letra B. Portanto, as semelhancas encontram-se nos grupos
| e Il. De acordo com os testes aplicados, podemos afirmar com significancia
estatistica (p<0,001) que estes grupos sado diferentes do controle ¢ gue
consequentemente os grupos de doentes apresentam aumento significativo
de Proteina C-Reativa, ao contrario do grupo de controle que se constitui de

individuos sadios.
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Na Figura-6 estdo representados grupos | e Il. 50% dos valores de
PCR encontrados no grupo |, estdc acima da mediana tracada em negrito.
No Grupo I os valores medios e a mediana estdo mais proximos e este fato

pode ser observado na figura.

0O grupo de controle apresenta todos 0s seus valores iguais ou abaixo
de 6mg/l © que faz com que a média, a mediana e enfim todos os valores

encontrados estejam muito proximos

A Proteina C- Reativa ndo diferencia os grupos de pacientes em
SRIS/Sepsis dos com infeccio localizada , embora seja capaz de diferenciar

individuos doentes de saudaveis (grupo controle).
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Figura 6 - Valores médios de Proteina C-Reativa (mg/l)
quantificada no soro de pacientes dos Gruposi{Portadores
de infeccdo severa-SIRS/Sépsis),

il{ portadores de patologias crénicas e infecgdes localizadas)
e Controle{individuos normais).
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4.2 Verific acao da velocidade de hemossedimentacédo (VHS)

Os wailores médios de VHS s&o altos e proximos nos grupos | e |,
58,17 mm e 44,00 mm respectivamente, diferentes da média de 7,18mm do
grupo controle. O mesmo ocorre com a mediana de 33,0mm no grupo |,
38,5mm no grupe Il e 8 mm no grupo controle. Consegquentemente, temos
que os valores maximos € minimos encontrados para os grupos | e i
também s&o0 proximos( Tabela-V). Todos os valores foram mensurados na 1’

hora.

O aumento na velocidade de hemossedimentag&o se deu nos grupos
de doentes em sepsis ou com infeccao localizada de forma semelhante. Este
parametro nao é capaz de diferencia-los, embora os diferencie do grupo
controle com significancia estatistica. No teste de Dunn ambos recebem a
letra B, enqQuanto o grupo controle recebe a letra A; na Figura-7, observam-se
graficamente os dados da Tabela-V e a expressdo de todos os valores

mencionados.
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Figura 7 - Valores médios da Velocidade de
remossedimeantacdo{mm) nos Grupos {{Portadores
de infeccles severas generalizadas-SIRS/Sépsis),
i{portadores de palolcgias crénicas e infeccdes
iocalizadias) e Controle(individuos normais)
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4.3. Avaliagéao dos valores encontrados na contagem total de Globulos

Brancos

A contagem total de gldbulos brancos encontra-se dentro de valores

estipulados como normais nos individuos do grupo controle.

Os valores maximos de contagem nos grupos | e |f foram de 23.300 e
23.900 respectivamente. Valores minimos de 12.150 no grupo | e de 12.300
no grupo Ii. Vaiores de média e mediana também muito proximos entre o

grupo de doentes.

Contudo, ndo houve uma diferenga estatisticamente significante entre
os grupos( p= 0,045). Na Figura-8 podem ser visualizados os grupos e 0
conjunto de valores encontrados agrupados em percentual da mesma forma

gque nas figuras anteriores.
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Figura 8 - Valores médios do nlimero de Gidbulos

Brancos nos Grupos i(Portadores de infecgio severs

generalizada-SIRS/Sépsis), li(portadores de patologias

cronicas e infeccdes localizadas) e Controle( indfviduos
normais)
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4.4.Concentracdo de Procalcitonina no soro de pacientes dos grupos |,

il e controle.

O grupo |, apresenta uma grande variagdo entre os valores minimos e
maximo s de PCT {(1,29ng/ml e 207.0ng/mi); a média € de 47,89ng/ml e a
mediana 12, 85ng/mi.

O grupo Il apresenta o valor minimo de 0,01ng/ml e o maximo de
1,7ng/mi, a meédia de 0,30ng/ml e a mediana de 0,04ng/ml . Considerando-se
normais as quantificagdes inferiores a 0,5ng/ml, nota-se que nfo houve uma
elevagdo expressiva neste grupo de pacientes portadores de patologias

cronicas.

O grupo de individuos controle apresentou um Unico valor acima do

normal sem nenhum significado estatistico.(0,9ng/ml).
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A visualizag&o destas informacdes pode ser obtida através das caixas
de agrupammento de valores ou "Box plot” (Figura-9); a linha em negrito no
interior do retangulo amarelo que representa o grupo | indica a mediana, no
interior do retanguio est&o os valores mediocs, abaixo & acima encontram-se
25% dos wvalores. Nota-se que os valores dos grupos !l e controle séo

proximos € N&o chegam a ter uma expresséo grafica importante.

A procalcitonina consegue diferenciar o grupo de pacientes em
SiIRS/Sepsis (grupo 1) do grupo de doentes portadores de infeccéo localizada
(grupo lI). Esta obsevacdo & muito importante. Notemos que foi o Unico
marcador capaz de diferenciar o grupo | dos grupos [l e controle, na Tabela V
comprova-se& a diferenca pelas letras recebidas (grupo controle e grupo li
apresentam a letra A, enguanto o grupc | recebeu a letra B, existe

significancia estatistica com p<0,001).
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Figura 9- Valores médios de Procalcitonina{ng/mi)
quantificada no soro de pacientes dos Grupos
i{(Portadores de infecgdo severa generalizada-
SIRS/Sepsis), Hi(Portadores de patologias cronicas
infeccdes localizadas) e Controle( individuos normais).



DISCUSSAO

O presente estudo visa avaliar a possibilidade de que a
Procalcitonina(PCT), um novo marcador sérico, possa ser Ut para
discriminar a intensidade da atividade inflamatdria e infecciosa aguda no
homem. Os trabalhos iniciais a respeito, sugerem que a Procalcitonina possa
ser um marcador de resposta inflamatdria, apresentando um comportamento
que lembra o das proteinas de fase aguda, liberadas pelo hepatdcito através
da acdo das interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-8)(SCHLAG & REDL, 1996). Os
dados que obtivemos neste estudo parecem indicar que a PCT, um marcador
independen’te da agdo de interleucinas, sugere refletir com mais preciséo o
que parece ocorrer clinicamente no paciente grave infectado. Nossos dados
estdo de acordo com alguns dos autores da literatura(WANG et al, 1998;
ASSICOT et al, 1993;KARSAI et al, 1997 entre outros)

Quando pacientes em SIRS(Sindrome de Resposta Inflamatéria
Sistémica) e infecgdo restrita ou localizada foram avaliados, observamos que
o comportamento da PCT € idéntico ao do grupo controle, portanto estes
dados novamente nos levam a deduzir que a PCT n&o deve sofrer o estimulo
de interleucinas proinflamatérias como a IL-6(FASSBENDER et al, 1996).
Entretanto, pacientes com intensa atividade inflamatéria, na maioria das
vezes provocadas por infeccdo generalizada, apresentaram um importante
aumento nas concentragbes de PCT. Estas observagBes permitem que
possamos diferenciar estes grupos através da PCT |, o0 que n&o ocorre com

as proteinas de fase aguda interleucina dependentes como a proteina c-

reativa,

Na revisao da literatura pertinente, € possivel verificar que infecgdes
bacterianas severas ({sepsis) com manifestaces sistémicas, estdo

associadas ac aumento dos niveis sericos de Procaicitonina (KARSAI, W et
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al, 1997}, © mesmo nao ocorre em casos de infeccdes virais ou de infeccbes
bacterianas localizadas(ASSICOT et al., 1993). Nossos resuitados apontam
para a mesma diregdo. Como pode ser observado na tabela-ll os valores de
P.C.T. em pacientes do grupo |, criticamente comprometidos com infecgdes
sistémicas, est&o todos aumentados. Valores estatisticamente significantes
diferindo este grupo de doentes que passamos a chamar de criticos dos

individuos dos grupos li{pacientes com infec¢bes localizadas) e os controle.

Alguns autores demonstraram que os valores da concentragdo de
PCT sao uteis em diferenciar a etiologia de agentes infecciosos.
Conseguiram diferenciar quadros de meningites de origem viral de outros de
origem bacteriana e demonstraram que os pacientes com niveis de PCT
iguais ou  superiores a 5ng/ml eram portadores de quadros
bacterianos.{(GENDREL et al, 1997). Em casos de pacientes portadores do
virus da Sindrome de Imuncdeficiéncia Adquirida (AIDS) concomitantes com
infecgbes bacterianas generalizadas, os valores de PCT aumentaram muito,
evento que ndo ocorreu guando foram analisados portadores do virus da
AIDS com infeccles localizadas, mesmo em estagios terminais de doenca
(GERARD et al, 1997). Estes dados abrem uma perspectiva importante no
sentido da escolha de um tratamento mais adequado.( o uso de antibidtico

terapia ou antivirais ou mesmo antifungicos).

QOutros autores conseguiram correlacionar diretamente a gravidade da
doenca e a gquantidade de PCT dosada no soro dos pacientes(DE WERRA et
al 1997). Nossos dados também apontam para valores mais elevados de
procaicitonina de acordo com a gravidade dos casos, e em muitos destes
casos, por infecgdo de origem causada por bactérias Gram negativas,
especialmente Pseudomonas aeruginosa, € possivel que as toxinas liberadas

por estas bactérias elevem especialmente os niveis de P.C.T.(DANDONA et
al., 1994).



As determinacdes de Procalcitonina podem ser também utilizadas com
valor progniéstico, orientando 0s casos mais graves quando s&o encontradas
concentracOes mais elevadas, e sugerindo boa resposta terapéutica nos
casos em que ocorra uma diminuicdo e até normalizacéo de seus valores,
apods tratarmento com antibioticoterapia. O valor prognéstico da Procalcitonina
pode vir a ser um bom uso deste marcador de infeccdes severas
generalizadas (WHANG et al, 1998). Trabalhos futuros devem ser iniciados

para responder estas observacoes.

Muito antes da descoberta da Procalcitonina, a Proteina C-Reativa
vinha se mostrando util para diferenciar processos inflamatérios de
infecciosos, segundo alguns autores(PELTOLA et al. 1998 HASSON et
al..1993). A PCR obteve sucesso em diferenciar pneumonias verdadeiras de
infecgbes endotraqueais, em pacientes com doenga puimonar obstrutiva
cronica (SMITH et al, 1995); ao detectar sepsis em pés operatdrio de
criancas (CHWALS et al1894) e ate mesmo ao diferenciar uma infeccdo
bacteriana de uma viral (SHAW, 1991.). Em um recente estudo, a Proteina C-
Reativa e a Procalcitonina foram simultaneamente avaliadas em criangas
portadoras de doencas infecciosas. A PCT apresentou determinacfes com
aumentos precoces, assim como retornou seus vaiores ao normal mais
rapidamente que a PCR.(MONENERET et al., 1997). Nossos resultados
também demonstram uma significativa elevacio da concentracdo de PCR
nos casos de infeccdo dos grupos | e Il 08 guais, apresentaram elevadas
concentracbes de PCR, se comparados ao grupo controle. Porém,
demonstram que & PCR néo € capaz de mensurar a gravidade dos casos. A
Procalcitonina sugere ser um melhor marcador durante infecgbes com

manifestacOes sistémicas generalizadas (SIRS/Sepsis).



A PCR e o VHS sao considerados marcadores de atividade
inflamatéria aguda(SOX et al, 1986). Nos encontramos elevacéo dos valores
de VHS, nos Grupos | e li{ Tabela-V e Figura 7). Nota-se que os valores
maximos, as médrias e medianas, apresentam determinagdes similares nos
dois grupos; ambos, sao constituidos de individuos infectados, de forma
sistémica ou localizada, o0 que demonstra a n3o especificidade deste
marcador em diferenciar quadros sépticos de infecgbes localizadas. Observe-
se gue sao todos pacientes internados em uma Unidade de Terapia
Intensiva, alguns com mau prognostico devido a idade e o acometimento de
varias patologias, como insuficiéncia renal, diabetes, seqiielas de acidente
vascular cerebral entre outros. Tanto para os gregos como para a medicina
atual, a determinacéo da velocidade de hemossedimentacdo € um método
laboratorial, aonde seria possivel detectar a presenca de maus “humores”
organicos, hoje conhecidos como inflamacéo. E inespecifico, em geral reflete
o aumento do fibrinogénio. (BRIDGEN, M., 1998 e BEDDEL, S.E., et al,
1985).

Finalmente, um outro marcador indireto de resposta inflamatoria
sistémica e infeccbes, seria a contagem do numero total de glébulos
brancos, que apresentou grandes variacbes sem significancia estatistica
entre os grupos por nés avaliados. Ao correlacionar a influéncia da
leucopenia e as concentracbes de Procalcitonina, AL-NAWAS et al | 1996,
nao conseguiu significancia estatisticas em suas avaliagcbes, embora, tenha
observado que nao existe influéncia da leucopenia na producao de PCT, ou

seja, que a imunossupressdo néo interfere na producéo de PCT .

Em suma, 0 nosso estudo demonstra pela primeira vez na literatura,
com as caracteristicas do grupo de pacientes estudados, gue o marcador

sérico Procailcitonina (aparentemente néo interleucina dependente) sugere



ser superior a outros marcadores imunologicos para detectar intensidade de

atividade inflamatoria associada a infecgao severa generalizada.

- Estudos futuros devem procurar correlacionar os achados de PCT, um
elemento biologico de natureza n&o imunologica, com a proposta de gque

certas interleucinas poderiam ser utilizadas com o mesmo objetivo.

O usode PCT podera se mostrar til, como vém demonstrando alguns
trabalhos mna monitorizacdo de pacientes em SIRS que venham a
desenvolver infeccio sistémica. Os grupos de pacientes que se incluiriam
nestes casos seriam aqueles submetidos a grandes cirurgias ou
traumas(MIMOZ et al, 1998), imunossuprimidos(EBERHARD et al, 1997; AL-
NAHWAS &SHAH, 1996) e pacientes com infecges localizadas que, devido
a internac&o hospitalar(FASSBENDER et al ,1996), podem vir a ser
acometidos de bactérias mulliresistentes evoluindo para septicemia.
Portadores de pancreatites agudas(RAU et al, 1997), e pacientes
transplantados(GERARD et al, 1995) também poderdo se beneficiar deste

método.
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6. CONCLUSOES

1.0 novo marcador sérico, a Procalcitonina, de acordo com nossaos
resultados, mostrou-se Uit para diferenciar estados inflamatdrios e

infecciosos severos.(SRIS/Sepsis).

2.As dosagens de VHS , PCR e a contagem total do nimero de
gldbulos brancos ndo diferenciam SIRS de SIRS/Sepsis, ou seja néo
descriminam de forma significativa a atividade inflamatodria sistémica isolada

de quadros infecciosos .
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