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RESUMO

Os disturbios da reatividade microvascular t€ém sido associados as disfungdes organicas e a
piores desfechos clinicos na sepse. O potencial diagndstico e progndstico da avaliagdo da
reserva microvascular isquémica periférica (RMIP) como forma de monitorizagao desses
distarbios foi demonstrado recentemente no choque séptico. No entanto, até o0 momento, nao
existem evidéncias claras na literatura confirmando tal achado na sepse e investigando possiveis
fatores associados ao seu valor prognostico. Nesse sentido, o presente trabalho buscou avaliar
essa ferramenta de monitorizagao microcirculatoria na sepse e investigar a influéncia dos niveis
de lactato e dos neuropeptideos no potencial prognostico da RMIP. Trata-se de um estudo
observacional realizado em 4 unidades de terapia intensiva (UTI) de Curitiba-PR, entre
novembro de 2020 e maio de 2022. Foram incluidos pacientes adultos com o diagndstico de
sepse. Apos o periodo de ressuscitacdo volémica, a RMIP foi avaliada utilizando a associacao
dos métodos de hiperemia reativa pds oclusdo (HRPO) vascular com o indice de perfusdo
periférica (IPP) por dois dias consecutivos. Adicionalmente, foram coletadas amostras de
sangue venoso periférico pré e pos teste nas primeiras 24 horas (h) para avaliacdo dos niveis de
neuropeptideos, e de sangue arterial pré-teste no 1° e 2° dia de avaliagdo para analise dos niveis
lactato sérico. Andlises realizadas: 1. Comparacdo dos dados entre grupos com alta e baixa
RMIP na sepse; 2. Avaliagdo progndstica seriada da RMIP na sepse e seus subgrupos (com e
sem choque); 3. Andlise das variagdes dos niveis de lactato entre os grupos (alta e baixa RMIP)
ao longo das primeiras 48 h do diagnoéstico da sepse no contexto da hiperlactatemia persistente
(HP); 4. Correlacao entre os niveis de lactato e sua dinamica temporal (DTL) ao longo das
primeiras 48 h com a RMIP; 5. Correlagdo entre os niveis basais dos neuropeptideos e suas
variacoes pré e pos teste de HRPO com a RMIP nas primeiras 24 h do diagnéstico da sepse.
Foram incluidos no estudo 226 pacientes. Desses, 117 (52%) apresentavam-se com baixa RMIP
e 109 (48%) com alta RMIP no 1° dia de avaliacdo. A presenca de uma alta RMIP foi associada
a uma maior mortalidade intra-hospitalar em 28 dias na sepse (RR 1,25, IC 95% 1.00-1,55,p =
0,04), e manteve-se como preditor independente na analise multivariada. Ja quando analisamos
tais diferencas nos subgrupos da sepse, essas somente foram significativas no choque séptico,
tendo o grupo de alta RMIP um maior risco para mortalidade (RR 2,14, IC 95% 1,49-3,08, p =
0,01), quando comparado com o de baixa RMIP. A analise temporal da RMIP ndo demonstrou
manuten¢do do valor preditivo para mortalidade ao longo das primeiras 48 h em nenhum dos
grupos (p > 0,05). A avaliacdo da variagdo dos niveis do lactato ao longo das primeiras 48 h
mostrou uma reducdo mais efetiva no grupo com baixa RMIP (p < 0,01). Adicionalmente foi
verificada uma fraca correlacao entre RMIP (%) e niveis de lactato (mmol/L) no 1° dia de
avaliagdo (r = 0,23; p < 0,05). No entanto, ndo foram observadas correlagdes significativas (p
> (,05) entre essas variaveis no 2° dia, nem entre a RMIP 24 h (%) com os valores da DTL (%).
Por fim, o presente estudo ndo observou correlagdes significativas entre os niveis basais (pg/ml)
ou variagoes dos niveis de neuropeptideos pré e pos teste HRPO (%) e a RMIP (%) dentro das
primeiras 24 h do diagnostico (p > 0,05). Em conclusdo, a presenca de uma alta RMIP
demonstrou ser um potencial marcador progndstico na sepse nas primeiras 24 h do diagnostico,
sendo que os valores no choque séptico representaram possiveis mediadores de efeito.
Aditivamente, a RMIP parece influenciar positivamente nos niveis de lactato, de tal forma que
pacientes com uma baixa RMIP aparentemente reduzem mais eficientemente esse biomarcador
no contexto da HP. Por fim, embora os neuropeptideos possam ter um papel prognostico na
sepse, estes ndo parecem contribuir para a RMIP.

Palavras-chave: sepse; microcirculagdao; reatividade microvascular; indice de perfusdo
periférica; peptideo relacionado ao gene da calcitonina; substancia p; lactato.



ABSTRACT

Disorders of microvascular reactivity have been associated with organ dysfunction and worse
clinical outcomes in sepsis. The diagnostic and prognostic potential of ischemic peripheral
microvascular reserve (PIMR) assessment to monitor these disturbances was recently
demonstrated in septic shock. However, so far, there is no clear evidence in the literature
confirming such findings in sepsis and investigating possible factors associated with its
prognostic value. In this sense, the present study aimed to validate this new tool for
microcirculatory monitoring in sepsis and to investigate the influence of lactate levels and
neuropeptides on the prognostic potential of PIMR. This observational study was conducted in
four intensive care units in Curitiba-PR between November 2020 and May 2022. Adult patients
diagnosed with sepsis were included. After the volume resuscitation period, the PIMR was
evaluated using the association of vascular post-occlusion reactive hyperemia (PORH) with the
peripheral perfusion index (PPI) methods for two consecutive days. Additionally, pre and post-
test peripheral venous blood samples were collected in the first 24 h to assess neuropeptide
levels, and pre-test arterial blood samples were collected on the first and second days of
evaluation to analyze serum lactate levels. Analyses: 1. Comparison of data between groups
with high and low PIMR in sepsis; 2. Serial prognostic evaluation of PIMR in sepsis and its
subtypes (with and without shock); 3. Analysis of variations of lactate levels between groups
(high and low PIMR) over the first 48 h of sepsis diagnosis in the context of persistent
hyperlactatemia (PH); 4. Correlation between lactate levels and their temporal dynamics (TDL)
over the first 48 h with PIMR; 5. Correlation between baseline neuropeptide levels and their
variations pre and post-PORH test with PIMR over the first 24 h of sepsis diagnosis. Two
hundred twenty-six patients were included in the study. 117 (52%) of these had low PIMR, and
109 (48%) had high PIMR on day 1 of evaluation. A high PIMR was associated with higher in-
hospital 28-day mortality rates in sepsis (RR 1.25, 95% CI 1.00-1.55, p = 0.04), maintaining its
value to prognosis in multivariate analysis. When we analyzed such differences in sepsis
subgroups, they were only statistically significant in septic shock, and the group with high
PIMR had a higher risk for 28-day mortality (RR 2.14, 95% CI 1.49-3.08, p = 0.01) when
compared to the group with low PIMR. Subsequently, a temporal analysis of PIMR did not
demonstrate maintenance of the predictive value for mortality over the first 48 h in either group
(p > 0.05). Evaluation of the variation in lactate levels between groups over the first 48 h
showed a more effective reduction in lactate levels in the group with low PIMR (p < 0.01).
Furthermore, a weak correlation was found between PIMR (%) and lactate levels (mmol/L) on
day 1 of evaluation (r = 0.23; p < 0.05). However, no significant correlations (p > 0.05) were
observed between these variables on day 2, nor between 24 h PIMR (%) with TDL values (%).
Finally, the present study observed no statistically significant correlations between baseline
levels (pg/ml) or variations in pre- and post-test PORH neuropeptide levels (%) and the PIMR
(%) within the first 24 h of diagnosis (p > 0.05). In conclusion, a high PIMR was shown to be
a potential prognostic marker in sepsis within the first 24 h of diagnosis, with values in septic
shock representing possible effect mediators. Additively, PIMR appears to positively influence
lactate levels, such that patients with a low PIMR apparently reduce these biomarker levels
more efficiently in the context of PH. Finally, although neuropeptides may have a prognostic
role in sepsis, they do not appear to contribute to PIMR.

Keywords: sepsis; microcirculation; microvascular reactivity; peripheral perfusion index;
calcitonin gene-related peptide; substance p; lactate.
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1 INTRODUCAO

A sepse corresponde a um distirbio que ocorre mediante a entrada de um organismo
patogénico no corpo humano no qual as respostas imune-metabolicas acontecem de forma
generalizada e desregulada, resultando em disfung¢des organicas potencialmente fatais (SINGER
etal., 2016). Apesar dos avangos em relagao ao seu entendimento fisiopatologico, esse distarbio
acomete anualmente milhdes de pacientes e persiste como uma das principais causas de obito

mundialmente (RUDD et al., 2020).

O ambiente instavel da sepse frequentemente induz a uma disfun¢do macrocirculatoria
a qual, normalmente, consegue ser contornada com uma ressuscitacio hemodindmica bem-
sucedida. Além disso, em grande parte dos pacientes tal medida clinica concomitantemente
determina uma otimiza¢do do fluxo sanguineo microcirculatério (OSPINA-TASCON et al.,
2010; POTTECHER et al., 2010). No entanto, mesmo com a estabilizacdo dos parametros
macrohemodinamicos, uma parcela desses pacientes evolui com uma disfun¢io progressiva da
microcirculagdo, caracterizando uma perda de coeréncia entre a macro a € microcirculagdo, a
qual esta associada ao desenvolvimento das disfuncdes organicas e a piores desfechos clinicos
(DE BACKER et al., 2002, 2013; SAKR et al., 2004; OSPINA-TASCON et al., 2010;
TRZECIAK et al., 2007). Dentre os mecanismos atribuidos ao acometimento progressivo da
microcirculagdo, ressaltam-se a os disturbios de reatividade microvascular os quais sdo
caracterizados por uma disfunc¢do na capacidade do vaso em contrair ou relaxar mediante certos

estimulos (DE BACKER et al., 2014).

Nos tltimos 10 anos, evidéncias demonstraram o valor e a seguranca da avaliagdo desses
distirbios de reatividade microvascular em 6rgaos periféricos por meio da associagdo de métodos
ndo invasivos, realizados a beira de leito, tais como o indice de perfusdo periférico (IPP) em
associa¢do com um teste dinamico de oclusdo arterial denominado Hiperemia reativa pos-oclusio
vascular (HRPO) para avaliar a variacdo percentual do fluxo sanguineo em resposta a uma
hipoxia tecidual transitoria (HE et al., 2013; MENEZES et al., 2018; 2019) e, dessa forma,
estimar a reatividade e reserva microvascular isquémica periférica (RMIP). Interessantemente, o
estudo de Menezes e colaboradores (2019) observou que pacientes com choque séptico que nao
sobreviveram dentro dos primeiros 28 dias do diagnoéstico, apresentavam maiores valores de
reserva microvascular isquémica periférica quando comparados aos sobreviventes.
Contradizendo tal evidéncia, outros estudos, utilizando outros métodos, tais como, a
espectroscopia proxima do infravermelho (NIRS) e tonometria arterial periférica (PAT)

verificaram associagdes entre uma pior reatividade e a severidade da sepse (DAVIS et al., 2009;
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DOERSCHUG et al., 2007). Dessa forma, at¢ o momento, nao existem evidéncias claras na
literatura confirmando o potencial prognostico da RMIP na sepse e elucidando possiveis

mecanismos fisiopatoldgicos que expliquem esse achado.

Uma possivel hipdtese ¢ baseada no papel das substancias liberadas por nervos
sensoriais denominadas “Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina” (CGRP) e a “Substancia
P” (SP). Esses neuropeptideos, além de constituirem parte dos mecanismos responsaveis pela
vasodilatagcdo cutanea, interferem na modula¢do imunologica (SCHLERETH et al., 2016) e
apresentam valor prognostico ja evidenciado na sepse (BEER et al., 2002; LORENTE et al.,
2015, 2017). Além disso, evidéncias experimentais sugerem fortemente o envolvimento dos
nervos sensoriais cutaneos na resposta pds isquémica em individuos saudaveis (LARKIN;
WILLIAMS, 1993; LORENZO; MINSON, 2007). Nesse sentido, ¢ possivel hipotetizar que um
aumento do nivel dos neuropeptideos na sepse poderia contribuir para alta RMIP e,
concomitantemente, induzir a uma resposta imunoldgica desregulada que explicaria os piores

desfechos.

Outra possivel hipdtese para tal contexto paradoxal seria baseada na dindmica temporal
dos niveis do lactato (DTL) na sepse. Esse representa um biomarcador bem conhecido associado
a hipoperfusao tecidual sendo, dessa forma, essencial para o reconhecimento de disfuncio
cardiocirculatoria (EVANS et al., 2021), analise de resposta terapéutica (GU; ZHANG;
BAKKER, 2015) e avaliagdo progndstica na sepse (CASSERLY et al., 2015). No entanto, uma
vez realizada uma ressuscitagdo hemodinamica bem-sucedida com fluidos, outros mecanismos
devem ser elencados para justificar a persisténcia de niveis de lactato no organismo do paciente
com sepse, tais como: a quantidade de ringer lactato utilizado durante a ressuscitacdo
hemodinamica (BOYSEN S.R.; DORVAL P., 2014); medicacdes em uso (JANSEN T.C., VAN
BOMMEL J., BAKKER J. 2009); perda da habilidade dos tecidos extrairem o oxigénio
secundario aos danos endoteliais microvasculares e edema tecidual, disfungdes mitocondriais e
enzimaticas, aumento da glicolise excedendo a capacidade metabolizagdo, estimulacdo B2
adrenérgica pelas drogas vasoativas, e, por fim, as disfun¢des organicas, reduzindo a capacidade
de eliminagdo desse biomarcador (GARCIA-ALVAREZ; MARIK; BELLOMO, 2014;
SUETRONG; WALLEY, 2016). Nesse sentido, a persisténcia de hiperlactatemia, ¢ sua
conhecida associagdo com piores desfechos (CASSERLY et al., 2015; TANG et al., 2015),
poderia corresponder a uma possivel variavel confundidora na associagdo entre a alta RMIP e

um pior progndstico na sepse.
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Desta maneira, o presente trabalho buscou analisar o valor prognostico RMIP na sepse

e seus subgrupos e investigar os possiveis fatores associados a esse potencial de prever desfechos.

1.1 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

A sepse corresponde a um problema de satde publica global com relevante impacto
socioecondmico e na morbimortalidade. Apesar de sua fisiopatologia nao ser bem compreendida,
os distarbios de reatividade microvascular parecem contribuir para o desenvolvimento das
disfung¢des organicas secundarias a sepse. A dificuldade de visualizagdo desses disturbios entre
orgdos vitais traz consigo a atrativa ideia da avaliacdo de 6rgdos ndo vitais, tais como a pele, por
meio de métodos ndo invasivos, com o objetivo de identificagdo precoce de preditores
mensuraveis e, possivelmente, modificaveis, cujo manejo personalizado possa melhorar os
desfechos clinicos dos pacientes com sepse. Nesse sentido, a avaliagdo do potencial progndstico
da RMIP na sepse e seus subgrupos e investigagdo fisiopatologica, possivelmente, pode auxiliar
no diagnostico das disfungdes microvasculares e contribuir para uma futura validacdo e

orientacdo de manejo clinico.
1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVOS PRIMARIOS

o Analisar o papel prognostico da RMIP por meio da associacdo dos métodos do IPP e

HRPO na sepse e seus subgrupos especificos: com e sem choque.
1.2.2 Objetivos Secundarios

o Analisar as variacdes da RMIP entre sobreviventes e ndo sobreviventes ao longo das
primeiras 48 horas do diagnostico na sepse e seus subgrupos.

o Analisar as variagdes do lactato entre os grupos com alta e baixa RMIP ao longo das
primeiras 48 horas do diagndstico no contexto da hiperlactatemia persistente secundaria a sepse.
o Analisar a influéncia dos neuropeptideos na RMIP de pacientes com sepse.

. Analisar a RMIP como marcador prognostico independente.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SEPSE E CHOQUE SEPTICO: DEFINICAO

A invasdo de microrganismos patogé€nicos em um tecido previamente estéril,
normalmente, resulta em um descontrole da homeostase local (NEVIERE, 2019; RELLO et al.,
2017). No entanto, existem casos em que as alteragdes imunometabdlicas acontecem de forma
desregulada e disseminada, e culminam em disfungdes de diversos e Orgdos e sistemas,

caracterizando a entidade clinica denominada “sepse” (SINGER et al., 2016).

Até o momento, os mecanismos fisiopatologicos da sepse ndo sdo totalmente
compreendidos. Estudos de revisdo demonstraram que esse processo parece englobar uma
interacao desequilibrada e intensificada entre as respostas pro-inflamatorias € imunossupressoras
do sistema imune inato e adaptativo, ativagdo do complemento e da coagulagdo, associada as
alteragdes metabolicas, disfungdes mitocondriais, endoteliais e de microcirculacao (DELANO;
WARD, 2016; VAN DER POLL et al., 2017). Tais fatores induzem modifica¢des estruturais ¢
funcionais em diversos 6rgdos e sistemas, tais como, o cardiovascular, respiratorio, neuronal,

hematolédgico, hepatico e renal (NEVIERE; ROMANOVA, 2019).

O estimulo para o desenvolvimento de tal sindrome pode ser estabelecido por qualquer
organismo infeccioso (CECCONI et al., 2018). No entanto, por muitas vezes esses nao siao
identificados por meio das culturas (GUPTA et al., 2016). Dentre os focos infecciosos mais
comumente acometidos estdo os pulmoes (64%), o abdomen (20%), a corrente sanguinea (15%)

e o trato geniturinario (14%) (KARLSSON et al., 2007; VINCENT et al., 2009).

Em 2016, o 3° Consenso internacional para definicdo de sepse e choque séptico
(SEPSIS-3) estabeleceu uma redefinicdo da sepse como “uma resposta desregulada do
hospedeiro a uma infec¢do associada a disfunc¢des organicas com risco a vida”’(SINGER et al.,
2016), sendo necessario para o seu diagnostico a presenca de uma infeccdo, suspeita ou
confirmada, combinada com uma pontuagdo > 02 no escore “Sequential Organ Failure
Assessment” (SOFA) (SINGER et al., 2016). Esse escore utiliza parametros clinicos cotidianos
para identificar as principais disfun¢des organicas associadas a um processo infeccioso
(LELUBRE; VINCENT, 2018) e estabelece, por meio de sua pontuacdo, uma estimativa de
gravidade do quadro (Tabela 1). As principais alteragdes organicas sdo caracterizadas por
hipotensao, hipoxemia, disfuncao renal, disfun¢do hepatica, trombocitopenia e redugao do nivel

de consciéncia (SINGER et al., 2016).
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TABELA 1 - SEQUENTIAL ORGAN FAILURE ASSESSMENT SCORE (SOFA)

ESCORE
SISTEMA 0 1 2 3 4
RESPIRATORIO
PO2/F102 >400 <400 <300 <200 <100
com suporte com suporte
ventilatorio ventilatorio

COAGULACAO
Plaquetas (x10%) >150 <150 <100 <50 <20
HEPATICO
Bilirrubinas (mg/dl) <12 1.2-19 2.0-5.9 6.0-11.9 >12.0
CARDIOVASCULAR
PAM (mmHg) >70 <70
Catecolaminas (ug/kg/min) Dopamina < 5 Dopamina 5.1-15 ou | Dopamina > 15 ou
por pelo menos 1 hora ou Dobutamina Epinefrina<0.1 ou | Epinefrina > 0.1 ou

(qualquer dose) Norepinefrina <0.1 = Norepinefrina > 0.1
SISTEMA NERVOSO
CENTRAL
Escala de coma de Glasgow 15 13-14 10-12 6-9 <6
RENAL
Creatinina (mg/dl) <1.2 | 1.2-19 2.0-3.4 3.5-4.9 >5.0
Débito Urinario (ml/24h) <500 200

FONTE: Adaptada de SINGER et al. (2016).

LEGENDA: PAM: pressao arterial média; PO2: pressao parcial de oxigénio; FIO2: fracdo inspirada de oxigénio.
Alguns casos de sepse progridem com faléncia cardiocirculatoria, anormalidades

metabolicas e celulares intensas, que resultam em altos indices de mortalidade. Esse ¢ um

subgrupo de sepse denominado choque séptico, cujo diagnostico € estabelecido por: A) uma

hipotensdo refratdria a adequada reposicdo volémica com fluidos (cristaloides); e B) sinais de

hipoperfusao tecidual identificados por valores de lactato sérico > 2 mmol/L (>18 mg/dl), sendo

necessario o inicio de droga vasoativa (noradrenalina) para manter indices de pressao arterial

média (PAM) > 65 mmHg (SINGER et al., 2016).

Por ndo existir tratamento especifico anti-sepse, o controle de tal distirbio consiste em
uma deteccdo precoce, seguida de controle imediato do foco de infec¢do por meio de farmacos
(antibioticos, antifungicos ou antivirais) e uma estabilizacdo hemodindmica com administrag@o

de fluidos endovenosos (cristaloides) e, quando necessario, o uso de drogas vasoativas

(BRACHT; HAFNER; WEISS, 2019).
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2.2 SEPSE E CHOQUE SEPTICO: EPIDEMIOLOGIA

A sepse representa um problema de saude publica global com relevante impacto
socioecondmico e¢ na morbimortalidade (REINHART et al., 2017). Evidéncias recentes estimam
uma incidéncia de sepse global em torno de 48.9 milhdes com uma mortalidade de 11 milhdes

anualmente (RUDD et al., 2020).

Estudos epidemioldgicos provenientes de paises desenvolvidos demonstram uma
reducdo na incidéncia de sepse nos tltimos anos (FLEISCHMANN-STRUZEK et al., 2020). No
entanto, essa sindrome persiste como uma das maiores causas de 6bito em todo mundo. (RUDD
et al., 2020). J& quando o tema ¢ abordado em paises de baixo e médio poder econdmico esse
representa um grande desafio, visto que o diagndstico ¢ tardio, existe uma deficiéncia de leitos
em unidades de terapia intensiva e a coleta de dados ¢ subestimada (STEPHEN; MONTOYA;
ALUISIO, 2020).

Dados recentes de estudos multicéntricos realizados no Brasil demonstram alta
prevaléncia e incidéncia de sepse associadas a taxas de mortalidade, girando em torno de 45-65%
(MACHADO et al., 2017; NEIRA; HAMACHER; JAPIASSU, 2018). Além disso, existe uma
alarmante desigualdade de letalidade entre os setores publicos (55%) e privados (37%) (NEIRA;
HAMACHER; JAPIASSU, 2018). E, quando comparados com paises desenvolvidos, o Brasil
aumentou a incidéncia de sepse nos ultimos 20 anos (31.5/100.000 para 47.4/100.000 pessoas) e
apresentou piores desfechos clinicos (NEIRA; HAMACHER; JAPIASSU, 2018).

2.3 MICROCIRCULACAO

A microcirculacdo compreende pequenos vasos cujo didmetro ¢ menor que 100 pum,
representados pelas arteriolas, metarteriolas, capilares e vénulas (Figura 1) (MASSEY;
SHAPIRO, 2016). A base dessa malha vascular ¢ composta por células endoteliais, células

musculares lisas (principalmente nas arteriolas), hemacias, leucocitos e componentes do plasma
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sanguineo (INCE, 2005). Apesar dessa base ser expressa em todos os tecidos do corpo humano,

sua estrutura e funcao ¢ distinta entre os 6rgaos (COBERT; SCHMIDT, 2016; INCE, 2005).

FIGURA 1 - MICROCIRCULACAO
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FONTE: Adaptada de TAFNER et al. (2017).

No que concerne a sua atividade funcional, as arteriolas, por meio da tonicidade
vascular, controlam do fluxo sanguineo conforme a demanda metabdlica local (INCE, 2005).
Essas estdo conectadas por meio das metarteriolas aos capilares, cuja funcao remete as trocas de
gases € nutrientes entre a corrente sanguinea e o tecido subjacente, e eliminagdo de produtos
residuais (DE BACKER et al., 2010). A funcionalidade desses microvasos estd condicionada ao
grau de estabilidade homeostatica local. Normalmente, funcionam com 20 a 30% de sua
capacidade. No entanto, situagdes de estresse, tais como hipdxia tecidual, estimulam o
desenvolvimento de um recrutamento capilar com o propodsito de manutencdo da homeostase
sanguinea (TAFNER et al., 2017). E, por fim, fechando essa trama vascular, encontram-se as
vénulas, as quais, por sua capacidade de distensibilidade, mobilizam e estocam grande

quantidade de sangue (BERLIN; BAKKER, 2014).

2.4 DISTURBIOS MICROVASCULARES NA SEPSE

A invasdo de um organismo patogénico no corpo humano determina alteracdes
microcirculatdrias, tais como: variacdes no fluxo sanguineo, aumento da permeabilidade
vascular, migragao e ativacao de leucécitos e do sistema de coagulagao (COBERT; SCHMIDT,

2016). Na sepse estas respostas passam a ocorrer de forma sist€émica, desregulada e exacerbada
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(SINGER et al., 2016), induzindo ao desenvolvimento de células endoteliais, musculares lisas e
do intravascular disfuncionais, degradacdo do glicocélix, adesdo leucocitaria inapropriada,
microtromboses e descontrole da reatividade microvascular, as quais determinam um
desequilibrio perfusional microvascular, associado a uma reducdo da atividade funcional
vascular e do fluxo sanguineo capilar em varios 6rgaos e sistemas (CHARLTON et al., 2017,
COBERT; SCHMIDT, 2016; JOFFRE et al., 2020; POOL; GOMEZ; KELLUM, 2018). Esse
acometimento microvascular determina uma heterogeneidade perfusional, a qual dificulta a
oferta de oxigénio e nutrientes aos tecidos, e corresponde a parte dos mecanismos associados ao
desenvolvimento das disfuncdes organicas secundarias a sepse (DE BACKER et al., 2014;
LELUBRE; VINCENT, 2018; POOL; GOMEZ; KELLUM, 2018). A Figura 2 ilustra as

altera¢des microvasculares secundarias a sepse.

FIGURA 2 -ALTERACOES MICROVASCULARES NA SEPSE
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FONTE: Adaptado de LELUBRE; VINCENT (2018).

Durante as fases iniciais da sepse, uma cuidadosa e otimizada ressuscitacdo
hemodinamica com fluidos representa uma medida clinica essencial para otimiza¢do macro e
microhemodinamica (EVANS et al., 2021). No entanto, em uma parcela dos pacientes as
alteragdes microvasculares intrinsecas persistem, apesar da normaliza¢do de pardmetros macro
hemodinamicos, tais como o débito cardiaco (DC), pressdo arterial média (PAM), pressao venosa
central (PVC) e debito urinario (DU), correspondendo a uma perda de coeréncia entre a micro e

macro hemodinamica (INCE, 2015), a qual estd associada a piores desfechos clinicos (DE
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BACKER et al.,, 2002, 2011, 2013; SAKR et al., 2004; OSPINA-TASCON et al., 2010;
TRZECIAK et al., 2007).

2.5 REATIVIDADE MICROVASCULAR NA SEPSE

A homeostase sanguinea depende, entre outros fatores, da capacidade dos vasos
contrairem ou relaxarem mediante os diversos estimulos vasoativos exogenos e enddgenos.
Normalmente, na microcirculagdo esse processo € determinado de forma direta ou indireta por
substiancias liberadas pelos nervos perivasculares associadas as secretadas pelas células
endoteliais (DE BACKER et al., 2014). Dentre os mecanismos envolvidos nessa resposta vaso
motora estdo a vasodilatacdo induzida pelo fluxo sanguineo, a regulagdao metabolica local e a

resposta neuronal (ROUSTIT; CRACOWSKI, 2013).

Durante a sepse, a entrada de microrganismos patogénicos associada a exposigdo de
substincias derivadas, tanto dos patogenos quanto das células de defesa, induzem alteragdes
estruturais e funcionais no endotélio, as quais contribuem diretamente para o desenvolvimento
das disfuncdes vasomotoras (AIT-OUFELLA et al., 2010). Tal fato é corroborado por evidéncias
robustas, as quais demonstraram uma associacdo positiva entre os danos endoteliais e a
hiporesponsividade vascular (KAZUNE et al., 2019; LEVY et al., 2010). Nesse contexto, ¢
importante ressaltar que distirbios na producao de vasodilatadores enddgenos, tais como o 6xido
nitrico (NO) e a prostaciclina (PGI-2), representam elementos essenciais para disfun¢do
vasomotora (JOFFRE et al., 2020). Adicionalmente, outros fatores, tais como a reducdo de
vasoconstrictores endogenos como por exemplo a endotelina e da expressao sensibilidade de
receptores o-adrenérgicos (BURGDORFF; BUCHER; SCHUMANN, 2018; LEVY etal., 2010),
devem ser elencados como contribuidores do desenvolvimento de disturbios motores
microvasculares na sepse. A Figura 3 demonstra as diferentes vias metabolicas envolvidas na

origem e progressdo das disfun¢des motoras microvasculares secundarias a sepse.



23

FIGURA 3 -MECANISMOS DA DISFUNCAO MOTORA MICROVASCULAR NA SEPSE
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FONTE: Adaptado de LEVY et al. (2010).
LEGENDA: AVP; Argina-Vasopressina, BH4, 5,6,7,8-tetrahidrobiopterina; Cav, Caveolina; COX-2,
Ciclooxigenase-2; eNOS, Oxido Nitrico Sintase Endotelial; Erk, Quinase regulada por sinais extracelulares; H202,
Peréxido de Hidrogénio; iNOS, Oxido Nitrico Sintase induzivel; L-Arg, L-arginina; MAPK, Proteina Quinase
Ativada por Mitdégeno; MEK Y2, quinase ativadora da MAPK '2; NADPH, Fosfato de Dinucleétido de Nicotinamida
e Adenina; NO, 6xido nitrico; 02, oxigénio; ONOO-, Peroxinitrito; PGI-2, Prostaciclina; XO, Xantina Oxidase.

As alteragdes vasomotoras atribuidas a sepse conseguem ser identificadas a beira de
leito nos casos em que, mesmo apos o manejo clinico através ressuscitagdo hemodinamica com
fluidos associada a elevados niveis de catecolaminas (enddgenas e exogenas), e da ativagdo do
sistema renina-angiotensina-aldosterona), os pacientes apresentam uma hipotensdo refrataria
(BURGDORFF; BUCHER; SCHUMANN, 2018; LEVY et al., 2010). Apesar de,
conceitualmente, os defeitos da responsividade vascular na sepse estarem correlacionados
negativamente aos estimulos vasoconstrictores, essa pode ser observada em casos de inadequada
resposta vasodilatadora fluxo-dependente secundaria aos danos endoteliais (BECKER et al.,

2012) e a acetilcolina (KUBLI et al., 2003).

2.6  AVALIACAO DA REATIVIDADE MICROVASCULAR

Levando em conta a relevancia dos disturbios motores vasculares como parte dos
mecanismos atribuidos no desenvolvimento das disfungdes organicas na sepse, sua
monitorizagdo ¢ importante para um melhor entendimento fisiopatoldgico e desenvolvimento de

propositos terapéuticos que melhorem o desfecho desses pacientes.
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As ultimas duas décadas demonstraram avangos no entendimento fisiopatologico dos
disturbios motores microcirculatorios associados a sepse através de técnicas nao invasivas, tais
como o Doppler ultrassom (KNOTZER et al., 2007; MARTIN; OLANDER; NORMAN, 2001;
WEXLER et al., 2012), tonometria da artéria periférica (DAVIS et al., 2009; MALHEIRO et al.,
2020), espectroscopia no infravermelho proximo (DOERSCHUG et al., 2007) e a oximetria de
pulso (MENEZES et al., 2018). Apesar de tais metodologias identificarem os defeitos na
reatividade microvascular na sepse, demonstraram padrdes divergentes em relacdo ao seu valor
em prever desfechos clinicos, tais como as disfunc¢des organicas e mortalidade (DOERSCHUG

et al., 2007; KNOTZER et al., 2007; MENEZES et al., 2019; WEXLER et al., 2012).

A pele possui uma rica microcirculagao periférica passivel da observagdo da reatividade
microvascular. Esse 6rgdo possui algumas vantagens perante aos demais visto que, além de ser
facilmente acessivel, representa um dos primeiros locais a serem privados de fluxo sanguineo
nas fases iniciais da sepse (LIMA; BAKKER, 2014). Nesse local, estudos recentes (MENEZES
et al., 2018; 2019) buscaram avaliar a reatividade microvascular e estimar a RMIP através da
associacdo entre um teste caracterizado por uma isquemia tecidual seguida de rapida reperfusao
tecidual denominado Hiperemia reativa pds-oclusao (HRPO), e um parametro da oximetria de
pulso, que estima indiretamente o fluxo sanguineo tecidual, chamado Indice de Perfusio
Periférico (IPP). O teste de HRPO ¢ executado através do insuflar de um manguito do
esfigmomandmetro, acomodado na parte distal do brago, em torno de 50 mmHg acima da pressao
sistolica basal do paciente. Apds uma breve oclusao do leito arterial (em torno de 3 a 5 minutos)
observa-se por meio dos métodos ndo-invasivos o aumento do fluxo tecidual dos dedos, o qual
caracteriza a hiperemia reativa (CRACOWSKI et al., 2006). Como demonstrado na Figura 4,
varios parametros conseguem ser obtidos com a realizagdo do teste. Dentre os pardmetros mais

comumente utilizados estao o valor do pico, a area abaixo da curva, valor de pico menos o basal

Valor do pico - Valor basal

e o calculo de variagdo percentual A %= % 100% (ROUSTIT;

Valor basal

CRACOWSKI, 2012).
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FIGURA 4 - HIPEREMIA REATIVA POS-OCLUSAO
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FONTE: Adaptado de ROUSTIT; CRACOWSKI (2013).

Apesar de ndo serem totalmente compreendidos os mecanismos fisiopatologicos da
HRPO na pele de pacientes com sepse, evidéncias prévias demonstraram que a expressio e
liberacao de neuropeptideos via fibras nervosas sensoriais e substancias derivadas do citocromo
P450 (CYP) epoxigenase parecem ter um papel importante para pico e tempo da hiperemia em
individuos saudaveis (CRACOWSKI; LORENZO; MINSON, 2007; CRACOWSKI et al., 2013;
LARKIN; WILLIAMS, 1993; LORENZO; MINSON, 2007). Além dessas substancias, outros
mediadores locais como, por exemplo, os canais de potéassio ativados por calcio de alta
condutancia (BKCa) parecem estar envolvidos no processo (LORENZO; MINSON, 2007).
Curiosamente, Wong et al. (2003) demonstraram que o oxido nitrico (NO), aparentemente, ndo
media diretamente a hiperemia reativa pos isquémica quando analisada no antebrago através dos
parametros fluxométricos da Ultrassonografia doppler. Contradizendo tal evidencia, Nohria e
colaboradores (2006) observaram que tal vasodilatador enddgeno parece contribuir para
hiperemia analisada na ponta dos dedos através amplitude de volume de pulso digital(NOHRIA
et al., 2006)(NOHRIA et al., 2006)(NOHRIA et al., 2006), demonstrando, dessa maneira, que
novos estudos sdo necessarios para elucidar tal assunto. Ja em relacao ao papel dos prostanoides,
evidéncias recentes sugerem que esses nao representam mecanismos envolvidos na HRPO
cutanea (HELLMANN et al., 2015). Como demonstrado na Figura 5, a ativacdo dos nervos
periféricos e metabdlitos do citocromo epoxigenases representam os principais mecanismos
atribuidos ao processo de vasodilatagdo em resposta ao teste HRPO (ROUSTIT; CRACOWSKI,
2013).
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FIGURA 5 - MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS DA HIPEREMIA REATIVA DA PELE
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sintase endotelial; HETE, Acido Hidroxieicosatetraendico; LOX, Lipoxigenase; NO, Oxido Nitrico; PG,
Prostaciclina; PKG, Proteina Quinase dependente de GMPc; PLA2, Fosfolipase A2; ROS, Espécies Reativas de
Oxigénio; sGC, Guanilase Ciclase Soluvel; THETA, Acido Trihidroxi Eicosatriendico; TRPV1, Receptor de

Potencial Transiente Vaniloide 1.

Como pode ser visualizado na figura 5, outra possivel via de interacdo durante a
hiperemia reativa seria através do contato fisico entre as células endoteliais e musculares, na qual
as diversas vias metabodlicas contribuem como parte dos mecanismos indutores da vasodilatacao

(ROUSTIT; CRACOWSKI, 2013).

2.7 PAPEL DO IPP PARA MEDIR A HRPO

A oximetria de pulso representa um método de uso rotineiro em ambientes hospitalares,
em especial nas unidades de terapia intensiva para monitorizagao de pacientes criticos. Além dos
dados de saturacdo de oxigénio e frequéncia cardiaca, novos oximetros fornecem o dado “IPP”,
cujo célculo ¢ estabelecido pela taxa de absor¢do luminosa entre os componentes pulsateis
(sangue arterial) e ndo pulsateis (sangue venoso, tecidos e ossos) do dedo, estimando

indiretamente o fluxo sanguineo no local (LIMA; BAKKER, 2005).
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Poucos estudos avaliaram a reatividade microvascular isquémica periférica por meio do
método do IPP em unidades de terapia intensiva. O estudo de Lima e Bakker (2004) observou
pacientes criticamente enfermos ap6s a realiza¢dao do teste de oclusdo vascular e verificou um
aumento do fluxo sanguineo observado pelos valores do IPP. Em 2013, um estudo que comparou
21 pacientes com sepse, 21 pacientes no pos operatorio e 18 pacientes saudaveis, verificou que
0s pacientes sépticos apresentavam menores valores de hiperemia reativa quando comparados
aos demais grupos (HE et al,, 2013). Contradizendo tal evidéncia, um estudo recente,
comparando 35 individuos saudaveis com 47 pacientes com choque séptico, observou uma
expressiva diferenca na RMIP entre os grupos, sendo superior no grupo da sepse (MENEZES et
al., 2018). Curiosamente, esse mesmo grupo de estudo verificou que grande parte dos nao
sobreviventes, em 28 dias de avaliagdo, apresentavam valores da RMIP (%) ap0s ressuscitacao
hemodinamica, dentro das primeiras 24 horas do diagnostico do choque séptico, mais elevados

quando comparados aos sobreviventes (MENEZES et al., 2019).

Apesar do provavel papel prognostico da RMIP no choque séptico, a confirmacao de tal
potencial em prever desfechos clinicos e investigacdo fisiopatoldgica na sepse ainda nao foi
realizada. Nesse sentido, novos estudos com foco na analise da RMIP associada a monitorizacao
dindmica de metabdlitos vasoativos atuantes na pele e outros marcadores progndsticos bem
estabelecidos na sepse, tais como o lactato, possivelmente podem auxiliar em um melhor

entendimento desse processo.

2.8 NEUROPEPTIDEOS: ATUACAO NA HRPO E NA FISIOPATOLOGIA DA SEPSE

A ativagdo de nervos sensoriais corresponde a um dos principais contribuintes para a
HRPO (ROUSTIT; CRACOWSKI, 2013). Esses nervos possuem a capacidade de detectar e
reagir a estimulos nociceptivos (FERNANDES; FERNANDES; KEEBLE, 2012). Apesar da
atuacao desses nervos ser exercida em diversos orgaos e sistemas (BEER et al., 2002; BRAIN;
COX, 20006), sua relevancia na hiperemia reativa foi sugerida em robustos estudos analisando a
pele (HODGES; CHEUNG, 2018; LARKIN; WILLIAMS, 1993; LORENZO; MINSON, 2007).
Esse processo envolve a necessidade de um estimulo externo como, por exemplo, uma
inflamacao, seguido da ativagdo de um arco reflexo através do nervo sensorial, que culmina na
liberagdo de neuropeptideos, tais como o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e
a substancia P (SP), os quais atuam como mediadores de vasodilatagao (BRAIN; COX, 2006;
KODJI; AUBDOOL; BRAIN, 2016; ROOSTERMAN et al., 2006). O extravasamento desses na
pele, além de induzir a vasodilatacdo local, atua na modulagao imunoldgica (GRANSTEIN et al.,

2015; ROOSTERMAN et al., 2006). Além disso, evidéncias robustas demonstraram um
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potencial desses mediadores vasoativos em prever desfechos clinicos de mortalidade na sepse
(BEER et al., 2002; LORENTE et al., 2015, 2017). Por meio da Figura 6, observamos a ativacao
dos nervos sensoriais periféricos, com subsequente liberacdo dos neuropeptideos e, por fim, sua

atuacdo nos vasos e modulagdo infamatoria.

FIGURA 6 -ATUACAO FISIPATOLOGICA DOS NEUROPEPTIDEOS
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FONTE: Adaptado de GEORGESCU et al., (2017).
LEGENDA: CGRP, Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina; NK1: Neurocinina 1; TRPV1: Receptor de

Potencial Transiente Vanildide 1; SP, Substancia P.

2.8.1 Peptideo relacionado ao gene da calcitonina

O CGRP corresponde a um neuropeptideo composto por 37 aminoacidos, estocado em
fibras nervosas sensoriais tipo C e & difusamente distribuidas pelo corpo humano (RUSSELL et
al., 2014). Esse neuropeptideo estd normalmente colocalizado junto a SP (BRAIN; COX, 2006).
Essas fibras nervosas sdo localizadas proximo a vasos sanguineos e apresentam fungdes
sensoriais (nociceptivas) e efetoras (MAGGI, 1995). No sistema nervoso periférico, o CGRP ¢
encontrado, principalmente, sob sua forma o (BRAIN; GRANT, 2004) onde, além de atuar como
um potente vasodilatador, interage com o sistema nervoso simpatico local (CRACOWSKI;
ROUSTIT, 2020). A despeito dos nervos serem as principais fontes de CGRP, evidéncias
demonstram que alguns tipos de células imunes (BRACCI-LAUDIERO et al.,, 2002;
LINSCHEID et al., 2004), endoteliais (LUO et al., 2008) e queratindcitos (HOU et al., 2011)

apresentam a capacidade de produgdo de tal neuropeptideo.

Evidéncias pré-clinicas demonstram que mecanismos, tais como O0S Processos
inflamatorios (DONNERER; STEIN, 1992), o aumento de temperatura (>43°) (CATERINA et
al., 1997), o baixo ph (VRIENS; APPENDINO; NILIUS, 2009) e o aumento da pressao arterial
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induzida pela angiotensina I em pacientes normotensos (PORTALUPPI et al., 1993), induzem
a liberagdo dos neuropeptideos. Adicionalmente, estudos observaram a atividade desse
neuropeptideo tanto em condi¢des patoldgicas, como, por exemplo, a migranea (JANG et al.,
2011), artrite (LARSSON et al., 1991), fases iniciais da hipertensdo (SMILLIE; BRAIN, 2011)
e nas disfungdes vasculares (BRAIN; GRANT, 2004), quanto em algumas situacdes nao
patologicas, tais como a gestagao (STEVENSON et al., 1986), pdés-menopausa (GUPTA et al.,
2008) e sindromes de rubor facial (HAY; POYNER, 2009).

Uma vez liberado nos terminais nervosos localizados na pele, esse neuropeptideo atua
na microcirculagdo como um potente vasodilatador (CRACOWSKI; ROUSTIT, 2020;
RUSSELL et al., 2014). O processo ocorre apds a estimulagdo nervosa dos nervos sensoriais que
resulta em um impulso elétrico até a medula espinhal, seguido de arco reflexo com consequente
liberagdo de CGRP nos terminais nervosos (BRAIN; COX, 2006). Como demonstrado na Figura
7, a vasodilatacdo estimulada pelo CGRP ¢ estabelecida diretamente pela ligacdo desse a
receptores localizados nas células musculares lisas de arteriolas e indiretamente através do

estimulo de células endoteliais com consequente liberagao de NO (RUSSELL et al., 2014).

FIGURA 7 -VASODILATACAO MICROVASCULAR PERIFERICA MEDIADA POR CGRP
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FONTE: Adaptado de RUSSELL et al. (2014)
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Além do seu efeito vasodilatador, esse neuropeptideo corresponde a parte dos
mecanismos moduladores da resposta imune (HOLZMANN, 2013). Durante processos

inflamatorios/infecciosos ocorre um aumento nos niveis de CGRP local e sistémico
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(HOLZMANN, 2013). Apos sua liberacao, através dos terminais nervosos sensoriais, esse
neuropeptideo interage com células do sistema imune que, por sua vez, também aumentam os
niveis teciduais de CGRP (HOLZMANN, 2013). A modulagdo imunologica mediada pelo CGRP
¢ estabelecida através de mecanismos anti-inflamatdrios, tais como a inibi¢ao da producdo e
liberacdo de mediadores inflamatérios (FOX et al., 1997, HARZENETTER et al., 2007), a
interferéncia na resposta imune adaptativa (CARUCCI et al., 2000; HOSOI et al., 1993), e na da
reprogramagdo metabolica (DUNZENDORFER et al., 2001). Desse modo, sua atuagdo em
diversos processos inflamatdrios, como, por exemplo, na sepse, vem sendo foco de estudos com

intuito de auxiliar no manejo terapéutico e melhorar o prognoéstico dos pacientes.

As respostas desreguladas e disseminadas presentes durante a sepse resultam em niveis
comumente aumentados de CGRP entre pacientes sépticos (ARNALICH et al., 1995; JOYCE et
al., 1990). Nesse sentido, suas funcdes fisiologicas a0 mesmo tempo que sdo importantes para
um controle de resposta inflamatoria e, consequentemente, dos danos organicos secundarios a
sepse, podem levar a uma resposta inflamatoéria ineficiente e consequente comprometimento da
resposta do hospedeiro (HOLZMANN, 2013). Além disso, seu potencial vasodilatador pode
resultar em hipotensao e deterioragdo hemodinamica (ARDEN et al., 1994; ARNALICH et al.,
1996; HUTTEMEIER; RITTER; BENVENISTE, 1993). Dessa forma, estudos translacionais
buscaram avaliar o potencial progndstico desse biomarcador na sepse em seres humanos.
Arnalich e colaboradores (1995) ao comparar as concentragdes plasmaticas dos neuropeptideos
entre pacientes saudaveis e pacientes s€pticos, observaram niveis mais elevados na sepse. Além
disso verificaram que as concentracdes plasmaticas de CGRP se correlacionaram positivamente
com o indice cardiaco e negativamente com o indice de resisténcia vascular sistémica. E, por fim,
encontram uma associacao entre os niveis desse neuropeptideo com a severidade da sindrome.
Corroborando tais dados, Beer e colaboradores (2002) observaram que niveis aumentados de
CGRP no diagnoéstico da sepse resultaram em elevados indices de mortalidade quando

comparados aos sobreviventes.

2.8.2 Substancia P

A SP corresponde a um neuropeptideo composto por 11 aminodcidos, da familia das
taquicininas, cuja codificacdo ¢ estabelecida pelo cromossomo 7 (SEVERINI et al., 2002).
Apesar de grande parte desse neuropeptideo ser produzido nos neurdnios, esse também ¢ liberado
por uma diversidade de células, tais como astrécitos, células tronco, epiteliais, endoteliais e do

sistema imune (MASHAGHI et al., 2016). Ao ser viabilizada no espaco extracelular, a SP se



31

liga, preferencialmente, a receptores neurocinina 1 (NK1) expressos em diversos orgaos e
sistemas (HUANG; KORLIPARA, 2010; SUVAS, 2017). Haja vista sua ampla distribui¢do no
corpo humano, a SP atua em diversos processos biologicos, em especial na resposta inflamatéria
de diferentes doengas (DUFFY, 2004; HUANG; KORLIPARA, 2010) e na sinalizacdo da
nocicep¢ao (BARANAUSKAS; NISTRI, 1998).

Na pele, esse neuropeptideo colocaliza-se junto ao CGRP nos terminais nervosos
sensoriais (BRAIN; COX, 2006). A ocorréncia de estimulos (térmico, mecanico ou quimico)
resulta na liberagdo desses neuropeptideos, os quais determinam um processo inflamatorio de
origem neurogénica (DE BACKER et al., 2014). Esse processo foi visualizado na pratica através
infusdo desses na pele por meio de microdidlise, a qual observou uma vasodilatacao, sendo
potente e duradoura no caso do CGRP, enquanto que, com a SP foi mais leve associada a um
extravasamento plasmatico (WEIDNER et al., 2000). A interagdo desses neuropeptideos ¢
complexa, visto que ao mesmo tempo que altas concentragdes de CGRP podem inibir a
vasodilatagdo determinada pela SP, facilita o extravasamento plasmatico de proteinas

(SCHLERETH et al., 2016).

Semelhantemente ao neuropeptideo CGRP, a SP também representa parte dos
mecanismos envolvidos no controle da resposta imune em processos inflamatérios (MASHAGHI
et al., 2016; SUVAS, 2017). Varias evidéncias pré-clinicas demonstraram sua atua¢do pro-
inflamatéria (LOTZ; VAUGHAN; CARSON, 1988; MAGGI, 1997, YAMAGUCHI et al.,
2004), caracterizada por um aumento de citocinas, espécies reativas de oxigénio, estimulo para
proliferagao de células imunologicas e quimiotaxia (MASHAGHI et al., 2016). Adicionalmente,
outros estudos descreveram um potencial em modular o sistema imune, reparar o tecido lesado
(JIANG et al., 2012) e reduzir a inflamagao secundaria a morte celular (JIANG et al., 2013). Por
fim, existem evidéncias demonstrando seu possivel papel no controle da capacidade fagocitaria
e consequente eliminacao de microrganismos no hospedeiro (VERDRENGH; TARKOWSKI,
2008; YANG et al., 2014).

Visto sua importancia fisiopatoldgica, surgiu nos tltimos 20 anos um crescente interesse
na investigagao desse neuropeptideo na sepse em seres humanos. Em 2002, um estudo observou
altos niveis de SP em pacientes sépticos no pds-operatorio quando comparados ao grupo controle.
Além disso, verificou que niveis elevados desse neuropeptideo conseguiu predizer tardiamente a
mortalidade (BEER et al., 2002). Corroborando tal estudo, Gaddam e colegas (2017) observaram
altos niveis de SP entre pacientes sépticos quando comparados aos nao-sépticos, sendo esses

niveis elevados associados a um aumento da resposta inflamatdria. No entanto, contradizendo tal
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evidéncia, estudos mais robustos observaram niveis menores de SP entre pacientes sépticos € seu
valor prognostico. Em 2015, um estudo multicéntrico com 238 pacientes sépticos evidenciou
concentragdes mais elevadas da SP entre sobreviventes (LORENTE et al., 2015). Além disso,
esse mesmo grupo de estudo demonstrou, recentemente, a persisténcia de niveis mais elevados
do neuropeptideo entre sobreviventes durante os primeiros 7 dias do diagndstico da sepse

(LORENTE et al., 2017).

2.9 LACTATO: FISIOPATOLOGIA E VALOR PROGNOSTICO NA SEPSE

O lactato corresponde a um marcador derivado do metabolismo anaerdbico da glicose,
frequentemente utilizado para a deteccdo de distirbios perfusionais microcirculatorios na sepse
(SUETRONG; WALLEY, 2016). A causa base do seu desenvolvimento ¢ tradicionalmente
atribuida a hipoxia tecidual (HUCKABEE, 1961). Por esse motivo, o inicio rapido de
antibioticoterapia, associado a um manejo hemodinadmico efetivo, consegue, nas fases iniciais da
sepse, reduzir os niveis séricos do lactato e, consequentemente, melhorar o progndstico de grande
parte dos pacientes sépticos (DE BACKER et al., 2014; PAN et al., 2019). Desse modo,
atualmente a mensuragao desse biomarcador ao longo do tempo vem sendo proposta na avaliagao
da resposta terapéutica e prognostica na sepse (VINCENT; BAKKER, 2021; EVANS et al.,
2021). No entanto, apesar da redu¢do dos niveis de lactato ser usualmente denominada
“clearence de lactato”, as mudancas dos seus niveis apds otimiza¢do hemodinamica nao
comprovam que houve uma reducdo na sua produ¢do (HERNANDEZ; BELLOMO; BAKKER,
2019). Além disso, ¢ importante ressaltar que a persisténcia de niveis elevados desse biomarcador
decorre mais do aumento da sua producao, do que pela redugdo da sua eliminagao (LEVITT;

LEVITT; LEVITT, 2020).

Uma vez estabelecida a ressuscitagdo hemodinamica, uma parcela dos pacientes persiste
com niveis elevados de lactato. Nesses casos, outras hipoteses devem ser levantadas para explicar
os altos niveis desse biomarcador, tais como: a perda da habilidade dos tecidos extrairem o
oxigénio secundaria aos danos endoteliais microvasculares e edema tecidual; disfungdes
mitocondriais e enzimdticas; aumento da glicolise excedendo a capacidade metabolizacio;
estimulacdo B2 adrenérgica pelas drogas vasoativas; e por fim as disfung¢des organicas reduzindo
sua eliminagdo (GARCIA-ALVAREZ; MARIK; BELLOMO, 2014; SUETRONG; WALLEY,
2016). Adicionalmente, outro fator que interfere nos niveis do lactato € o tipo de fluido utilizado
durante a ressuscitacdo hemodindmica, visto que, quando o Ringer lactato ¢ administrado em
excesso (> 180 ml/kg/h) os niveis desse biomarcador aumentam significativamente (BOYSEN;

DORVAL, 2014). E, por fim, algumas medicagdes e intoxicagdes devem ser lembradas como
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possiveis mecanismos da persisténcia de hiperlactatemia (GARCIA-ALVAREZ; MARIK;
BELLOMO, 2014; JANSEN; VAN BOMMEL; BAKKER, 2009) A Figura 8 descreve os

principais fatores associados a persisténcia de niveis elevados de lactato em pacientes criticos.

FIGURA 8 - MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS DA PRODUCAO DO LACTATO
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FONTE: Adaptado de SUETRONG; WALLEY (2016).
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Evidéncias prévias demonstraram que a persisténcia de hiperlactatemia, a despeito do
manejo clinico inicial da sepse, estd associada a piores desfechos clinicos. Em 2015, Tang e
colaboradores demonstraram a associa¢ao entre niveis > 2 mmol/L e pior prognostico clinico no
choque séptico quando comparados aos pacientes normolactatémicos. No mesmo ano, um estudo
observou que, mesmo em pacientes normotensos, o achado de niveis >4 mmol/L correspondeu
a um fator independente pra mortalidade na sepse (CASSERLY et al., 2015). Recentemente, o
estudo prospectivo “ARISE” demonstrou que pacientes com hiperlactatemia persistente,
identificada por niveis de lactato > 4 mmol/l sem sinais de hipotensdo, apresentaram um pior

desfecho clinico em 90 dias quando comparados aos pacientes com hipotensao refrataria isolada

(GOTMAKER et al., 2017)

Em contraste com esses estudos que associaram os niveis de lactato a um pior
prognostico, outras evidencias demonstraram que pacientes responsivos ao tratamento os quais
reduziram os niveis desse biomarcador resultaram em um melhor prognéstico (JANSEN et al.,

2010; PAN et al., 2019; ARNOLD et al., 2009). Nesse contexto, recentemente, um estudo
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multicéntrico de Hernandez e colaboradores (2019) buscou comparar duas estratégias de
ressuscitacdo hemodinamica: uma visando a normalizacdo do tempo de enchimento capilar
(TEC), e a outra visando os niveis séricos de lactato. Tal estudo verificou que, apesar dos
beneficios da estratégia baseada na perfusdo periférica a respeito da otimizagdo das disfungdes
organicas (reduziu significativamente a pontuacao no escore de SOFA) e menor administra¢ao
de fluidos, essa nao demonstrou superioridade em relacdo a estratégia baseada nos niveis de
lactato em reduzir a mortalidade por todas as causas em 28 dias. No entanto, apesar do lactato
ser utilizado como forma de acompanhamento de resposta terapéutica, em decorréncia dos
diversos mecanismos envolvidos nas alteragdes dos niveis do lactato, tem sido proposto,
atualmente, a associagao desse biomarcador com outros parametros, tais como a saturagao venosa
central de oxigénio (SvcO2), Diferenca Venoarterial da Pressdo Parcial de Dioxido de Carbono
(Pv-aCO2) e parametros de perfusdo periférica (métodos: tempo de enchimento capilar, IPP,
temperatura ¢ moteamento da pele), com o objetivo de avaliar os sinais de hipoperfusdo no

contexto da hiperlactatemia (ALEGRIA et al., 2017; AIT-OUFELLA; BAKKER, 2016).

Nesse sentido, ¢ possivel sugerir a hipdtese que a persisténcia de hiperlactatemia apds
manejo clinico inicial da sepse associada a piores desfechos (CASSERLY et al., 2015;
CHERTOFF et al., 2016; TANG et al., 2015) poderia corresponder a uma possivel variavel de
confusdo na associacdo entre a alta RMIP e um pior prognostico no choque séptico.
Adicionalmente, ¢ relevante questionar se os niveis da RMIP poderiam interferir de alguma

forma nos niveis de lactato ao longo do tempo.
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3 METODOLOGIA

3.1 TIPO DE PESQUISA

Observacional

3.2 CARACTERIZACAO DA ORGANIZACAO

Esse estudo observacional foi realizado em 4 unidades de terapia intensiva (UTIs) do
Complexo Hospital de Clinicas, Universidade Federal do Parana (CHC-UFPR) (Semi intensiva
com 57 pacientes, UTI geral com 114 pacientes, e UTI cirtrgica com 6 pacientes), e 1 UTI do
Hospital Sugisawa (49 pacientes), no periodo entre novembro de 2020 e maio de 2022. A
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do CHC-UFPR
(Ntmero do protocolo: 3.913.982/2020) e o termo de consentimento livre e esclarecido foi
assinado por todos os participantes ou responsaveis legais, sendo isenta a necessidade de

assinatura no caso de 6bito do paciente.

Essa pesquisa foi financiada pelo Conselho Nacional de desenvolvimento Cientifico e

tecnologico (CNPq), edital 15/2019.

Registro Brasileiro do ensaio clinico: RBR-35tvoft.
3.3 PARTICIPANTES

3.3.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes adultos com idade > 18 anos, admitidos de forma consecutiva nas UTIs com
o diagndstico de sepse, ou pacientes previamente admitidos por outras causas, em até 24 horas

do inicio do quadro.

A sepse foi definida, de acordo com os critérios estabelecidos em 2016 pelo 3° Consenso
internacional de defini¢cdo para sepse e choque séptico, como “a presenca de infec¢ao suspeita
ou confirmada associada a uma ou mais disfungdes organicas” (SINGER et al., 2016). Essas
foram identificadas por meio do escore de SOFA, cuja pontuacdo expressa gravidade
progressiva, ¢ foi considerada anormal, para a determinacdo do diagndstico, uma pontuagdo

maior ou igual a 2 (SINGER et al., 2016).

3.3.2 Critérios de exclusdo

Com intuito de minimizar possiveis fatores de confusdo ou de risco para complicagdes

secunddrias a isquemia tecidual, os critérios de exclusao selecionados foram:
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- Hepatopatia grave (Child Pugh classe C);

- Coagulopatia importante (Plaquetas < 20.000 e/ou Tempo de Tromboplastina Parcial
Ativada [TTPA] > 70 segundos e/ou Razdo Normalizada Internacional [RNI] > 2);

- Presenca de sangramento ativo de grande monta;

- Endocardite infecciosa;

- Avaliagdo perfusional inacessivel (grave hipotermia; sindrome de Raynaud, doenca
arterial oclusiva periférica);

- Gravidez;

- Recusa do paciente a participar do estudo.

3.4 CALCULO AMOSTRAL

O tamanho da amostra foi estabelecido com base em dados epidemiologicos locais (DE
MIRANDA et al., 2020; MENEZES et al., 2019) e dados do estudo piloto. Assumindo uma
mortalidade intra-hospitalar em 28 dias em torno de 41% dos casos, e considerando o ponto de
corte de 62% para o AIPP pico (%), estimamos uma amostra com 226 pacientes para
encontrarmos um risco relativo (RR) 1,7 maior para mortalidade no grupo de maior RMIP, e

obtermos um poder de amostra de 90% sob um erro alfa de 0.05.

Em relacao ao estudo dos niveis de neuropeptideos e sua correlagdo com os valores da
RMIP (%), o calculo amostral foi baseado em um estudo piloto. Foi estimada uma amostra inicial
de 38 pacientes para encontrarmos ao menos uma correlagdo moderada (r = 0,5) entre as
variaveis, com um poder de amostra de 90%. Considerando o fato dos niveis dos neuropeptideos
serem variaveis ndo paramétricas, um acréscimo de 15% no total da amostra foi realizado (FUJII
et al., 2020) e, dessa forma, a amostra final totalizou 46 pacientes. O erro alfa escolhido foi de

0.05. Os valores de “p” foram corrigidos para multiplas comparagdes a posteriori.

Por fim, a avaliacdao do papel da RMIP na variacao dos niveis de lactato foi realizada no

grupo de pacientes com persisténcia de hiperlactatemia (analise “post-hoc”).
3.5 PROTOCOLO DO ESTUDO

Todos os pacientes elegiveis foram manejados com base em um protocolo local cujas
recomendacoes foram adaptadas das diretrizes do “Surviving Sepsis Campaign” (SSC) (EVANS
et al., 2021). O manejo clinico foi iniciado assim que a suspeita clinica para sepse foi feita.
Inicialmente, nos casos de alta suspei¢do, antibioticos de amplo espectro foram administrados

dentro da primeira hora do reconhecimento da sindrome, ap0ds a coleta de hemoculturas e culturas
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do foco suspeito. Em seguida, pacientes com sinais de hipoperfusao ou choque séptico receberam
uma reposicao volémica de 30 ml/kg endovenosa com cristaloides (Soro fisioldgico 0,9%, ringer
lactato ou balanceada a critério do médico assistente), a qual foi realizada nas primeiras 3 horas
do diagnostico. Além disso, de forma individualizada, a critério do médico intensivista assistente,
essa reposicao volémica foi mantida até nao ter resposta a elevagao passiva dos membros (0
ponto de corte para discriminag¢ao respondedores a fluidos foi um aumento de 13% no DC)
(DOUGLAS et al., 2020) ou auséncia de variacdo respiratoria no didmetro da veia cava (o ponto
de corte foi 18%) (LEE; KORY; ARNTFIELD, 2016), pardmetros estimados através do
Ultrassom Samsung Medison. Nos casos que mantinham uma PAM < 65 mmHg, mesmo apds
reposicao volémica com fluidos, a droga vasoativa norepinefrina era titulada até manutengao de
PAM > 65 mmHg. Em casos de refratariedade (doses de noradrenalina superiores a 0,5 pg/kg/h),
vasopressina foi a droga de escolha para associagdo com a noradrenalina. E, por fim, nos casos
que mantinham instabilidade hemodinamica a despeito da ressuscitacio hemodinamica com
fluidos e uso de drogas vasoativas, o uso de corticoides era indicado (Hidrocortisona 200 mg/dia

intravenoso).

3.6 DADOS COLETADOS

O acesso aos pacientes ocorreu nas primeiras 24 horas da admissao na UTI ou do inicio
do quadro de sepse em pacientes previamente admitidos por outras causas, apés devida
ressuscitacdo hemodinamica. As informagdes coletadas incluiram caracteristicas demograficas,
diagnostico de admissao, foco de infec¢cdo e comorbidades. Dados clinicos e laboratoriais foram
utilizados para o calculo de escores de gravidade tais como “Acute Physiology and Chronic
Health Evolution II” (APACHE II) e para evolugdo das disfunc¢des organicas, de acordo com o
“Sequential Organ Failure Assessment” (SOFA), nas primeiras 24 horas da admissdo na UTI.
Parametros hemodinamicos (quando disponiveis), metabdlitos e valores de IPP foram coletados
em torno de 6 a 24 horas do diagnostico da sepse. Para concretizagdo dos objetivos do estudo
foram anotados os valores de IPP pré e pods teste de HRPO por 2 dias consecutivos.
Adicionalmente, foram coletadas amostras de sangue venoso periférico (5 ml) do antebrago do
paciente para dosagem de neuropeptideos (SP e CGRP), antes e ap0s o teste de oclusdo vascular,
dentro das primeiras 24 horas do diagndstico da sepse. E, por fim, foram coletadas amostras de
sangue arterial (2 ml da artéria radial) para analise dos niveis de lactato pré-teste de isquemia nos

2 primeiros dias do diagnostico da sindrome.



38

Os pacientes tiveram um seguimento intra-hospitalar por um periodo de 28 dias do

diagnostico da sepse ou até sua alta hospitalar.

3.6.1 Avaliagdo da reserva microvascular isquémica periférica

A RMIP foi estimada através da associacdo dos métodos IPP e HRPO. Essa estimativa
foi realizada em dois momentos: dentro das primeiras 24 horas ap0ds ressuscitacdo hemodindmica

inicial; e entre 24 e 48 horas do diagnostico da sepse.

A coleta desses dados foi realizada por trés médicas treinadas, com o paciente em
decubito dorsal, posi¢ao supina, € em membro sem o acesso intra-arterial para medi¢ao de PAM.

A temperatura ambiente era mantida em 22°C.

3.6.1.1 indice de perfusdo periférica

O IPP ¢ um dado derivado do sinal plestimografico fotoelétrico da oximetria de pulso,
cujo valor numérico varia entre 0 e 20. Este valor ¢ obtido a partir do calculo da taxa de absorg¢ao
luminosa entre componentes pulsateis (sangue arterial) e nao pulsateis (sangue venoso, capilar,
outros tecidos e 0ssos) do leito ungueal a partir da emissao de duas fontes, com dois diferentes
comprimentos de onda (660 e 940 nm), o qual estima indiretamente o fluxo sanguineo tecidual
(LIMA; BAKKER, 2005). Esse foi avaliado por meio do oximetro de pulso, conectado aos
monitores da marca MINDRAY (Shenzen, China) ou da marca MASIMO SET Radical 7

(California, EUA), como demonstrado na Figura 9.

FIGURA 9 - MENSURACAO DO IPP ATRAVES DA OXIMETRIA DE PULSO

INDICE DE PERFUSAO
PERIFERICA

IPP !
BASAL

FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: IPP basal: indice de perfusio periférica basal.
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Inicialmente, o oximetro foi colocado no dedo indicador do paciente. Apds um periodo
de estabilizagao do sinal, os valores de IPP foram anotados a cada 30 segundos por um periodo
de 5 minutos, e a média desses valores determinou o “IPP basal” (Figura 9). Em seguida, foi

realizado o teste de HRPO.

3.6.1.2. Hiperemia reativa pos-oclusdo

A HRPO representa uma técnica bem estabelecida, caracterizada pela oclusio da artéria
braquial por um periodo curto, seguida da desobstru¢do do fluxo, a qual determina uma
vasodilatacdo e aumento transitorio do fluxo sanguineo local (CRACOWSKI et al., 2006). No
presente estudo, esse teste foi executado apods o estabelecimento da IPP basal. Inicialmente, o
manguito de um esfigmomandmetro foi insuflado ao redor do membro superior homolateral com
pressao 50 mmHg acima da pressdo sistolica, por um periodo de 3 minutos, ocluindo dessa
maneira a artéria braquial. Em seguida, o fluxo sanguineo foi desobstruido com consequente
aumento do fluxo sanguineo no leito capilar periférico (hiperemia reativa), e os valores do IPP
foram novamente anotados a cada 30 segundos por 5 minutos, sendo que o valor mais alto

correspondeu ao “IPP pico” (Figura 10).

FIGURA 10 — ASSOCIACAO DOS METODOS HRPO E IPP

TESTE HIPEREMIA
REATIVA POS OCLUSAO

[/

)

dmm-
e

Fonte: O autor (2022)
LEGENDA: IPP pico: indice de perfusdo periférica de pico.

E, por fim, a estimativa da variagdo maxima do fluxo sanguineo em resposta ao teste de
isquemia (Reserva Microvascular Isquémica Periférica) foi estabelecida através da seguinte
formula:

IPP pico - IPP basal

L o
A IPP pico PP basal x100%




40

Os pacientes com sepse € seus subgrupos foram divididos em 2 grupos, levando em
consideragao os valores da RMIP:
o Grupo baixa RMIP = AIPP pico % < 62%
. Grupo alta RMIP = AIPP pico % > 62%.

A base para determinacdo do ponto de corte de 62% utilizado no presente trabalho foi a
curva ROC a posteriori de estudo prévio do nosso grupo com pacientes com choque séptico
(MENEZES et al., 2019). Apesar da evidéncia-base ter focado na entidade clinica “choque
séptico”, pela mediana dos valores da RMIP dos pacientes com sepse ter sido de 61,8%, o ponto

de corte de 62% foi aceito para diferenciar os grupos com alta e baixa RMIP na sepse.
3.6.2 Avaliagdo do tempo de enchimento capilar

A avaliacdo perfusional avaliada pelo tempo de enchimento capilar (TEC) foi
mensurada através da aplicacdo de uma leve pressao na superficie ventral da falange distal do 2°
quirodactilo, com intensidade aumentada até completo branqueamento local, a qual foi mantida
por 10 segundos. O tempo de retorno para cor normal da pele foi registrado por meio de um
cronometro, sendo considerado anormal o tempo > 3 segundos (AIT-OUFELLA et al., 2014;
HERNANDEZ et al., 2019), como exemplificado na figura 2. Esse pardmetro foi mensurado

dentro das primeiras 24 horas ap6s a ressuscitagdo volémica.

Figura 11 - Tempo de enchimento capilar

,_

'I'r.:‘-
e
.

FONTE: Monitorizagdo nao invasiva da perfusdo (2016).
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3.6.3 Avaliacao dos niveis dos neuropeptideos e suas variagdes em resposta ao teste de HRPO

Dentro das primeiras 24 horas do diagnostico da sepse, em torno de 5 ml de sangue
venoso periférico foram coletados do antebraco dos pacientes incluidos no estudo antes e
imediatamente o teste HRPO, para determinagdo das concentragdes séricas dos neuropeptideos
CGRP e SP. Com intuito de evitar vieses, somente uma médica treinada (pesquisadora principal)
realizou tais coletas. Essas amostras foram depositadas em tubos de ensaio contendo &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Posteriormente, o sangue foi centrifugado a uma forga
centrifuga relativa (FCR) de 1200 g, a uma temperatura de 4°C, por um periodo de 10 minutos.
Em seguida, aproximadamente 1 ml de plasma foi congelado a -80°C. Por fim, as amostras foram
transportadas entre o CHC-UFPR, PR para o laboratério de inflamacdo e imunologia da
Universidade Guarulhos, SP em caixas refrigeradas contendo gelo seco.

Os niveis séricos dos neuropeptideos foram mensurados por meio do Ensaio de
Imunoabsor¢cdo Enzimatica (ELISA) especifico, de acordo com instru¢des do fabricante
(Substancia P: R&D systems, Minneapolis, MN, EUA e, CGRP: Mybiosource, San Diego, CA,
EUA).

Inicialmente, para determinagdo da concentragdao da SP, foi utilizado um ELISA de
ligacdo competitiva. Em resumo, foram adicionados 50 pl das amostras em placa de 96 pogos e
incubados com anticorpos monoclonais para a SP, ¢ SP conjugados com peroxidase do rato
silvestre. As placas foram incubadas durante 3 horas, permitindo a ligagdo entre o anticorpo
monoclonal e o anticorpo de cabra anti-rato revestido sobre a microplaca. Subsequentemente, as
placas foram lavadas, e a solucdo do substrato foi adicionada aos pogos para determinar a
atividade enzimatica ligada. Por fim, a absorbancia foi medida por meio de um leitor de
microplaca, fixado em 405 nm de comprimento de onda, com corre¢do do comprimento de onda

fixado em 570 nm. Dessa maneira, a concentracao de SP foi estabelecida e expressa em pg/ml.

As analises CGRP foram realizadas utilizando a técnica do “sanduiche de duplo
anticorpo”. Em resumo, inicialmente 100 pL das amostras foram adicionados em 96 pogos e
incubados com anticorpo monoclonal CGRP durante 90 min. Na sequéncia, as placas foram
lavadas, e 100 pL de anticorpo CGRP biotinilado foram adicionados a cada pogo. Em seguida,
as placas foram incubadas durante 60 minutos. Por fim, foi adicionada a avidina-peroxidase, ¢ a
absorvancia foi medida em um leitor de microplacas fixado em 450 nm (correcao do
comprimento de onda de 630 nm). Dessa forma, por meio de uma correlagdo entre os dados de
absorvancia e a curva de calibrag¢do, foi estabelecida a concentragdo de CGRP nas amostras

expressa em pg/ml.



42

Para avaliar a variagao percentual dos niveis de neuropeptideos entre o pré e pos teste

de HRPO utilizou-se as seguintes formulas:

A CGRP CGRP pos teste — CGRP pré teste 100%
= X
CGREP pré¢ teste ’

SP pos teste — SP pré teste

A SP x100%

SP pré teste

3.6.4 Avaliagdo da hiperlactatemia persistente e dinamica temporal do lactato nas primeiras 48

horas do diagndstico da sepse

Uma vez estabelecida a ressuscitacio hemodindmica, em torno de 2 ml de sangue
arterial periférico foi coletado e armazenado em seringas heparinizadas para determinacdo dos
niveis de lactato sérico. Essas amostras foram coletadas e analisadas por 2 dias consecutivos,
através de um gasometro (RAPID Point 500, Siemens Healthcare Diagnostics Inc., NY, USA),
sendo a detec¢iio de HP estabelecida através niveis de lactato > 2 mmol/l (DUNSER et al., 2013).

A variagdo percentual dos niveis de lactato entre a primeira (apds ressuscitagdo com
fluidos, entre 6 e 24 horas de diagnostico de sepse) e a segunda medi¢ao (entre 24 e 48 horas de
diagnostico de sepse) foi escolhida para estabelecer DTL nas primeiras 48 horas. Essa foi
estabelecida através da seguinte formula:

Lactato dia 2 — Lactato dia 1

A lactato = x 1009
actato Lactato dia 1 &

3.7 SUBGRUPOS DA SEPSE ANALISADOS

o Pacientes sem choque (niveis de lactato < 2 mmol/L apds ressuscitagdo hemodinamica
com fluidos e sem necessidade de drogas vasoativas para manutengdo de PAM >65 mmhg);
. Pacientes com choque (niveis de lactato > 2 mmol/L apds ressuscitagdo hemodinamica
com fluidos e com necessidade de drogas vasoativas para manutengdo de PAM >65 mmhg);
. Pacientes com hiperlactatemia persistente (niveis de lactato > 2 mmol/L apos

ressuscitagdo hemodinadmica com fluidos e sem necessidade de drogas vasoativas para

manuten¢do de PAM >65 mmbhg).
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3.8 DESENHOS DO ESTUDO

3.8.1. Prospectivo

e Avaliar se pacientes com alta RMIP apresentam uma maior mortalidade intra-hospitalar em
28 dias quando comparados aos pacientes com baixa RMIP no contexto da sepse e seus

subgrupos (com e sem choque).
3.8.2 Retrospectivo longitudinal
e Avaliacdo prognostica seriada da RMIP ao longo das primeiras 48 horas do diagnostico na

sepse e seus subgrupos (com e sem choque).

e Avaliar a variacao dos niveis de lactato entre os grupos com alta e baixa RMIP ao longo das
primeiras 48 horas do diagnostico no contexto da hiperlactatemia persistente secundaria a

sepse.
3.8.3 Transversal

Por meio desse desenho buscou-se:

e Correlacionar os valores da A IPP pico (%) com a A dos niveis de CGRP e SP (%) pré e pos

teste de HRPO nas primeiras 24 horas do diagndstico de sepse.

e Correlacionar os valores da A IPP pico (%) com os niveis basais de CGRP e SP (pg/ml) nas

primeiras 24 horas do diagndstico de sepse.

e Correlacionar os valores da A IPP pico (%) com os niveis de lactato arterial (mmol/L) das

primeiras 24 horas e, entre 24 e 48 horas do diagnostico de sepse.

e Correlacionar os valores de A IPP pico (%) das primeiras 24 horas com os valores de A lactato

(%) ao longo das primeiras 48 horas do diagnostico da sepse.

3.9 DESFECHOS
3.9.1 Desfechos primarios

e Avaliacdo das diferencas das taxas de mortalidade intra-hospitalar, observadas no periodo de
28 dias entre os grupos com alta ou baixa RMIP na sepse e seus subgrupos (com e sem

choque).

e 3.9.2 Desfechos secundarios
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Avaliar se RMIP mantém seu potencial prognostico ao longo das primeiras 48 horas do

diagndstico no contexto da sepse e seus subgrupos (com e sem choque).

Analisar se a RMIP das primeiras 24 horas interfere nos niveis de lactato ao longo das
primeiras 48 horas do diagndstico no contexto da HP secundaria a sepse.

Avaliar a existéncia de uma possivel associacao entre os valores da RMIP com os niveis e/ou
dindmica do lactato dentro das primeiras 48 horas do diagnostico da sepse no contexto da HP.
Avaliar a existéncia de uma possivel associacao entre os valores da RMIP com os niveis basais
e/ou variagdo percentual dos neuropeptideos apods teste de HRPO nas primeiras 24 horas do
diagnostico da sepse.

Avaliar se a alta RMIP representa um preditor independente para mortalidade na sepse.
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4 ANALISE ESTATISTICA

4.1 ESTATISTICA DESCRITIVA E INFERENCIAL

Os dados do estudo (DE MIRANDA et al., 2022) foram analisados estatisticamente pelo
programa “IBM SPSS Statistics 23” e os graficos elaborados no “GraphPad Prism” 6.
Inicialmente, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para a avaliacdo da normalidade da amostra.
Os dados paramétricos foram descritos por meio de média + desvio-padrao (DP) e nos grupos
independentes comparados utilizando o teste t de Student. Os dados ndo-paramétricos foram
descritos na forma de mediana e amplitude interquartil (AIQ), e nos grupos independentes
comparados através do teste Mann-Whitney. Os dados qualitativos foram descritos em
frequéncias e porcentagens, e nos grupos independentes comparados através do teste de Fisher
ou teste Chi-quadrado. Em seguida, para concretizagdo dos objetivos do trabalho, para avalia¢ao
das diferencas das taxas de mortalidade intra-hospitalar, observadas no periodo de 28 dias, entre
os grupos com alta ou baixa RMIP foi utilizado o teste de Fisher. Para avalia¢do da variagdo da
RMIP entre sobreviventes e nao sobreviventes na sepse € seus subgrupos ao longo das primeiras
48 horas de acompanhamento, e para analise da variancia dos niveis de lactato entre os grupos
com alta e baixa RMIP ao longo das primeiras 48 horas do diagnostico no contexto da HP
secundaria a sepse, foi realizado o teste de Mann-Whitney para avaliagdo intergrupo, associado
ao teste de Wilcoxon para avaliagdo intragrupo. Em seguida, foi realizado um teste de Bonferroni
poOs-hoc para analise das multiplas comparagdes. Para correlagao entre varidveis continuas [niveis
de lactato 1° e 2° dia (mmol/L); niveis de neuropeptideos pré-teste (pg/ng), Alactato (%) e
Aneuropeptideos (%) com AIPP pico (%)] foi utilizado o teste de Spearman. Para a andlise
multivariada da RMIP como um preditor independente foi utilizado um modelo de regressao
logistica. Para tal analise foi selecionada 1 variavel para cada 10 desfechos, sendo que a selecao
dessas teve por base sua significincia na andlise univariada entre sobreviventes e nao
sobreviventes de pacientes com sepse. Apos a selecdo, foram descartadas as variaveis colineares.
A adequacao do modelo final de regressdao logistica foi avaliada usando o teste de Hosmer-
Lemeshow. O teste de Wilcoxon foi utilizado para avaliar a variagdo dos niveis de
neuropeptideos entre a primeira e a segunda medig@o. Os testes Bland Altman e de Spearman
foram utilizados para testar a concordancia dos monitores utilizados no estudo. Um p valor <
0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Um p < 0,01 foi considerado altamente

significativo



S RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS BASAIS POPULACAO DO ESTUDO

No periodo entre novembro de 2020 e maio de 2022, um total de 226 pacientes com
sepse foram incluidos no estudo, apods ressuscitacio hemodinamica com fluidos, e,

subsequentemente, tiveram a RMIP estimada, conforme demonstrado na Figura 11. As

caracteristicas demograficas, laboratoriais e clinicas estao descritas na Tabela 2.

FIGURA 12- FLUXOGRAMA DO ESTUDO

Pacientes elegiveis

n=248

Pacientes incluidos

n=226

Pacientes excluidos

Hepatopatia grave n =01

Coagulopatia grave n= 08

Avaliagio perfusional inacessfvel n= 08
Endocardite mfecciosan =01

Grawidez =03

Recusa do paciente n=101

Grupo Alta RMIP
n=109

Grupo haixa RMIP
n=117

Analise neuropeptideos
n=4f

Hiperlactatemia persistente

n= 108

FONTE: O autor (2022).
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Parametros Todos os Grupo baixa Grupo alta Valor p

pacientes RMIP RMIP

n =226 n =117 109

Clinicos
Idade (anos), média (DP) 60 (16) 59 (16) 62 (15) 0,21
Género, n (%) 0,10
Masculino 129 (57,1) 73 (62,4) 56 (51,4)
Feminino 97 (42,9) 44 (37,6) 53 (48,6)
Comorbidades, No. (%)
Diabetes mellitus 72 (31,9) 38 (32,5) 34 (31,2) 0,88
Hipertenséo 126 (55,8) 66 (56,4) 60 (55) 0,89
Doenga renal crénica 30 (13,3) 16 (13,7) 14 (12,8) 1,00
Faléncia cardiaca 39 (17,3) 19 (16,2) 20 (18,3) 0,72
Faléncia hepatica 10 (4,4) 5(4,3) 5(4,6) 1,00
Doenca cerebral vascular 21 (9,3) 5(4,3) 16 (14,7) 0,01*
Doenga pulmonar cronica 36 (15,9) 23 (19,7) 13 (11,9) 0,14
Cancer 32 (14,2) 11 (9,4) 21(19,3) 0,03*
Imunossupressao 45 (19,9) 18 (15,4) 27 (24,8) 0,09
Foco da infec¢io, No. (%)
Pulmonar 118 (52,2) 65 (55,6) 53 (48,6) 0,28
Abdominal 42 (18,6) 21 (17,9) 21 (19,3) 0,86
Urinario 27 (11,9) 12 (10,3) 15 (13,8) 0,32
Outros 39 (17,3) 19 (16,2) 20 (18,3) 0,61
Cultura positiva, No. (%) 156 (69) 85 (72,6) 71 (65) 0,25
Hemocultura positiva, No. (%) 69 (30,7) 34 (29,3) 35(32,1) 0,66
Covid-19 confirmado, No. (%) 34 (15) 22 (18.8) 12 (11) 0,13
Escores e biomarcadores
SOFA escore, média (DP)? 9(4) 9(4) 8(4) 0,27
APACHE 1I escore, média (DP)P 23 (8) 23 (9) 23 (8) 0,88
Proteina C reativa (mg/dl), média (DP) 17,5(11,4) 17,9(11,7) 16,6 (8,5) 0,34
Procalcitonina (ng/ml), No. / mediana (AIQ) 169/ 1,4 (0,4-6,8)  89/1,3(0,3-6,6) 80/2(0,5-7,1) 0,51
Dados hemodindmicos pés ressuscitacio
PAM (mmHg), mediana (AIQ) 83 (75-94) 83 (75-96) 85 (74-94) 0,84
Frequéncia cardiaca (/min), média (DP) 93 (22) 93 (23) 93 (21) 0,91
ScvO; (%), No. / média (DP) 75774 (9) 40 /75 (10) 35/73(9) 0,39
Pv-aCO; (mmHg), No. / mediana (AIQ) 74/6.,9 (2,9-9) 41/49(2,3-8,7) 33/5,9(3,4-10,3) 0,53
Lactato arterial (mmol/L), No. / mediana (AIQ) | 220/1,9 (1,4-2,7) 114/1,9 (1,4-2,5) 106/ 2 (1,5-3,2) 0,08
Diurese (ml/kg/h), No. / mediana (AIQ) 210/ 0,5 (0,2-0,8) 108 /0,5 (0,3-0,8) 102/0,5(0,2-0,8) 0,96
Creatinina, Mediana (AIQ), mg/dl 222/1,4 (0,9-2,7) 115/1,4 (0,8-2,4) 107/1,5 (0,9-2,9) 0,788
Uso de drogas vasoativas, No. (%) 116 (51,3) 63 (53,8) 53 (48,6) 0,50
Dose noradrenalina, No. /mediana (AIQ), | 114/0,2(0,1-0,5) 62/0,2(0,1-0,5) 52/0,3(0,1-0,5) 0,09
png/kg/min
Uso de Vasopressina, No. (%) 30 (13,3) 13 (11,1) 17 (15,6) 0,33
Perfusio periférica anormal
TEC >3 s, No. (%) 82 (36,3) 26 (22,2) 56 (51,4) <0,01%*
IPP < 1.4, No. (%) 84 (37,2) 14 (12) 70 (64,2) <0,01**

FONTE: O autor (2022).
NOTAS:

?Faixa de 0 a 24: pontuacdes mais altas estdo associadas a intensidade da disfuncdo organica e a um maior risco de morte

hospitalar (DE BACKER et al., 2011)

®Faixa de 0 a 71: pontuagdes mais altas estdo associadas a intensidade da doenga e a um maior risco de morte hospitalar (DE

BACKER et al., 2011).

Em vermelho, varidveis com diferengas significativas entre os grupos com alta e baixa RMIP. p < 0,05%; p < 0.01**
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Coletivamente, os dados caracterizam uma heterogeneidade de pacientes criticos, tipico
quadro secundario a sepse. Como pode ser visualizado na Tabela 2, ndao houve diferencas
significativas entre os grupos (alta e baixa RMIP) em relacdo a idade, género, foco de infecgao,
detec¢do do agente infeccioso, Covid-19 confirmado, escores de gravidade, biomarcadores,
niveis de lactato, creatinina e uso/dose de medicagdes vasopressoras. Adicionalmente, ambos os
grupos tinham atingido as metas macro hemodinamicas (PAM, ScvO2 e diurese) no momento da
avaliacdo da reserva microvascular isquémica periférica. No entanto, o grupo de alta RMIP foi
composto por uma maior parcela de pacientes com historia prévia de acidente vascular cerebral
e cancer, 0s quais apresentavam-se com parametros alterados de perfusao periférica (IPP e TEC)

no momento da realizac¢ao do teste quando comparados aos de baixa RMIP.

52 AVALIACAO DO POTENCIAL PROGNOSTICO DA RMIP NA SEPSE

A mortalidade intra-hospitalar em ambiente intensivo, observada nos primeiros 28 dias
do diagndstico da sepse, correspondeu a 40% dos casos (90/226), cujas causas foram choque
refratario (45%), admissdao em cuidados paliativos (23%), disfungao multipla de 6rgdos (21%) e
piora da doencga de base (11%). Como pode ser visualizado na Figura 12, comparamos os indices
de mortalidade em 28 dias entre os grupos na sepse. Através da analise univariada dessas
variaveis, observamos diferencas significativas nas taxas de obito entre os grupos (p = 0,04)
sendo mais elevada no grupo com alta RMIP (RR 1,25, IC 95% 1.00-1,55) quando comparado
ao grupo de baixa RMIP.

FIGURA 13 - AVALIACAO PROGNOSTICA DA RMIP NA SEPSE
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FONTE: O autor (2022).
NOTA: * p <0.05.
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As caracteristicas demograficas, laboratoriais e clinicas dos sobreviventes e nao

sobreviventes dos pacientes com sepse estao descritas na Tabela 3.

TABELA 3 -PARAMETROS DEMOGRAFICOS, LABORATORIAIS E CLINICOS POS RESSUSCITACAO VOLEMICA

ENTRE SOBREVIVENTES E NAO SOBREVIVENTES NA SEPSE

Parametros Todos os pacientes Sobreviventes Nao sobreviventes Valor p
n =226 n =136 n=90
Clinicos
Idade (anos), média (DP) 60 (16) 58 (16) 63 (15) 0,01*
Género, n (%) 1,00
Masculino 129 (57,1) 78 (57,4) 51 (56,7)
Feminino 97 (42,9) 58 (42,6) 39 (43,3)
Comorbidades, No. (%)
Diabetes mellitus 72 (31,9) 42 (30,9) 30 (33,3) 0,77
Hipertensdo 126 (55,8) 72 (52,9) 54 (60) 0,33
Doenga renal cronica 30 (13,3) 15 (11) 15 (16,7) 0,23
Faléncia cardiaca 39 (17,3) 20 (14,7) 19 (21,1) 0,21
Faléncia hepatica 10 (4,4) 4(2,9) 6 (6,7) 0,20
Doenga cerebral vascular 21 (9,3) 11(8,1) 10 (11,1) 0,48
Doenga pulmonar cronica 36 (15,9) 19 (14) 17 (18,9) 0,35
Cancer 32 (14,2) 17 (12,5) 15 (16,7) 0,43
Imunossupressao 45 (19,9) 20 (14,7) 25 (27,8) 0,01*
Foco da infec¢ao, No. (%)
Pulmonar 118 (52,2) 65 (47,8) 53 (58,9) 0,07
Abdominal 42 (18,6) 26 (19,1) 16 (17,8) 0,86
Urinario 27 (11,9) 20 (14,7) 7(7,8) 0,10
Outros 39 (17,3) 25 (18,4) 14 (15,6) 0,52
Cultura positiva, No. (%) 156 (69) 93 (68,4) 63 (70) 0,88
Hemocultura positiva, No. (%) 69 (30,7) 41 (30,1) 28 (31,5) 0,88
Escores e biomarcadores
SOFA escore, média (DP) 9(4) 7(4) 10 (4) <0,01**
APACHE II escore, média (DP) 23 (8) 21 (7) 27 (8) <0,01%*
Proteina C reativa (mg/dl), média (DP) 17,5 (11,4) 17 (12) 18,6 (9,9) 0,25
Procalcitonina (ng/ml), No. / mediana (AIQ) 169/ 1,4 (0,4-6,8) 93/1,1(0,3-3,8) 76 /3,5 (0,7-10,5) <0,01%*
Dados hemodinamicos pos ressuscitacio
PAM (mmHg), mediana (AIQ) 83 (75-94) 83 (74-97) 84 (75-92) 0,87
Frequéncia cardiaca (/min), média (DP) 93 (22) 85 (16) 101 (21) <0,01**
ScvO; (%), No. / média (DP) 75774 (9) 37/175(9) 38/73 (10) 0,36
Pv-aCO, (mmHg), No. / mediana (AIQ) 74769 (2,9-9) 35749 (3,9-9) 39/5,2(2,4-10,9) 0,82
Lactato (mmol/L), No. / mediana (AIQ) 220/ 1,9 (1,4-2,7) 132/ 1,7 (1,3-2,5) 88/2,3(1,7-3,5) <0,01**
Diurese (ml/kg/h), No. / mediana (AIQ) 210/ 0,5 (0,2-0,8) 123 /0,6 (0,4-0,9) 87/0,4(0,1-0,7) <0,01**
Uso de drogas vasoativas, No. (%) 116 (51,3) 53 (39) 63 (70) <0,01%*
Dose noradrenalina, No. /mediana (AIQ), 114 /0,2 (0,1-0,5) 52/0,2(0,1-0,4) 63/0,3(0,1-0,6) <0,01**
pg/kg/min
Uso de Vasopressina, No. (%) 30 (13,3) 10 (7,4) 20 (22,2) <0,01%*
Perfusao periférica anormal
TEC prolongado (>3 segundos), No. (%) 82 (36,3) 41 (30,1) 41 (45,6) 0,02*
IPP alterado (<1.4), No. (%) 84 (37,2) 35(25,7) 49 (54,4) <0,01**
Neuropeptideos
SP, No. / mediana (AIQ), pg/ml 46 /15 (9,3-31,7) 27/132,3(21,6-364) 20/ 151,6 (6,8-419,9) 0,66
CGRP, No. / mediana (AIQ), pg/ml 46 /153 (20,7-375,7)  29/15,2(10,1-29,7) 21/14,6 (8,7-44,6) 0,81
RMIP, mediana (AIQ), % 60 (17-133) 51 (12-97) 78 (25-202) <0,01**

FONTE: O autor (2022).

NOTA: Em vermelho, varidveis com diferengas significativas entre os sobreviventes ¢ ndo sobreviventes. p < 0,05%; p <0.01**
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Como pode ser observado, ndo houve diferenca estatisticamente relevante entre
sobreviventes e ndo sobreviventes na sepse em relagdo ao sexo, comorbidades, foco de infecgao,
detec¢do do agente infeccioso, niveis de proteina C reativa (PCR), dados hemodinamicos pds
ressuscitacdo (PAM, ScvO, Pv-aCO») e niveis dos neuropeptideos. Contudo, pode-se verificar
que o grupo dos pacientes nao sobreviventes foi composto por uma maior parcela de pacientes
com idade mais avangada, histéria de imunossupressao, pontuagdes elevadas nos escores de
gravidade (APACHE II e SOFA), niveis mais altos de procalcitonina e lactato, frequéncia
cardiaca estava mais elevada, uma menor diurese, pardmetros de perfusdo periféricas anormais
no momento do teste (TEC e IPP), e que necessitaram de maiores doses de noradrenalina e maior
uso de vasopressina quando comparados ao grupo dos sobreviventes. Adicionalmente, foram

observados valores mais elevados da RMIP no grupo dos ndo sobreviventes.

Ap0s ajuste para as demais varidveis na analise multivariada, a alta RMIP (AIPP pico >
62%) manteve-se como um fator de risco independente para predicdo de mortalidade intra-
hospitalar em 28 dias, sendo que esse grupo se apresentou com, aproximadamente, 2,1 vezes
mais risco para mortalidade quando comparado ao grupo com baixa RMIP, conforme

demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4 -ANALISE MULTIVARIADA PROGNOSTICA COM A RMIP

Bivariada Multivariada
Odds Ratio IC 95% Valor p Odds Ratio IC 95% Valor p
AIPP pico > 62% 1,759 1,027-3,011 0,04* 2,156 1,131-4,111 0,02*
Idade 1,022 1,004-1,040 0,01* 1,040 1,017-1,064 <0,01%*
SOFA 1,214 1,123-1,312 <0,01** 1,199 1,099-1,309 <0,01%*
Frequéncia cardiaca 1,031 1,017-1,045 <0,01** 1,032 1,016-1,049 <0,01%*
Lactato 1,508 1,202-1,892 <0,01%* 1,239 0,981-1,565 0,07

FONTE: O autor (2022).
NOTA: Em vermelho, variaveis com diferengas significativas entre sobreviventes e nao sobreviventes. p < 0,05%; p <0.01**

53 AVALIACAO DO POTENCIAL PROGNOSTICO DA RMIP NOS SUBGRUPOS DA
SEPSE

Subsequentemente, esse potencial prognostico da RMIP foi analisado nos subgrupos
especificos da sepse (com e sem choque). Como ilustrado da Figura 13, pacientes do grupo de
alta RMIP apresentaram maiores indices de mortalidade intra-hospitalar em 28 dias quando
comparado ao grupo de baixa RMIP no choque séptico (RR 2,14, IC 95% 1,49-3,08, p = 0,01).

No entanto, tais diferencas ndo foram demonstradas nos casos de sepse sem choque (p = 0,73).
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FIGURA 14 - AVALIACAO PROGNOSTICA DA RMIP NOS SUBGRUPOS DA SEPSE
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FONTE: O autor (2022).
NOTA: * p <0.05; ** p<0,01.

5.4 VARIACOES DA RMIP ENTRE SOBREVIVENTES E NAO SOBREVIVENTES AO

LONGO AS PRIMEIRAS 48 HORAS DO DIAGNOSTICO NA SEPSE E SEUS
SUBGRUPOS

Conforme demonstrado na Figura 14, uma analise seriada dos valores da RMIP (%) foi
realizada durante as primeiras 48 horas do diagnostico entre sobreviventes e ndo sobreviventes
na sepse. A andlise intergrupo (Sobreviventes vs. Nao sobreviventes) demonstrou diferencas
significativas nos valores do A IPP pico (%) nas primeiras 24 horas da avaliacao (p =0,01), sendo
que os ndo sobreviventes apresentaram uma mediana mais elevada (A IPP pico 78%, AIQ 26-
200%) quando comparados aos sobreviventes (A IPP pico 51,5%, AIQ 12-95%). No entanto, tais
diferencas ndo foram observadas no segundo dia de avaliacao (p= 0,31). J& quando analisamos
os grupos separadamente, observamos que a mediana reduziu significativamente (p=0,02) ao
longo das 48 horas de observacgdo entre os ndo sobreviventes (Dia 1 78%, AIQ 26-200%; Dia 2

40%, AIQ 11-135%). Entretanto, tais variagdes significativas ndo foram observadas nos

sobreviventes (p = 0,52).
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Figura 15 - AVALIACAO SERIADA DA RMIP NAS PRIMEIRAS 48 HORAS DO DIAGNOSTICO DE
SEPSE
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FONTE: O autor (2022).

NOTA: (A) Analise intergrupo (Sobreviventes vs. Nao-sobreviventes): Dia 1* p < 0.05, Dia 2 ns; (B) Andlise
intragrupo ao longo das 48 h: Sobreviventes ns; Nao sobreviventes * p < 0,05.

Adicionalmente, a mesma andlise seriada dos valores da RMIP (%) foi realizada durante
as primeiras 48 horas do diagnostico entre sobreviventes e ndo sobreviventes no subgrupo da
sepse, o choque séptico (Figura 15). Semelhante ao grupo total dos pacientes com sepse, a analise
intergrupo (Sobreviventes vs. Nao sobreviventes) mostrou diferengas significativas nos valores
do A IPP pico (%) nas primeiras 24 horas da avaliacdo (p = 0,03), sendo que os ndo sobreviventes
apresentaram uma mediana mais elevada (A IPP pico 93%, AIQ 46-220%) quando comparados
aos sobreviventes (A IPP pico 47%, AIQ 13-74%), as quais ndo foram observadas no segundo
dia de avaliagdo (p = 0,56). J& quando analisamos os grupos separadamente, observamos que
nenhum apresentou alteragdes significativas nos valores da RMIP (%) ao longo do tempo

(Sobreviventes p = 0,72; Nao sobreviventes p = 0,12).
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Figura 16 - AVALIACA,O SERIADA DA RMIP NAS PRIMEIRAS 48 HORAS DO DIAGNOSTICO NO
CHOQUE SEPTICO
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FONTE: O autor (2022).

NOTA: (A) Analise intergrupo (sobreviventes vs. Ndo sobreviventes): Dia 1* p < 0.05, Dia 2 ns; (B) Analise
intragrupo ao longo das 48 h: Sobreviventes ns; Ndo sobreviventes ns.

5.5 HIPERLACTATEMIA PERSISTENTE ASSOCIADA A SEPSE E RMIP

Dentre os pacientes incluidos no estudo, 108 persistiram com niveis elevados de lactato
(> 2 mmol/L), a despeito da ressuscitacdo hemodinamica com fluidos. Os dados clinicos e
demograficos dos pacientes com HP secundaria a sepse comparando os grupos com alta e baixa
RMIP estao descritos na Tabela 5. Como pode ser verificado, ndo houve diferencas significativas
entre os grupos (alta e baixa RMIP) em relacdo a idade, género, foco de infeccdo, deteccdo do
agente infeccioso, escores de gravidade, biomarcadores e uso/dose de medicacdes vasopressoras.
Adicionalmente, ambos os grupos tinham atingido as metas macro hemodinamicas (PAM, SevO2
e diurese) no momento da avalia¢do da reserva microvascular isquémica periférica. No entanto,
o grupo de alta RMIP foi composto por uma maior parcela de pacientes com historia prévia de
acidente vascular cerebral, os quais apresentavam-se com parametros alterados de perfusao
periférica (IPP e TEC) quando comparados aos de baixa RMIP no momento da avaliacdo do
teste. Além disso, houve diferencas significativas nas taxas de mortalidade em 28 dias entre

grupos (p < 0,01), que foram maiores no grupo com alta RMIP.



TABELA 5 - PARAMETROS DEMOGRAFICOS, LABORATORIAIS E CLINICOS POS RESSUSCITACAO
VOLEMICA ENTRE OS GRUPOS COM ALTA E BAIXA RMIP EM PACIENTES COM HP
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Parametros Todos os pacientes  Grupo Baixa RMIP  Grupo Alta RMIP Valor p
n =108 n =52 n =56
Clinicos
Idade (anos), média (DP) 62 (16) 60 (16) 63 (15) 0,21
Género, n (%) 0,25
Masculino 56 (51,9) 30 (57,7) 26 (46,4)
Feminino 52 (48,1) 22 (42,3) 30 (53,6)
Comorbidades, No. (%)
Diabetes mellitus 38 (35,2) 18 (34,6) 20 (35,7) 1,00
Hipertensao 60 (55,6) 28 (53,8) 32 (57,1) 0,84
Doenga renal cronica 7 (6,5) 3(5,8) 4(7,1) 1,00
Faléncia cardiaca 14 (13) 6 (11,5) 8(14,3) 0,77
Faléncia hepatica 7 (6,5) 4(7,7) 3(5,4) 0,70
Doenca cerebral vascular 10 (9,3) 1(1,9) 9 (16,1) <0,01*%*
Doenga pulmonar cronica 14 (13) 7 (13,5) 7 (12,5) 1,00
Cancer 15(13,9) 6 (11,5) 9 (16,1) 0,58
Imunossupressao 23 (21,3) 8 (15,4) 15 (26,8) 0,16
Foco da infec¢do, No. (%)
Pulmonar 48 (44,4) 22 (42,3) 26 (46,4) 0,70
Abdominal 29 (26,9) 14 (26,9) 15 (26,8) 1,00
Urinario 14 (13) 9(73) 5(8,9) 0,40
Outros 17 (15,7) 7 (13,5) 10 (17,9) 0,79
Cultura positiva, No. (%) 71 (65,7) 37(71,2) 34 (60,7) 0,31
Hemocultura positiva, No. (%) 31 (28,7) 16 (30,8) 15 (26,8) 0,67
Escores e biomarcadores
SOFA escore, média (DP)? 9(4) 9(4) 10 (4) 0,36
APACHE 1I escore, média (DP)P 24 (9) 23 (10) 25 (8) 0,30
PCR (mg/dl), mediana (AIQ) 16 (10,6-20,8) 17 (8-21,1) 16 (12-20) 0,95
Procalcitonina (ng/ml), No. / mediana (AIQ) 81/3(0,6-11,5) 37/ 3,3 (0,3-12,7) 44/ 2,2 (0,9-10,2) 0,78
Dados hemodinimicos pés ressuscitacio
PAM (mmHg), mediana (AIQ) 82 (74-92) 81 (71-88) 85 (75-92) 0,38
Frequéncia cardiaca (/min), média (DP) 98 (22) 98 (23) 98 (20) 0,96
ScvO,, No. / média (DP), % 40/73 (10) 18/73 (11) 22/73(9) 0,96
Pv-aCO; (mmHg), No. / mediana (AIQ), 40/7,1(6,9) 18/6,9 (6,6) 22/7,3(7,3) 0,85
Diurese (ml/kg/h), No. / mediana (AIQ) 105/0,5 (0,2-0,9) 50/0,5(0,4-0,9) 5570,5(0,2-0,9) 0,45
Uso de drogas vasoativas, No. (%) 70 (64,8) 33 (63,5) 37 (66,1) 0,84
Dose noradrenalina, No. /mediana (AIQ), 69 /0,3 (0,2-0,5) 32/0,2(0,1-0,5) 37/ 0.3 (0,2-0,6) 0,06
pg/kg/min
Uso de Vasopressina, No. (%) 21 (19,4) 8 (15,4) 13 (23,2) 0,34
Perfusao periférica anormal
TEC prolongado (>3 segundos), No. (%) 45 (41,7) 14 (26,9) 31 (55,4) <0,01**
IPP alterado (<1.4), No. (%) 51 (47,2) 10 (19,2) 41 (73,2) <0,01**
Mortalidade, No. (%) 57 (52,8) 20 (38,5) 37 (66,1) <0,01**

FONTE: O autor (2022).

NOTA: Em vermelho, variaveis com diferencgas significativas entre os grupos com alta e baixa RMIP. p < 0,05%; p < 0.01**

5.5.1 Anélise temporal dos niveis de lactato entre grupos com alta e baixa RMIP

Como ilustrado na Figura 16, foi realizada uma avalia¢do seriada dos niveis de lactato

no contexto da HP associada a sepse nos dois primeiros dias apos a ressuscitagao hemodinamica

com fluidos (n = 108) e comparada entre os grupos com alta (n=56) e baixa (n=52) RMIP. Nao
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foram observadas diferencas significativas nos niveis de lactato entre os grupos (alta versus baixa
RMIP) nas primeiras 24 (p = 0,15) e 48 horas (p = 0,05). J4 quando analisamos os grupos
separadamente ao longo do tempo (alta e baixa RMIP), encontramos mudangas significativas nos
niveis de lactato tanto para o grupo com alta RMIP (p = 0,01) quanto para o grupo com baixa
RMIP (p=0,00). Entretanto, somente o grupo com baixa RMIP demonstrou uma redugao efetiva

nos niveis de lactato ao longo do tempo, ap6s correcao para multiplas comparagdes (p < 0,05).

FIGURA 17 - VARIACAO DOS NiVEIS DE LACTATO ENTRE OS GRUPOS COM ALTA E
BAIXA RMIP NO CONTEXTO DA HP
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FONTE: O autor (2022).

NOTA:(A) Anélises intergrupos (alta RMIP vs. baixa RMIP) ns. (B) Anélises intragrupos: alta RMIP ns; baixa
RMIP*p < 0,05.

5.5.3 Correlacao entre RMIP e mudancas nos niveis de lactato ao longo do tempo

Como mostrado na Figura 17A, o estudo observou uma fraca, mas estatisticamente
significativa correlacdo positiva entre o AIPP pico (%) e os niveis de lactato (mmol/L) dentro das
primeiras 24 h do diagndstico de sepse ap0s ressuscitacdo hemodindmica com fluidos (p = 0,01).
Entretanto, ndo foram encontradas correlagdes significativas (p= 0,55) entre estas varidveis no
segundo dia de avaliagdo (Figura 17B). Adicionalmente, como demonstrado na Figura 17C, o
estudo ndo observou correlagdes significativas (p = 0,31) entre a AIPP pico (%) das primeiras 24

horas com DTL (%).
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Figura 18 - CORRELACAO ENTRE A RESERVA MICROVASCULAR ISQUEMICA PERIFERICA E
OS NIVEIS DE LACTATO NA HIPERLACTATEMIA PERSISTENTE ASSOCIADA
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O presente trabalho investigou uma possivel atuagdo fisiopatologica dos neuropeptideos
SP ¢ CGRP na RMIP em 46 pacientes.

5.6.1 Variagao dos niveis dos neuropeptideos durante o teste de HRPO

Conforme ilustrado na Figura 18, foram analisados os niveis de neuropeptideos pré e

pos o teste HRPO. Variagdes estatisticamente significativas foram observadas em relagdo aos

niveis da SP (p <0,01), cujo valor da mediana pré-teste foi maior (46,7, AIQ 13,7-180,6) quando

comparado ao pos-teste (35, AIQ 4.9-133.5). No entanto, essas ndo foram significativas nas

analises dos niveis do CGRP (p = 0,86) pré (14,6, AIQ 10,8-31,5) e pos teste (15,2, AIQ, 9,7-
33,8).



FIGURA 19 - VARIACOES DAS CONCENTRACOES DOS NEUROPEPTIDEOS PRE E POS

TESTE DE HRPO EM PACIENTES COM SEPSE.
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FONTE: O autor (2022).
NOTA: (A) SP ** p<0.01; (B) CGRP ns.

5.6.2 Correlagao entre niveis de neuropeptideos e sua variacao pré e pos teste com a RMIP
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Como pode ser observado na Figura 19, este estudo ndo encontrou correlagdes

significativas entre a RMIP (%) e os niveis basais dos neuropeptideos CGRP (p = 0,71) e SP (p

FIGURA 20 - CORRELACAO ENTRE NiVEIS BASAIS DOS NEUROPEPTIDEOS COM A RMIP NA
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Adicionalmente, ndao foram observadas correlagdes significativas entre os valores da
RMIP (A IPP pico, %) e da A neuropeptideos pré e pos teste, CGRP (p =0,41) e SP (p = 0,26),

como pode ser visualizado na Figura 20.

FIGURA 21 - CORRELACAO ENTRE VARIACOES DOS NEUROPEPTIDEOS COM A RMIP NA SEPSE
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FONTE: O autor (2022).
NOTA:(A) ASP (%) vs. AIPP pico (%) ns; (B) ACGRP (%) vs. AIPP pico (%) ns.

6 DISCUSSAO

Os distirbios microvasculares, além de apresentarem um papel importante na
fisiopatologia da sepse, estdo associados ao desenvolvimento das disfun¢des organicas e piores
desfechos clinicos (DE BACKER et al., 2013; LELUBRE; VINCENT, 2018; POOL; GOMEZ;
KELLUM, 2018). Dentre os mecanismos atribuidos a esse acometimento microvascular, uma
particular aten¢ao tem sido dada aos distirbios de reatividade microvascular, visto que evidéncias
recentes destacaram seu potencial prognoéstico utilizando a associacdo dos métodos de HRPO e
IPP nos pacientes com choque séptico (MENEZES et al., 2018; 2019). Corroborando tais
achados, o presente trabalho demonstrou o potencial da RMIP como uma ferramenta de
enriquecimento prognostico para sepse e choque séptico, e forneceu mais informagdes sobre o
melhor momento de uso e sua interpretagdo fisiopatoldgica. Além disso, em relagdo a
reprodutibilidade futura dos resultados, este estudo visou a robustez, por ter sido realizado em
quatro UTTIs diferentes e, baseado em pensamento Bayesiano, elaborou uma hipdtese pré-teste
coerentemente possivel para uma amostra pré-calculada ligada a dados consistentes de estudos a

priori. Portanto, o presente estudo traz varias novas evidéncias que podem contribuir para o
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amplo uso clinico da RMIP, tanto para a detecg¢ao precoce de pelo menos dois subgrupos com

diferentes riscos de mortalidade, quanto para o desenvolvimento de futuras terapias guiadas.

Nos ultimos anos, alguns estudos robustos demonstraram a relevancia da hipoperfusao
microcirculatoria periférica para a mortalidade na sepse (DE BACKER et al., 2013; SANTOS et
al., 2019). Entretanto, o papel da hiporesponsividade vascular nesta hipoperfusao ainda nao ¢
totalmente compreendido, visto que, quando avaliada na microcirculagao do musculo esquelético
(DOERSCHUG et al., 2007) e dos vasos dependentes de NO (DAVIS et al., 2009), foi
identificado uma relacdo direta entre os disturbios da reatividade microvascular e o prognostico
o que levou aos autores a atribuir uma possivel causalidade devido ao conhecido dano estrutural
endotelial-vascular gerado pela sepse. Entretanto, a descoberta surpreendente da associagao de
uma alta RMIP evidenciada na ponta dos dedos de pacientes com choque séptico e sua associacao
com mau prognostico (MENEZES et al., 2019), agora confirmada em um estudo mais extenso,

exige uma nova interpretagao clinica da reatividade vascular na sepse.

A pele corresponde a um dos 6rgdos mais acessiveis do corpo humano, cuja rica
microcirculagdo ¢ passivel de observagao da reatividade microvascular através de parametros
ndo invasivos a beira do leito. Dentre os testes bem estabelecidos atualmente encontra-se a
HRPO, técnica caracterizada por uma isquemia transitoria do tecido seguida pela rapida
reperfusdo tecidual, a qual tem sido proposta para avaliar a reatividade microvascular e a fun¢ao
endotelial (ROSENBERRY; NELSON, 2020). No entanto, para devida compreensdo dos seus
resultados, algumas questdoes devem ser consideradas: 1. sua magnitude representa um fendmeno
aparentemente 6rgao-dependente (DAVIS et al., 2009; DOERSCHUG et al., 2007; ROUSTIT;
CRACOWSKI, 2013) sendo, portanto, dependente de diferentes vias metabolicas nos diversos
tecidos; e 2. a interpretacdo do teste também depende da fase da avaliagdo da hiperemia reativa,
visto que as respostas de fluxo precoce parecem ser derivadas principalmente por mecanismos
mecanosensiveis, enquanto o estresse de cisalhamento e fatores metabolicos afetam a resposta

de fluxo tardia (KOLLER; BAGI, 2002).

Uma das possiveis interpretacdes do teste de HRPO ¢ baseada em um componente
microhemodinamico no qual a RMIP refletiria a propor¢ao de microvasos, tais como os capilares
e arteriolas recrutaveis apos o estimulo isquémico transitério (DOERSCHUG et al., 2007).
Comprovadamente, os pacientes sépticos com maior risco de dbito sdo aqueles que possuem
menor fluxo microcirculatério tecidual (SAKR et al., 2004). Nossos resultados sugerem,
seguindo essa perspectiva, que os pacientes mais graves (como aqueles com choque, por

exemplo) teriam uma reserva microvascular ndo utilizada, apesar da hipdxia dependente de
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hipofluxo sanguineo. Ou seja, a maior reserva constatada indicaria um desacoplamento entre
demanda e oferta de fluxo tecidual. Por outro lado, os pacientes com melhor prognostico seriam
aqueles que conseguiriam acoplar melhor o fluxo sanguineo as demandas teciduais e, assim,
gerariam uma menor reserva isquemica mensurada pelo teste. Tal hipdtese corrobora a literatura
ao demonstrar que os disturbios microcirculatérios podem ter um aspecto mais funcional do que

estrutural na sepse (DOERSCHUG et al., 2007; KOLLER; BAGI, 2002).

Outra possivel interpretacao do teste da HRPO seria de origem farmacoldgica, no qual
a RMIP representaria indiretamente a biodisponibilidade de mediadores locais. Embora os
mecanismos fisiopatoldgicos de HRPO na pele nao sejam totalmente compreendidos, evidéncias
prévias identificaram que a expressdo e liberagdo de neuropeptideos via fibras nervosas
sensoriais e substancias derivadas do citocromo P450 epoxigenases parecem desempenhar um
papel essencial no pico da hiperemia reativa em individuos saudaveis (CRACOWSKI et al.,
2013; CRACOWSKI; LORENZO; MINSON, 2007). Dessa forma, uma das motivagdes do
presente trabalho foi investigar se os neuropeptideos tais como a SP ¢ CGRP aumentariam seus
niveis apos teste de isquemia, explicando, teoricamente, o mecanismo funcional que ligaria uma
alta RMIP a uma maior mortalidade, visto que tais mediadores possuem propriedades
vasodilatadoras (SCHLERETH et al., 2016), imunomoduladoras e estdo associadas a piores
desfechos (BEER et al., 2002; LORENTE et al., 2015, 2017). Infelizmente, nossas descobertas
nao corroboraram esta hipotese. Ao contrario das expectativas, apos o teste da HRPO os niveis
da SP reduziram e os niveis de CGRP plasmatico ndo sofreram alteragdes significativas. Outra
questdo levantada por este trabalho foi se a presenca desses mediadores nos tecidos periféricos
poderia influenciar na RMIP dos pacientes com sepse, porém tal hipdtese ndo foi confirmada
através das correlagdes entre as variaveis. Apesar do presente estudo nao ter encontrado
associacoes entre a RMIP com neuropeptideos, outros mediadores peptidicos (Endotelina); nao-
peptidicos (NO, p.ex.) e/ou canais i06nicos (BKCa, por exemplo) por suas agdes na
vasoreatividade (BURGDORFF; BUCHER; SCHUMANN, 2018; JOFFRE et al., 2020; LEVY
etal., 2010; LORENZO; MINSON, 2007) poderiam explicar as variagdes da IPP quando feita a

HRPO. Entretanto, outros estudos serdo necessarios para confirmar esta afirmacao.

Outra possivel explicacdo para o potencial prognostico da RMIP investigada no presente
trabalho foi baseada na DTL. No ambiente critico estabelecido durante a sepse, as perturbagdes
do fluxo sanguineo microcirculatorio estimulam o metabolismo anaerdbico da glicose e, dessa
forma, correspondem a parte dos mecanismos atribuidos ao aumento dos niveis de lactato

sanguineo (SUETRONG; WALLEY, 2016). Nesse sentido, algumas etapas no manejo da sepse,
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tais como a antibioticoterapia precoce ¢ a administragao de fluidos, sdo importantes para redugao
dos seus niveis e melhorar o prognostico (EVANS et al., 2021). Entretanto, uma vez estabelecida
a ressuscitacdo hemodinamica (momento da avaliagdo RMIP escolhido neste estudo), ¢
questionavel se a hipdxia tecidual dependente do fluxo continuaria sendo a causa primaria dos
niveis persistentemente altos de lactato e seu pior valor prognostico. Corroborando tal hipotese,
o presente trabalho verificou que, apesar dos parametros macro hemodinamicos estaveis no
momento escolhido para realizacio dos testes, aproximadamente metade da populacdo com sepse

estudada (n = 108) persistiu com niveis elevados de hiperlactatemia.

Durante a sepse, as mudancas nos niveis do lactato refletem uma associagao
desproporcional entre o que € produzido (por um aumento do metabolismo da glicose ou dedugao
do metabolismo do piruvato) e o que ¢ eliminado do organismo (através da excrec¢do [urina ou
suor por exemplo]; [frase fora de contexto (HERNANDEZ; BELLOMO; BAKKER, 2019).
Dessa forma, visto a complexidade desse biomarcador, o nosso trabalho buscou avaliar se, além
dos distarbios metabdlicos atualmente reconhecidos no desenvolvimento da hiperlactatemia
persistente, tais como, a perda da habilidade dos tecidos extrairem o oxigénio secundaria aos
danos endoteliais microvasculares e edema tecidual, disfun¢des mitocondriais € enzimaticas,
aumento da glicolise excedendo a capacidade metabolizagdo, estimulagdo B2 adrenérgica pelas
drogas vasoativas e reducdo da sua eliminagdo atribuida as disfun¢des organicas associadas a
sepse (SUETRONG; WALLEY, 2016), a RMIP teria alguma influéncia nas mudangas dos niveis
do lactato ao longo do tempo. Curiosamente, foi verificado que o grupo com uma menor RMIP
reduziu mais eficientemente os niveis do lactato ao longo das 48 horas de acompanhamento, e
que ndo foram observadas varia¢des significativas desse biomarcador no grupo com alta RMIP
ao longo do tempo. Diante desse resultado, o presente trabalho buscou investigar qual a forga da
associacdo entre tais variaveis através de correlacdes ao longo do tempo. Verificou-se uma
correlagdo positiva fraca entre as varidveis nas primeiras 24 horas sugerindo que os valores da
RMIP (apés a ressuscitagdo hemodinamica) possivelmente interfira nos niveis do lactato nesse
periodo. No entanto, quando correlacionadas, tais varidveis (niveis lactato versus valores RMIP),
nas 48 horas, ndo foram observadas associac¢des significativas. Uma possivel interpretacdo para
tal achado seria baseada na atividade adrenérgica (endogena e exdgena) a qual, além de aumentar
o metabolismo da glicose, sobrecarregando o sistema e, consequentemente, contribuir para a
persisténcia de hiperlactatemia na sepse (SUETRONG; WALLEY, 2016), os niveis das
catecolaminas (norepinefrina) se correlacionam positivamente com os valores da RMIP no

choque séptico, como demonstrado no estudo de Menezes e colaboradores (2019). Portanto, a
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estimulagdo dos receptores o adrenérgicos por mediadores vasoativos, utilizados por grande parte
dos pacientes com HP (64,8%), além de interferir na reatividade vascular, também poderia
explicar as variacdes dos niveis de lactato neste subgrupo (baixa RMIP) somente nesse periodo.
A provavel relacdo da RMIP com o efeito adrenérgico (MENEZES et al., 2019) também poderia
contribuir para a queda mais lenta do lactato no grupo com alta RMIP, denotando a persisténcia
da hiperestimulacao simpatica nesses pacientes por efeitos compensatdrios ou por disfuncao

autonomica. Entretanto, sdo necessarias mais investigacdes para confirmar tal hipdtese.

Outra questdo levantada foi se o lactato poderia ser uma varidvel de confusdo na
associacao entre a alta RMIP e os piores desfechos clinicos na sepse. Essa hipotese foi levantada
baseada na literatura, visto que estudos prévios demonstraram o valor prognostico do lactato na
sepse (CASSERLY et al., 2015; CHERTOFF et al., 2016; TANG et al., 2015) e a importancia
da redugdo deste biomarcador para melhora dos resultados clinicos de pacientes criticos (DING
et al., 2018; GU; ZHANG; BAKKER, 2015). Tal hipdtese ndo foi confirmada pelo presente
estudo, o qual demonstrou que mesmo apds ajuste para o lactato na analise multivariada, a alta

RMIP manteve-se como um fator de risco independente para mortalidade na sepse.

Independente das questdes de causalidade, ¢ importante ressaltar que a sepse ¢ uma
sindrome heterogénea, induzida pela variabilidade de agentes etiologicos, e afeta hospedeiros
com caracteristicas genéticas e comorbidades especificas, cujo tempo para diagndstico e
tratamento ¢ diferente. Estes fatores resultam em respostas evolutivas e terapéuticas distintas
entre os pacientes. Dessa forma, um tema recente que vem sendo discutido ¢ a respeito do
enriquecimento progndstico, ou seja, selecionar pacientes com maior probabilidade de ter o
desfecho mortalidade com intuito de individualizar o manejo clinico desse grupo especifico e,
dessa forma, melhorar os desfechos (STANSKI; WONG, 2020). Com intuito de obter uma
abordagem de medicina de precisao, este estudo analisou as taxas de mortalidade intra-hospitalar
em 28 dias nos subgrupos de sepse e verificou que os pacientes do grupo com alta RMIP
apresentaram taxas de mortalidade duas vezes maiores do que o grupo com baixa RMIP no
subgrupo de choque séptico. Em contraste, tais diferencas ndo foram observadas em casos de
sepse sem choque, sugerindo que os valores de RMIP do choque séptico eram possiveis
mediadores de efeito nos resultados da analise de mortalidade intergrupo da sepse. Entretanto,

outras analises formais precisam estimar com precisao a magnitude desta mediagao.

O ambiente instavel estabelecido por tal sindrome determina alteragdes na reatividade
macro e microvascular relacionadas a diversos mediadores que sdo dindmicos e dependentes do

tempo (FERNANDES; ASSREUY, 2008). Portanto, também poderia ser argumentado que estas
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alteragdes circulatorias dindmicas poderiam resultar em diferentes significados clinicos
relacionados ao tempo dos valores da RMIP. Devido a esta questao, a RMIP foi avaliada em dois
tempos diferentes (24 e 48 horas), para verificar possiveis diferengas didrias no valor prognostico
do teste. Nossos resultados mostraram que a RMIP diferenciou os sobreviventes de nao
sobreviventes apenas nas primeiras 24 horas de avalia¢ao, perdendo sua capacidade de previsao
no segundo dia apds o inicio do choque. Curiosamente, o periodo do valor preditivo mais
significativo da RMIP para mortalidade em choque coincide com o periodo em que os pacientes
mais graves apresentam um indice cardiaco mais alto e menor resisténcia vascular periférica
(PARKER et al., 1987). Entretanto, estudos adicionais, comparando diretamente estes
parametros, devem ser realizados para confirmar esta suposta associagao entre macro € micro

hemodinamica.

Coletivamente, os resultados do presente estudo proporcionam novas perspectivas para
o diagnostico dos distirbios microvasculares, a respeito do enriquecimento prognostico na sepse
e para um manejo clinico orientado para o futuro, visando a melhora dos desfechos clinicos, visto
que, independentemente da interpretagdo fisiopatoldgica deste fenomeno, os valores de RMIP
poderiam, teoricamente, apontar para o subgrupo onde a ressuscitacdo de fluidos e drogas
vasoativas poderiam ser usadas de forma mais agressiva e, em contraponto, evitando a sobrecarga
de fluidos e o excesso de catecolaminas - fatores conhecidos por sua associagao com agravamento
clinico (ASFAR et al., 2014; MESSMER et al., 2020) - naqueles pacientes de menor risco. Além
disso, um dos principais achados deste trabalho foi o beneficio da associagdo de testes nao
invasivos realizados de beira de leito, de baixo custo, que demonstraram potencial em prever o
desfecho de mortalidade nos subgrupos da sepse exatamente nos tempos iniciais apos o
diagnostico (dentro das primeiras 24 horas), a despeito da estabilizagdo de outros pardmetros
clinicos/hemodinamicos, estimulando, dessa forma, a disseminacao desses métodos como pratica
clinica rotineira. Por fim, os resultados abrem novas perspectivas para investigar as possiveis
causas de mau progndstico no grupo com alta RMIP, tais como ressuscitacdo insuficiente,
disfuncdo autondmica, ou disfun¢do mitocondrial sendo necessarios novos estudos para elucidar

tais questionamentos.

Este estudo apresenta limitagdes que devem ser reconhecidas. Em primeiro lugar, em
decorréncia da pandemia de Covid 19, necessidade de recalculo amostral por uma mortalidade
intra-hospitalar em 28 dias menor do que a prevista no inicio do estudo (estimada 47%, final de
41%) e considerando que a velocidade de entrada no estudo divergiu entre os centros estudados,

a amostragem final acabou ndo tendo a mesma propor¢ao de pacientes. Em segundo lugar, o
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desenho proposto foi ndo-intervencional. Desta forma, a associacao entre uma alta RMIP com a
mortalidade ndo prova sua relagao causal. Em terceiro lugar, o tempo incerto do inicio da sepse
antes da admissao na UTI limita a extrapolagdo dos nossos achados para outros ambientes fora
das unidades de terapia intensiva. Em quarto lugar, por at¢ o momento ndo existir uma
metodologia padrao-ouro de estabelecimento da RMIP, nossos resultados podem apenas
contribuir para uma futura validagdo. Em quinto lugar, nosso trabalho ndo comparou os
resultados com um grupo controle (por exemplo pacientes saudaveis) e, dessa forma, limita que
as inferéncias causais sejam elencadas somente para sepse. Em sexto lugar, em relagdo a
investigacdo da atuacdo dos neuropeptideos na RMIP durante a sepse, fatores, tais como o
periodo da avaliagdo desses mediadores, podem ter sido equivocados, visto que esses podem ter
sido liberados previamente ou posteriormente ao tempo escolhido. Além disso, ndo foram
coletadas diferentes dosagens ao longo do tempo para acessar a curva resposta € comparar com
a curva reserva. Adicionalmente, sua mensuragdo em sangue venoso pode ndo representar sua
mensuragdo em capilares. Por fim, em relacdo a esses mediadores, a avaliagdo da reserva
microvascular isquémica periférica, associada a dosagem dos neuropeptideos em pacientes
sépticos, nao foi comparada com pacientes saudaveis, limitando assim as conclusdes. Em sétimo
lugar, ndo se pode afirmar que 0 mesmo comportamento tecidual em 6rgdos nao vitais ocorrera
em Orgdos vitais. Embora estudos anteriores sugiram que isso possa ocorrer (BRUNAUER et al.,
2016). Finalmente, em oitavo lugar, nenhum tamanho de amostra foi calculado com base nas
taxas de mortalidade de pacientes com hiperlactatemia persistente e alta RMIP. Neste sentido,

novos estudos sdo necessarios para confirmar nossas conclusoes.

7 CONCLUSOES

1. A presen¢a de uma alta RMIP demonstrou ser um potencial marcador prognostico na sepse
nas primeiras 24 horas do diagnostico, sendo que os valores no choque séptico representaram
possiveis mediadores de efeito.

2. A avaliagdo da RMIP demonstrou potencial em discriminar sobreviventes € nao
sobreviventes na sepse e choque séptico somente nas primeiras 24 horas do diagnostico.

3. A RMIP parece influenciar positivamente nos niveis de lactato, de tal forma que pacientes
com uma baixa RMIP, aparentemente, reduzem mais eficientemente os niveis quando
comparado ao grupo de alta RMIP no contexto da HP nas primeiras 24 horas do diagndstico.

4. Embora os neuropeptideos possam ter um papel progndstico na sepse, estes neuropeptideos

nao parecem contribuir para a RMIP.
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5. Nossos resultados, somados aos dados da literatura, suportam a utilizacdo da RMIP para

avaliacdo prognostica na sepse € choque séptico.
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TERMO DE CONCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé (participante), ou responsavel pelo participante, estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa,
coordenada por mim - Médico Igor Alexandre Cortes de Menezes- do Hospital de Clinicas da Universidade Federal
do Parana, a participar do estudo intitulado "AVALIACAO DE BIOMARCADORES E PERFIL DE
EXPRESSAO GENICA RELACIONADOS A RESERVA MICROVASCULAR PERIFERICA DE
PACIENTES COM SEPSE ". Esse estudo avaliard um dado numérico determinado por um aparelho chamado
oximetro de pulso e sera anotado por 2 dias consecutivos em participantes acometidos por uma infec¢ao associada
a uma disfun¢ao (mau-funcionamento) de 6rgaos.

A execugdo do teste serd realizada pelos médicos: Ana Carolina de Miranda, Bruna Cassia Dal Vesco, Erika
Fernanda Iannoni e Fernanda do Carmo De Stefani.

Para poder participar, ¢ necessario que leia este documento com atengdo. Ele pode conter palavras que vocé ndo
entende. Por favor, peca ao pesquisador para explicar qualquer palavra ou procedimento que vocé ndo entenda
claramente.

O proposito deste documento ¢ dar a vocé as informagdes sobre a pesquisa e, se assinado, dara a sua permissdo para
participar no estudo. O documento descreve o objetivo, procedimentos, beneficios e eventuais riscos ou desconfortos
caso queira participar. Vocé ou participante pelo qual é responsavel, s6 deve fazer parte do estudo se quiser. Vocé
pode se recusar a participar ou se retirar deste estudo a qualquer momento.

INTRODUCAO:

A sepse (infeccdo que gera alteracdo da fungdo de orgdos e sistemas) ¢ uma das maiores causas de morte em
Unidades de Terapia Intensivas gerando impactos na saude individual e publica no mundo moderno.

Em vista de obter maior exatiddo no acompanhamento e com isso, possivelmente melhorar o tratamento, novos
métodos para avaliagdo e de resposta ao tratamento tém sido desenvolvidos.

O indice de perfusdo derivado da oximetria de pulso ¢ um método recentemente desenvolvido para avaliagdo em
cuidados intensivos de pacientes gravemente doentes. O aparelho que vai ser utilizado nesse estudo (oximetria de
pulso), que ja ¢ utilizado comumente para avaliar a quantidade de oxigénio no sangue, possui também um valor
calculado que determina o indice de perfusdo. Esse “indice” ¢ uma forma de avaliar a quantidade de sangue que
chegam nos dedos dos pacientes. Esse estudo usard esse aparelho para avaliar qual ¢ a capacidade desses vasos
sanguineos aumentarem a quantidade de sangue ap6s um “teste” usando um esfigmomanometro (aparelho de medir
pressdo arterial). Esse teste ¢ chamado “avaliagdo da reserva microvascular periférica”.

Para realizar esse teste, o aparelho de pressdo sera “inflado” por 3 minutos no brago do paciente e tal teste ja foi
demonstrado ser seguro em sem riscos importantes, em estudos prévios.

Estudos prévios sugerem que este método possui potencial para avaliagdo e melhoria nos cuidados de pacientes
com sepse

Serdo coletadas também amostras de sangue (exame de sangue) para avaliar substancias que possam explicar quais
causas das alteragdes da reserva microvascular nos pacientes com sepse. A amostra de sangue quantificada em 5 ml,
sera coletada por acesso venoso no membro em que serd realizado o teste. Antes do teste “avaliacdo da reserva
microvascular periférica” e apos a realizagdo desse serdo coletadas as amostras de sangue.

OBJETIVO DO _ESTUDQ: avaliar a viabilidade da avaliagdo da reserva microvascular como método de
acompanhamento (monitorizagdo) dos pacientes com sepse e quais possiveis substancias envolvidas nas alteragdes
dessa reserva.

SELECAO

Serdo incluidos no estudo participantes com idade acima de 18 anos, de ambos os sexos internados pelo diagnostico
de sepse na Unidade de Terapia Intensiva do Hospital de Clinicas e Hospital Sugisawa, no municipio de Curitiba,
estado do Parana.

Serdo excluidos do estudo: pacientes com choque devido as outras causas que ndo sepse, hepatopatia grave,
coagulopatia grave, presenca de sangramento ativo grave, endocardite infecciosa, insuficiéncia arterial periférica
grave, esclerodermia, gravidez ou recusa em participar do estudo

Caso se senhor/a ou responsavel legal pelo paciente aceite participar do estudo, os seguintes itens serdo avaliados:
Inicialmente sera colocado um pequeno aparelho no dedo indicador da mao direita do participante (oximetro de
pulso). Sera avaliado e¢ anotado o valor do indice de perfusdo por cerca de 05 minutos. Apds esse periodo, um
esfigmomandmetro (aparelho de medir pressdo arterial) sera inflado no brago por cerca de 03 minutos, com uma
pressao 30 a 50 mmHg acima da Pressdo arterial do participante. Esse periodo ja foi avaliado em diversos estudos e
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¢ considerado muito seguro, sem riscos importantes. Apos esse tempo, o “cuff’ do aparelho sera esvaziado e o
aparelho medira os valores do indice de perfusao por 05 minutos para o calculo da reserva microvascular

Esse teste sera avaliado nas primeiras 24 e 48 horas da admissao do paciente na Unidade de Terapia Intensiva. No
primeiro dia do estudo também sera coletada amostra de sangue para a avaliagdo de substancias que possam ajudar
a entender as alteragdes desse exame. As amostras serdo congeladas e guardadas até a medida das substancias no
laboratorio. Apos o fim do estudo, nenhuma amostra sera guardada (todas serdo utilizadas somente para este estudo).
Essas amostras serdo em torno de 10 ml de sangue (uma seringa meia cheia), quantidade de sangue considerada
pequena e que nio acarreta riscos importantes ao paciente.

O estudo pode oferecer desconfortos leves ao paciente, como parestesias no brago avaliado (formigamentos,
coceiras, “incomodos” ou dores leves). Esses desconfortos sdo poucos comuns e acabam imediatamente apos o teste.
Porém em pacientes internados sdo muito reduzidos pelo fato de quase todos os pacientes estarem com medicagdes
“analgésicas” pelo proprio tratamento da doenga (remédios que tratam a dor).

O estudo nio oferece riscos adicionais ao proprio risco da doenga que acomete os pacientes (sepse), ja que nenhuma
medicacdo ou medida terapéutica diferente da padronizada sera acrescentada.

O beneficio do estudo ¢ a identificagdo de novos métodos de avaliagdo inicial e de resposta terapéutica aos
tratamentos preconizados para tratamento de sepse podendo contribuir para aumentar a chance de sobrevivéncia dos
pacientes

Em virtude da necessidade de realizagdo do teste de “avaliacdo da reserva microvascular periférica” ser necessaria
dentro das primeiras 24 horas apds a ressuscitacdo hemodindmica e levando em consideracdo o baixo risco, a
seguranca de realizag@o evidenciada por diversos estudos além do provavel beneficio que o participante terd com a
analise dos dados, essa coleta pode ser realizada antes da assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.
Sendo posteriormente coletado a assinatura do paciente ou responsavel legal para analise dos dados.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA:

Sua decisdo em participar deste estudo ¢ voluntaria. Vocé pode decidir ndo participar no estudo. Uma vez que vocé
decidiu participar do estudo, vocé pode retirar seu consentimento e participagdo a qualquer momento. Se vocé decidir
ndo continuar no estudo e retirar sua participagdo, vocé ndo serd punido ou perdera qualquer beneficio ao qual vocé
tem direito.

CUSTOS: Nao havera nenhum custo a vocé relacionado aos procedimentos previstos no estudo.

Os custos dos exames laboratoriais assim como dos aparelhos utilizados no estudo serdo arcados com o pesquisador
através de um financiamento do Ministério da Saude.

PAGAMENTO PELA PARTICIPACAO: Sua participagdo é voluntaria portanto, vocé nio sera pago por sua
participacdo neste estudo.

PERMISSAO PARA REVISAO DE REGISTROS, CONFIDENCIALIDADE E ACESSO AOS REGISTROS:

O Investigador responsavel pelo estudo (médica Igor Alexandre Cortes de Menezes) ira coletar informagdes sobre
vocé. Em todos esses registros um codigo substituira o nome do paciente. Todos os dados coletados serdo mantidos
de forma confidencial. Os dados coletados serdo usados para a avaliagdo do estudo, membros das Autoridades de
Satide ou do Comité de Etica, podem revisar os dados fornecidos. Os dados também podem ser usados em
publicagdes cientificas sobre o assunto pesquisado. Porém, a identidade do paciente ndo sera revelada em qualquer
circunstancia, mantendo a confidencialidade.

Vocé tem direito de acesso aos seus dados. Vocé pode discutir esta questdo mais adiante com seu médico do estudo.
O material por meio de questionarios sera utilizado unicamente para essa pesquisa e sera destruido/descartado (lixo
reciclavel do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana) ao término do estudo, dentro de 2 anos.

CONTATO PARA PERGUNTAS

Se vocé ou seus parentes tiver (em) alguma divida com relagdo ao estudo, direitos do paciente, ou no caso de danos
relacionados ao estudo, vocé deve contatar o Investigador do estudo:

Professor Dr. Igor Alexandre Menezes-Fones: (41) 3360 79 11/ 79 35

Contato para emergéncia (041) 9 9186 9879
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Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como um paciente de pesquisa, vocé pode contatar Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos (CEP) do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, pelo telefone: 3360-
1041. O CEP trata-se de um grupo de individuos com conhecimento cientificos e ndo cientificos que realizam a
revisao ética inicial e continuada do estudo de pesquisa para manté-lo seguro e proteger seus direitos.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE:
Eu li e discuti com o investigador responsavel pelo presente estudo os detalhes descritos neste documento. Entendo
que eu sou livre para aceitar ou recusar, € que eu posso interromper minha participa¢do a qualquer momento sem

dar uma razao. Eu autorizo que os dados coletados para o estudo sejam usados para o propdsito acima descrito

Eu entendi a informag@o apresentada neste termo de consentimento. Eu tive a oportunidade para fazer perguntas e
todas as minhas perguntas foram respondidas.

Eu receberei uma copia assinada ¢ data da deste Documento de Consentimento Informado.

NOME DO PACIENTE OU
ASSINATURA

NOME DO RESPONSAVEL LEGAL (Se paciente incapacitado) ASSINATURA

NOME PESQUISADOR ASSINATURA



APENDICE A PROTOCOLO DO ESTUDO

AVALIACAO DA RESERVA MICROVASCULAR NA SEPSE
(DIA 01 --- PRIMEIRAS 24 HORAS)

CODIGO DO PACIENTE:

DATA:

DADOS BASAIS

FC BASAL: PAM: PVC: Lactato arterial:

Medicacdes em uso:

Parametros ventilagdo mecanica:

Tempo (segundos):

0 30 | 60 | 90 | 120 | 150 | 180 | 210 | 240 | 270 | 300
ESTADO VASCULAR PRE-OCLUSAO
a) ENCHIMENTO CAPILAR 5 QUIRODACTILOS:
b) PULSO RADIAL
¢) PULSO ULNAR
**% QCLUSAO ARTERIAL DE 3 MINUTOS ***
IP APOS DESINSUFLACAO
#* [P MAXIMO (PICO IPP):
Tempo (segundos):
0 30 | 60 | 90 | 120 | 150 | 180 | 210 | 240 | 270 | 300

ESTADO VASCULAR POS-OCLUSAO

a) ENCHIMENTO CAPILAR 5 QUIRODACTILOS:
b) PULSO RADIAL
¢) PULSO ULNAR
d) FC APOS:
¢) IP AUSENTE EM ALGUM DEDO APOS TESTE??




AVALIACAO DA RESERVA MICROVASCULAR NA SEPSE
(DIA 02 --- ENTRE 24 E 48 HORAS)

CODIGO DO PACIENTE:

DATA:

DADOS BASAIS

FC BASAL: PAM: PVC: Lactato arterial:

Medicacgdes em uso:

Parametros ventilagdo mecanica:

Tempo (segundos):

0 30 60 90 | 120 | 150 | 180 | 210 | 240 | 270 | 300

ESTADO VASCULAR PRE-OCLUSAO

a) ENCHIMENTO CAPILAR 5 QUIRODACTILOS:

b) PULSO RADIAL
¢) PULSO ULNAR

*#% QCLUSAO ARTERIAL DE 3 MINUTOS ***
IP APOS DESINSUFLACAO

** [P MAXIMO (PICO IPP):

Tempo (segundos):

0 30 60 90 120 | 150 | 180 | 210 | 240 | 270 | 300

ESTADO VASCULAR POS-OCLUSAO

a) ENCHIMENTO CAPILAR 5 QUIRODACTILOS:
b) PULSO RADIAL
¢) PULSO ULNAR
d) FC APOS:
e) IP AUSENTE EM ALGUM DEDO APOS TESTE??




AVALIACAO DA RESERVA MICROVASCULAR NA SEPSE

Cdodigo do paciente:
Data:
Nome:

Idade: SEXO0:

etnia:

Registro no HC:
Registro hospital Sugisawa:

Admissdo na UTI:

Motivo da internagdo no CHC-UFPR:

Comorbidades

Data inicio da sepse Origem da sepse:
Etiologia da sepse
Peso estimado (kg)
Pcr (mg/dl)
Procalcitonina (mcg/l)

Escore Apache II:

Dados Admissdo do paciente/ou dia do diagnostico da sepse

Temperatura

PAM

FC

FR

PaO2/Fio2

Ph/HCO3

Na

K

Cr

VG

Leucodcitos

Glasgow

Idade

Problemas cronicos (1) Cirrose 2) Classe IV NIHA 3) DPOC severa ou
hipertensao pulmonar 4) Em dialise regular ou 5) Imunodeprimido)

Total




Escore SOFA

83

D1(Primeiras 24 horas do diagnostico da sepse) D2 (24-48 horas pos diagndstico da sepse)
Po2/Fio2 Po2/Fio2
Plaquetas Plaquetas
PAM/DVA PAM/DVA
Bilirrubina Bilirrubina
GLASGOW GLASGOW
CREATININA/DU CREATININA/DU
TOTAL TOTAL

STATUS APOS RESUSCITACAO HEMODINAMICA (PRIMEIRAS 24 HORAS)

DROGAS VASOATIVAS POS RESSUSCITACAO HEMODINAMICA D1 (mmol/L) (QUAL

E DOSE)

SATURACAO VENOSA CENTRAL O3 (%) POS RESSUSCITACAO HEMODINAMICA D1

DEBITO URINARIO PRIMEIRAS 24 HORAS (ml/kg/h)

LACTATO SERICO ARTERIAL POS RESSUSCITACAO HEMODINAMICA D1 (mmol/L)

LACTATO SERICO ARTERIAL D2 (mmol/L)

GAP CO2 (mmHg) POS RESSUSCITACAO HEMODINAMICA D1
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ANEXO A FONTES DE FINANCIAMENTO DA PESQUISA

Esse projeto teve financiamento aprovado pelo edital do CNPq (CHAMADA 15/2019)

conforme descrito abaixo:
Material de consumo

Item Valor Justificativa
(R$)

Reagentes para Biologia Molecular | 30.000,00 | Materiais necessarios para protocolos de

(placas de PCR, adesivo Optico, avaliacdo de perfil de expressdo génica dos

ponteiras, microtubos, pacientes

oligonucleotideos, kits para

extracdo de acidos nucleicos, kits

para coleta de amostras, kits para

amplificacdo de &cidos nucleicos.

Cateteres intra-arteriais | 30.000,00 | Cateteres necessarios para avaliagdo do

descartaveis, uso unico individual, desacoplamento entre a Micro-

para medida de débito cardiaco hemodindmica e a Macro-hemodinamica

minimamente invasivo (método conforme metodologia .

termodiluicdo;  Volume  View,

Edwards)

Kits ELISA para dosagem de | 5.100,00 Dosagem dos marcadores em amostras de

Substancia P e CGRP plasma dos pacientes.

Reagentes para analise de estresse | 22.880,00 | Material necessario para avaliacdo de

oxidativo (anti-nitrotirosina, anti-S- estresse  nitroso-oxidativo conforme

nitrosocisteina, anticorpos metodologia apresentada.

secundarios marcados, DAF-FM-

Diacetate, Dihydroethidum, CM-

H2DCFDA,

Servigos de terceiros 5.000,00 Despesas com transporte de amostras do
hospital para os laboratorios e taxas de
publicac¢do.

Total 92.980,00

Despesas acessorias decorrentes da importacio de material de consumo

Despesas com importacao 7.000,00 Importacao de material ndo disponivel em
territorio nacional

Total 7.000,00

Bolsas

- 0,00 | NA.

Passagens

- 1 0,00 | NA.

Diarias

- 0,00 | N.A.

Total do projeto 99.980,00

FONTE: O autor (2021).




