Revista Multidisciplinar da Saide — Ano I — N° 02 - 2009

SEPSE — A IMPORTANCIA DO LABORATORIO CLINICO NO DIAGNOSTICO
SEPSIS — THE IMPORTANCE OF CLINICAL LABORATORY THE DIAGNOSIS
Waléria Araujo Mello', Jadson Oliveira Silva®
1 Bidloga — Graduada pela Universidade Metodista de Piracicaba - UNIMEP. Pés-graduanda

em Andlises Clinicas pela Universidade Metodista de Piracicaba - UNIMEP.
2 Prof. Ms. do curso de Farmacia, Faculdade das Ciéncias da Saude, Universidade Metodista

de Piracicaba — UNIMEP.

Autor para correspondéncia: waleria.mello@ig.com.br

Palavras-chave: choque séptico, sepse, lactato, citocinas.

Keywords: septic shock, sepsis, lactate, cytokines.

RESUMO

A sepse representa um dos maiores desafios dos médicos devido a expressio de uma
complexa rede de mediadores, faléncia de multiplos 6rgdos e choque séptico. Sdo as
principais causas de 6bito nas unidades de terapia intensiva em todo o mundo. Indicadores
bioldgicos como as citocinas, bem como centenas de outros indicadores celulares, moléculas
bioativas circulantes ou produtos da coagulacdo sdo potenciais marcadores biolégicos que
poderdo ser de grande utilidade no reconhecimento e tratamento da sepse. O objetivo deste
estudo foi realizar uma revisao sobre a sepse € os aspectos diagndsticos em ensaios € pesquisa

laboratorial por meio de um levantamento bibliografico e pesquisa em periddicos.

ABSTRACT

Sepsis represents a major challenge for physicians due to the expression of a complex
network of mediators, multiple organ failure and septic shock. They are the main causes of
death in intensive care units around the world. Biological indicators such as cytokines, as well
as hundreds of other cellular markers, circulating bioactive molecules or coagulation products
are potential biological markers that may be useful in the recognition and treatment of sepsis.
The aim of this study was to review sepsis and diagnostic aspects in clinical and laboratory

research through literature survey and research journals.
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INTRODUCAO

Sepse ou sindrome séptica € a tradugdo clinica da existéncia de manifestacdes
acompanhadas de foco infeccioso, sendo caracterizada pelas reacdes desenvolvidas pelo ser
humano em resposta a invasdo de microorganismos patogénicos onde ocorre
comprometimento disseminado e relativamente continuo da circulacdo sanguinea e que pode
determinar disfuncdo ou faléncia de um ou mais 6rgdos ou mesmo a sua morte (Ravel, 1997;
Goldman e Ausiello, 2005; Veronesi, 1999). Estas alteracdes constituem a sindrome da
resposta inflamatdria sist€émica (SIRS), que foi definida por duas sociedades americanas, a
American College of Chest Physician e a Society of Critical Care Medicine Consensus
Conference Committee (Bone et al, 1992), adotando-se como ponto de corte para a
caracterizacdo do envolvimento sistémico, a presenca de alteragdes de pelo menos duas ou
mais das seguintes condicdes: temperatura corporal >38°C ou <36°C; taquicardia; taquipnéia;
leucocitose ou leucopenia.

Considerando o rdpido progresso nos cuidados de saiude nas tultimas décadas, a
incidéncia de sepse tem aumentado ao longo dos tultimos anos e, juntamente com suas
seqiielas, continua como a maior ameaga a vida de pacientes em Unidades de Terapia
Intensiva (UTI) (Osuchowski et al, 2006). Sao mais de 20 anos de extensas pesquisas €
desenvolvimento de numerosas terapéuticas usadas em ensaios clinicos, porém os indices
epidemioldgicos continuam piorando (Rittirsch et al, 2007).

Estes indices sao obtidos através da realizacdo de vigilancia epidemioldgica,
estipulando metas gerais e especificas para cada unidade de internacdo, bem como para todo o
hospital. Essas metas devem ser monitoradas de forma rigorosa. As unidades selecionadas
devem ser aquelas que compreendem doentes mais susceptiveis as infec¢des, como pacientes
oncoldgicos, transplantados, submetidos a procedimento dialitico, recém-nascidos e admitidos
em UTIs. A detec¢do de surto de infeccao hospitalar em determinada unidade, demanda a
atencao imediata do pessoal do Servico de Controle de Infec¢do Hospitalar (SCIH) (Hugonnet
et al, 2002).

Os indices progndsticos sdo ferramentas utilizadas para avaliar a condi¢do clinica e a
evolucdo dos pacientes, juntamente com a qualidade da Unidade de Terapia Intensiva (UTI),
podendo utilizar-se de comparagdes para o tratamento dos pacientes por meio de estudos.
Estes valores matemdticos ou estatisticos quantificam, por meio de escores numéricos, a
gravidade das lesdes resultantes do traumatismo, incluindo risco de ébito (Abdulkader, 2003;

Chang et al., 1988).
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O APACHE 1l (Acute Physiology And Chronic Health Evaluation) e o SOFA
(Sequential Organ Failure Assessment) (Knaus et al., 1985; Vincent et al., 1998) sdo dois
destes indices progndsticos usados nos pacientes com sepse. Para o APACHE 11, € utilizada
uma contagem de pontos baseada em valores de 12 medidas fisioldgicas rotineiras, idade e
estado de sauide prévio, para prover uma medida geral de severidade da doenca, podendo ser
combinadas com uma descri¢do precisa da doenca a fim de estratificar prognosticamente 0s
pacientes gravemente doentes e ajudar os investigadores que comparam o sucesso de novas e
diferentes formas de terapia. O indice SOFA € a medida do tipo e severidade do desarranjo da
funcdo fisiolégica, somando os pontos de disfuncdo de seis sistemas organicos:
cardiovascular, respiratorio, neurolégico, renal, hepatico e da coagulacdo (Knaus et al., 1985;
Vincent et al., 1998).

A presenca de infec¢do em qualquer sitio anatdmico pode resultar em sepse e quando
associada a hipotensao leva ao choque séptico, que € a sepse com hipotensdo e anormalidades
de perfusdo. As principais fontes de choque séptico sdo os pulmdes (cerca de 35%), abdomen
(cerca de 30%), as vias urindrias (cada vez menos freqiientes devido a diminuicdo de
manobras uroldgicas invasivas) e a pele (escaras e feridas) (Barreto et al, 2001).

Os fatores de risco mais comuns ao desenvolvimento da sepse sdo:

- Procedimentos invasivos (cateteres, monitoriza¢do, diagndstico);

- Terapias imunossupressoras (corticdides, quimioterapia);

- Incidéncia aumentada de infec¢do por germes multirresistentes;

- Doencas imunossupressoras (cancer e transplantes);

- Aumento da longevidade (particularmente de pacientes com doenca cronica, como diabetes
e cancer).

A sepse grave € uma condicdo médica definida pela evidéncia clinica de infeccdo e
pela ocorréncia de uma cascata de eventos como a alteracdo da temperatura (febre ou
hipotermia) e alteracdes funcionais em diversos 6rgdos e sistemas, como alteracdes no nivel
de consciéncia, oliglria, taquipnéia, taquicardia, coagulopatia acompanhada de hipotensdao
persistente com sinais e sintomas de hipoperfusao tecidual, levando a hipdxia, a acidose
lactica e a disfungao organica (Veronesi, 1999; Bone et al.,1992).

Os sintomas da sepse e do choque séptico t€m em comum a inflamacao sist€émica que
atinge principalmente a microcirculagcdo, que é o principal sitio de ataque durante o choque,
podendo se tornar uma drea fértil para o crescimento bacteriano descontrolado, ocasionando

alteracdes nas dimensdes dos pequenos vasos. Estas alteracdes patoldgicas observadas na

Comunicagdo Curta - 36



Revista Multidisciplinar da Saide — Ano I — N° 02 - 2009

sepse sdo resultados da acdo de mediadores enddgenos secretados por células inflamatorias
ativadas pelas bactérias e suas toxinas. (McCuskey et al., 1996; Veronesi, 1999).

As células endoteliais possuem um papel importante na hemostasia, regulagao do
tonus vascular e fibrin6lise pela secrecdo de vasodilatadores e vasoconstritores, ativacdo da
enzima conversora de angiotensina em sua superficie (que degrada a bradicinina e converte a
angiotensina I inativa em angiotensina II), difosfatase adenosina (que inibe a agregacdo
plaquetdria) e pela producdo do ativador tecidual do plasminogénio, sendo visto como uma
barreira ativa que aumenta ou limita a entrada e saida de substancia no vaso pela secrecao ou
metabolizacdo de muitas moléculas ativas na regulacdo do tonus vascular, coagulacdo e
permeabilidade (renina, endotelina, prostaciclina, 6xido nitrico, prostaglandinas e aminas
ativas) (Guyton e Hall, 2002; Cotran et al, 2000).

Estudos recentes tém demonstrado a importancia da a¢do do 6xido nitrico (NO) nas
fungdes fisiolégicas do organismo, principalmente a sua atuacio sobre as plaquetas por meio
de uma forma de intervencdo na formacdo de trombos, promovendo assim a dilatacdo
vascular, inibindo a agregacdo plaquetédria e a adesdo de leucdcitos na parede dos vasos. O
NO ¢é uma molécula polivalente e de importante reconhecimento no organismo humano por
suas variadas funcdes fisioldgicas que abrangem os sistemas cardiovascular, imunolégico,
reprodutivo e nervoso (Freedman et al., 2003; Marjanovic, 2005).

O NO estd envolvido numa variedade de vias bioldgicas, o que indica a sua
importancia na homeostase do organismo. Em pacientes com choque séptico, o NO pode
expressar um papel bifdsico, no qual, em baixa concentracdo desse, hd um estimulo da
ativacdo plaquetdria, mas em alta concentracao ocorre inibicdo dessa ativacdo podendo levar a
faléncia circulatéria, a disfuncdo miocérdica, a lesdo organica e ultimar o desenvolvimento da
insuficiéncia de multiplos 6rgdos e sistemas (IMOS) (Vanni et al., 2007; Carvalho et al.,
1999).

De acordo com Roitt (1999), quando ocorre a infecc¢do, a primeira linha de defesa do
hospedeiro € realizada por células fagocitdrias (macréfagos, mondcitos e granuldcitos
polimorfonucleares) e pela via alternativa do complemento, agindo de maneira nao especifica.
Logo apds, as imunoglobulinas e as células imunocompetentes iniciam uma resposta imune
especifica. Os principais ativadores desta resposta do hospedeiro sdo os componentes da
parede bacteriana, sendo as endotoxinas dos microorganismos Gram-negativos e Gram-
positivos responsdveis por desencadear a resposta inflamatéria. A seqiiéncia cldssica é a

liberacdo do fator de necrose tumoral (TNF a), seguida das interleucinas 1 (IL-1), 6 (IL-6) e 8
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(IL-8), que sdao chamadas citocinas pro-inflamatdrias e estimulam uma intensa resposta
celular, com libera¢do de mediadores secunddrios, quimiotaxia e ativagdo de granuldcitos.

Os mediadores secunddrios sdo responsdveis pela reativacao das células fagocitarias e
da cascata inflamatoéria, formando um ciclo vicioso inflamatério (Rea Neto, 1996). Estas
células adquirem uma fungdo pré-coagulante e pro-trombdlica, pela liberacio de
tromboplastina, inibidor do ativador do plasminogénio e do fator ativador plaquetdrio,
passando de uma condi¢ao normal anticoagulante para uma condi¢do pré-coagulante, com
aumento na adesividade dos leucdcitos e plaquetas, levando a um aumento da permeabilidade
e edema tecidual, que contribui para a ampliacdo da reacdo inflamatéria (McCuskey et al.,
1996; Veronesi, 1999).

Esta inflamacdo € uma resposta normal do hospedeiro contra agentes infecciosos
sendo caracterizada pela producdo de mediadores inflamatérios e pela ativacdo de células
inflamatoérias, resultando numa anarquia metabdlica, na qual “o préprio organismo nao
consegue controlar o que ele proprio criou”. A principal conseqiiéncia desta resposta
inflamatéria € o comprometimento dos 6rgaos e o quadro de choque com evolucdo para a
IMOS, que € acompanhada de alta mortalidade (Roitt, 1999; Cotran et al, 2000; Bone, 1991).

Por se tratar de uma sindrome complexa e descontrolada, a sepse ¢ uma das causas
mais importantes de hospitalizacdo e a principal causa de morte em unidades de terapia
intensiva (UTI) (Engel et al., 2007; Alberti et al., 2005), e estd diretamente relacionada aos
avangos médicos, pelos quais cada vez mais sdo tratados pacientes gravemente doentes e em
estagios de doenca mais avangados (Carvalho e Trotta, 2003).

Devido as multiplas manifestagdes infecciosas nos individuos, ocorreram também
muitos avangos no entendimento da fisiopatologia desta sindrome, que resultaram em exames
laboratoriais no manejo da sepse e na classificacdo de biomarcadores auxiliando no
diagnéstico precoce e no beneficio das alternativas terapéuticas (Hotchkiss e Karl, 2003; Zeni

et al., 1997).

MANEJO DA SEPSE POR MEIO DE EXAMES LABORATORIAIS

O laboratério desempenha importante papel na monitoracio e no diagndstico do
paciente séptico, pois esta condi¢do clinica caracteriza-se por inimeras alteracdes metabdlicas
decorrentes de produtos liberados pelas bactérias ou de substincias sintetizadas pelo

organismo para combater o agente agressor.
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Dado o avango tecnoldgico em busca da deteccdo dos estdgios iniciais da sepse,
muitos marcadores vém sendo pesquisados e sugeridos para o diagnéstico precoce desta
sindrome (Bone et al., 1992; Silva et al., 2004).

A andlise das proteinas do soro/plasma para a pesquisa de novos biomarcadores em
doencas estd sendo estudada através das ferramentas protéomicas, termo cunhado em 1995,
para definir o complemento protéico total do genoma presente na células-tecido-organismo, e
as revelagdes do projeto do genoma humano, utilizando técnicas de separacao e quantificacao
das proteinas de uma amostra (célula, tecido ou fluido) por eletroforese bidimensional e a
identificacdo de cada uma das proteinas empregando a espectrometria de massa com 0O
objetivo de verificar a expressdo diferencial de proteinas em soro de pacientes com sepse,
comparando com controles sauddveis, obtendo assim o perfil de espectro tipico e a constru¢cao
de painel de proteinas diagndstico e novos alvos para intervengdo terapéutica nas alteragdes
em pacientes sépticos (Wilkins et al., 1996; Petricoin et al. e Gorg et al., 2004; Mann et al.,
2001; Soares et al., 2007).

Marcadores Metaboélicos da Sepse

O desequilibrio entre a oferta e o consumo de oxigénio pelos tecidos proporciona uma
falha ao suprir as necessidades metabdlicas, ocasionando alto risco de multiplas disfunc¢des
organicas. Estas medidas sdo realizadas no sangue, através da gasometria e do lactato arterial,
os quais fornecem informagdes importantes e decisivas para a evolu¢do da gravidade do
processo e para a melhor indicagao terapéutica (Meregalli et al., 2004; Bogossian, 1992).

O exame de gasometria ou andlise dos gases sanguineos no sangue arterial € util no
tratamento de pacientes criticos € na monitoragdo respiratoria, fornecendo informacao acerca
do grau de oxigenacdo e ventilacdo, alem de avaliar o estado do equilibrio 4dcido-bésico
(Bruns et al., 2006; Goldman e Bennett, 2001).

O comprometimento do fluxo sanguineo na microcirculagdo ocorre devido o aumento
da resisténcia hidraulica levando a diminuicdo da extragdo de oxigénio, causando hipdxia
tecidual, que favorece a glicOlise anaerébica aumentando o metabolismo anaerdbico e
producdo de lactato. A hiperlactatemia ¢ um marcador da resposta ao estresse metabolico,
sendo sua intensidade e duracdo relacionadas com a mortalidade em muitas situagdes
(Nguyen et al., 2004 e Revelly et al., 2005).

A dosagem de lactato tem demonstrado em diversos estudos como um bom indicador

de detec¢ao precoce de hipdxia tecidual e progndstico, representando uma ferramenta util e de
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facil obtencdo na pratica clinica didria (Nguyen et al., 2004; Cicarelli et al., 2007; Almeida et
al., 2006; Prado e Silva, 2009).

A realizacdo de exames bioquimicos como as dosagens de glicemia, uréia e creatinina,
também sdo necessdrias no acompanhamento da sindrome (Silbernagl e Despopoulos, 2003).
Os niveis séricos de glicose estdo aumentados em pacientes com choque séptico, devido a
gliconeogénese hepatica, a qual ocorre em fun¢do da insuficiéncia de oxigénio. Os pacientes
ndo diabéticos também podem apresentar niveis de glicemia elevados associados a resisténcia
insulinica durante quadros de sepse grave. Entretanto, recentes trabalhos demonstram que a
incidéncia de hipoglicemia ndo € desprezivel nesses pacientes e que a implementacao desses
protocolos requer treinamento adequado e presenca de vigilancia constante, bem como
monitoracao hordria da glicemia sanguinea, nao apenas a capilar (Van den Berghe, 2003).

As dosagens de uréia e creatinina sio marcadores de fungdo renal e ao curso da
infeccao os rins sofrem intensa isquemia e reduc¢do do débito urindrio, evidenciando assim o
sofrimento renal em pacientes com choque séptico. Entretanto, em alguns pacientes ocorre a
disfunc¢ao tubular, levando a deficiéncia na capacidade de concentracdo da urina e distirbios
acido-bdsicos. A uremia no paciente grave € importante fator complicante da homeostase,
levando a distirbios hemostéticos e exacerbacdo da inflamacdo. A creatinina é o produto
catabolico da fosfatocreatina, do musculo esquelético sendo excretada pelos rins,
principalmente por filtracio glomerular devendo fazer parte da rotina diaria laboratorial a
realizacdo desses marcadores e que auxiliam no acompanhamento de sinais clinicos de
oligiria. Considerando as alteragdes, em geral, uma duplicacdo dos valores da creatinina
indica perda de 50% da funcdo renal (Dias, 2002; Silbernagl e Despopoulos, 2003; Tietz,
1990).

Os eletrdlitos desempenham uma fungdo bastante variada no organismo, dentre elas,
destaca-se a regulacdo da pressdo osmoética e a distribuicio de dgua nos varios
compartimentos do corpo com o intuito de manter o pH fisiolégico e regular a funcdo
apropriada do coracdo e dos musculos.

O sédio € o cdtion que estd em maior concentracao no meio extracelular e o potdssio é
0 que estd em maior concentragdo no meio intracelular, suas fungdes sao bem estabelecidas,
mas no choque séptico a partir do momento em que a célula deixa de receber seu suprimento
normal de oxigénio, ocorre alteracdo no metabolismo aerébico normal da célula para a forma
anaerdbica, causando a redu¢do do nimero de moléculas de ATP (Adenosina Trifosfato)

necessdrias ao acionamento normal da bomba de s6dio, o nao funcionamento faz com que ele
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fique dentro da célula, levando a séria alteracdo do potencial de membrana e ao ingresso de
dgua para o interior da célula ocasionando edema celular (Bogossian, 1992; Dias, 2002).

O baixo teor de liquido extracelular se deve a atividade da bomba de sddio, localizada
na membrana celular, que expulsa o sédio das células, enquanto promove a captagdo ativa do
potassio (Veronesi, 1999). O aumento da concentracdo de potdssio devido a acidose
metabodlica € resultante do movimento do potdssio intracelular para o extracelular e este
descontrole deve ser acompanhado com muita aten¢do devido aos riscos de arritmias
cardiacas letais (Xavier et al., 2005).

O célcio estd presente no plasma sob trés formas distintas: cdlcio livre e ionizado
(forma fisiologicamente ativa) e ligado a proteinas plasmaticas (principalmente a albumina),
dentre as inimeras fun¢des, destaca-se os processos de coagulacdo sanguinea, excitabilidade
do musculo esquelético e cardiaco e permeabilidade da membrana no intercambio de sdédio e
potassio. No choque séptico, observa-se uma diminui¢cdo nos niveis de cdlcio, e a baixa
concentracdo causa impulsos espontaneos nos nervos periféricos, resultando em contracdo
tetanica dos musculos por todo o corpo com conseqiiente morte por paralisia respiratéria
(Guyton e Hall, 2002; Dias, 2002).

A hipomagnesemia, geralmente por perdas intestinais ou renais, pode causar fraqueza
muscular, convulsdes, vasodilatacdo periférica e arritmias cardiacas. As diminui¢des do
magnésio raramente ocorrem como um fendmeno isolado, normalmente é acompanhado por
desordens no metabolismo do potéssio, célcio e fosforo (Veronesi, 1999; Goldman e Bennett

2001).

Marcadores Hematologicos da Sepse

A leucocitose, neutrofilia com desvio a esquerda e a presenca de formas jovens
granulociticas, e inclusdes neutrofilicas como as granulacdes téxicas finas ou grosseiras,
quando presentes em grande quantidade sdo marcadores de gravidade da infec¢do. Na série
vermelha, a evidéncia de anemia e a presenga de hipocromia também podem ocorrer devido
ao choque pela acidose e hipotermia (Veronesi, 1999; Bick, 2003).

Os disturbios da coagulacdo sanguinea também sdo observados em pacientes sépticos,
e nas fases iniciais, através dos exames de Tempo de Protrombina (TP) e o Tempo de
Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA) verifica-se um aumento da coagulabilidade e, nas

fases mais tardias, podendo ser observado a incoagulabiliade sanguinea. Estes testes avaliam
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respectivamente a via extrinseca e a via intrinseca do sistema de coagulacdo (Veronesi, 1999;
Bick, 2003; Dias, 2002).

A contagem de plaquetas encontra-se diminuida na maioria dos pacientes com sepse.
A trombocitopenia pode ocorrer por causa de diluicdo durante a reposicao de volume ou por
destruicdo imunoldgica das plaquetas, especialmente comum durante o choque séptico. A
ativacdo da cascata de coagulacdo pode levar a coagulacao intravascular disseminada (CIVD),
a qual resulta em trombocitopenia, diminui¢do de fibrinogénio, elevacdo dos produtos de
degradacdo da fibrina e anemia hemolitica microangiopética (Goldman e Ausiello, 2005;
Dias, 2002).

O fibrinogénio € o fator de coagulacdo mais abundante e que forma o codgulo de
fibrina, seus niveis encontram-se elevados com os outros reagentes de fase aguda, e estdo
diminuidos na coagulagdo intravascular disseminada (CIVD) devido a deplecao dos fatores de
coagulacdo (Veronesi, 1999; Dias 2002).

O d-Dimero € um dos produtos de degradacdo da fibrina, ou seja, o teste é especifico
para a detec¢do da fibrindlise decorrente de fendmenos tromboéticos e encontra-se alterados no

organismo na CIVD (Dias, 2002).

Marcadores Inflamatérios da Sepse

Alguns marcadores como a pré-calcitonina (PCT) e a proteina C reativa (PCR), sdo
importantes na avaliacdo da resposta inflamatéria. Elas sdo necessdrias para a obtencdo de
evidéncias objetivas da existéncia de processos infecciosos. A pré-calcitonina (PCT) foi
proposta como marcador mais especifico, mas seu valor progndstico ainda ndo estd bem
estabelecido, é uma proteina, produzida pelas células C da glandula tire6ide e em condi¢des
normais, essa proteina estd presente em concentracdes muito baixas na circulagdo,
permanecendo no interior das células como principal peptideo precursor da calcitonina
(Becker et al., 1996). Nas infec¢cdes bacterianas limitadas a um 6rgdo, em geral ndo se
observa elevacdo significativa na concentracdo de PCT, mas nos processos bacterianos
graves, como a sepse, niveis elevados de prd-calcitonina intacta podem ser encontrados na
circulagao (Oberhoffer et al., 1999; Andriolo et al., 2004).

A proteina C reativa (PCR) tem sido utilizada para essa finalidade, com baixa
especificidade, no entanto, € uma das proteinas de fase aguda de comportamento positivo, e

sua concentracdo sérica se eleva marcadamente logo apds a ocorréncia de uma agressao ao
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organismo, e tem sido utilizada como marcador precoce e sensivel da resposta aos processos
infecciosos ou inflamatoérios (Johnson et al., 1999; Andriolo et al., 2004).

Os biomarcadores fazem parte da nova geracdo de testes e suas aplicacdes clinicas
estdo baseadas nos processos reacionais e regenerativos do sistema imune, permitindo
detectar precocemente mudangas nos sinais fisiolégicos e a utilizagdo no diagndstico e
monitoramento dos processos infecciosos. Estes estudam as caracteristicas fenotipicas das
células do sangue e do endotélio e permitem detectar e acompanhar precocemente a seqii€ncia
dos eventos celulares gerada na resposta imune e na lesao tecidual, como nos casos de SIRS e
sepse (Diagnéstico Laboratorial da Sepse).

Através da citometria de fluxo € realizada a imunofenotipagem das doencas, utilizando
marcadores de membrana e de citoplasma, podendo assim determinar a linhagem celular
envolvida na doenca, definindo quadros onde a citomorfologia e a citoquimica convencionais
apresentam limitagdes.

A citometria de fluxo avalia as propriedades das células em suspensdo, direcionadas
num fluxo laminar e interceptadas uma a uma por um feixe de laser. As modifica¢des
ocasionadas nesse feixe de luz devida a presenca da célula serdo entdo detectadas e
interpretadas por sensores. A luz dispersa € coletada por um sistema Optico que permite
identificar as células através do seu tamanho e granularidade interna. Hemdcias, plaquetas,
linfécitos, mondcitos e granuldcitos podem ser assim identificados e quantificados. Os
diferentes fluorocromos que marcam cada antigeno absorvem a luz e emitem-na num
comprimento de onda maior e especifico. Cada fluorocromo possui um padrdo espectral
distinto de absor¢do e emissdo, de tal maneira que até trés cores de luz podem ser opticamente
separadas com os filtros seletivos encontrados nos citdmetros comuns. Os antigenos sdo entao
detectados por diferentes detectores de fluorescéncia permitindo o estudo simultaneo de dois a
trés antigenos, utilizando-se anticorpos monoclonais especificos marcados com diferentes
substancias fluorescentes, em geral através da técnica de imunofluorescéncia direta
(Jaroszeski e Radcliff, 1999; Imunofenotipagem das neoplasias hematoldgicas,
www.fleury.com.br).

Entre os biomarcadores que existem hoje, destacam-se aumentados na sepse oOs
marcadores de superficie celular (CD64 em neutéfilos; CD11b em mondcitos; CD40 em
mondcitos; CD63 em mondcitos; CD69 em Natural Killer; E-Selectina), os receptores
soluveis (sCD25; sE-Selectina; SELAM-1; sSTNF-R1; s TNF-RII; sCD14; molécula de adesédo
intracelular tipo 1 solivel; TREM-1) as citocinas (IL-1; receptor de IL-1; IL-6; IL-8; IL-10;

Comunicagdo Curta - 43



Revista Multidisciplinar da Saide — Ano I — N° 02 - 2009

IL-18; TNF; TGF; MIP-1; proteina de alta mobilidade do grupo Box-1; fator de crescimento
hepatico; leptina; hormoénio estimulador de melandcito) os marcadores de fase aguda
(Proteina C reativa; fibrinogénio; o 1 Antitripsina) os mediadores de coagulacdo (produto da
degradacdo da fibrina; Fator de Von Willebrand; fibrinopeptideo A; inibidor do ativador de
plasminogénio; ativador do plasminogénio tecidual; fragmento 142 da protrombina; d-
Dimero; trombomodulina; trombomodulina plaquetéria; atividade procoagulante) e ciclo
celular (estudo de apoptose linfocitaria). Os biomarcadores diminuidos na sepse sao: HLA-
DR em mondcitos, receptor de TNF em mondcitos e estudo de apoptose nos neutréfilos.
(Diagnéstico Laboratorial da Sepse; Osuchowski et al., 2006).

Os principais mediadores end6genos da resposta inflamatéria sdo determinados
através das dosagens de citocinas inflamatérias como as interleucinas 1, 6 e 8 (IL-1, IL-6 e
IL-8), a pro-calcitonina, a proteina C reativa e a determinacdo do CD64 na superficie dos
neutréfilos possibilitando uma compreensdo melhor da resposta imunoldgica nos processos
infecciosos.

Alguns marcadores, como a expressao do CD64 em neutréfilos representa o indicador
mais especifico e precoce de SIRS/sepse. Em situagdo normal, o CD64 ¢é expresso
constitucionalmente em mondcitos, porém, no caso de sepse bacteriana, este receptor passa a
ser detectado na superficie de neutrdfilos nas primeiras 4 horas do inicio da infeccdo
sistétmica. Esta expressdo € induzida através de citocinas inflamatdrias, como o fator
estimulador de colonias granulociticas (GCSF), que ativa a diferenciacdo de precursores na
medula 6ssea e do Interferon-Gama (IFN-y) que age ativando neutréfilos no sangue
periférico. O CD64 estd diretamente relacionado com o grau de resposta inflamatdria, sendo,
portanto, um marcador imunolégico de alta sensibilidade e especificidade para identificar

pacientes com SIRS/sepse (Diagndstico Laboratorial da Sepse).

Detec¢ao do Agente Infeccioso

A coleta de hemoculturas a qual € considerada padrdo-ouro, o isolamento de
microrganismos em liquidos orgadnicos normalmente estéreis é considerado o teste mais
apropriado e fundamental para o diagndstico da sepse, mas a auséncia de crescimento
bacteriano ndo exclui o diagndstico, por outro lado, a positividade no crescimento bacteriano

enriquece o diagndstico e permite uma conduta terapéutica mais eficaz através do agente

etioldgico e antibiograma (Veronesi, 1999; Gonzales et al., 2003).
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Este procedimento deve ser realizado antes do inicio da antibioticoterapia, adotando boas
praticas de coleta, realizando a limpeza da pele com solucdes anti-sépticas para que nao
ocorra crescimento de germes contaminantes de pele, € importante que duas amostras ou mais
sejam coletadas a fim de que resultados positivos concordantes indiquem uma maior
probabilidade de sepse, j4 que o isolamento de um agente em apenas uma amostra pode ser
sugestivo de contaminacdo por flora cutdnea no momento da coleta (Silva et al., 2004;
Gonzales et al, 2003).

O sangue coletado € inoculado em frasco especifico, e com a utilizagdo de métodos
automatizados ocorreu um aumento na positividade e na rapidez da identificacdo dos
microrganismos. Estes equipamentos utilizam um avangado sistema de detec¢cdo colorimétrico
ou por fluorescéncia para a leitura da variacdo da produgdo de CO; no interior dos frascos de
hemocultura. As amostras sdo agitadas continuamente numa temperatura de 35-37° C e cada
frasco € monitorado 144 vezes ao dia, em intervalos de 10 minutos, para a detec¢do de
microrganismos. Até o0 momento que o equipamento emite alertas visuais e sonoros avisando
sobre a positividade de crescimento bacteriano. Mesmo nos sistemas modernos de culturas, o
tempo para o isolamento da maioria dos patégenos € de aproximadamente 48 horas (Bochud
et al., 2001; Silva et al., 2004; Gonzales et al, 2003).

O quadro abaixo resume as principais alteracdes laboratoriais esperadas na sepse que
juntamente com a identificacdo do agente microbiano causador desta condicd@o clinica pode
ser util para indicar a presenca deste quadro, bem como definir sua gravidade.

Quadro I: Alteracdes laboratoriais caracteristicas da sepse

Marcadores Metaboélicos | Marcadores Hematologicos | Marcadores da Inflamacao

Hiperlactatemia Leucopenia Proteina C reativa 1
Acidose (pH |) Leucocitose Pré-calcitonina 1
Hiperventilagdo (pCO; |) Anemia TNF o 1
Hipoxemia (pO, |) Plaquetopenia IL-1, IL-6 e IL-8 1
Hiperglicemia TP/TTPA 1 CD64 em neutrdfilos
Hipoglicemia HLA-DR |

Uréia/Creatinina 1

Na* | /K 1 Ca™ |

Hipomagnesemia

| resultado abaixo da normalidade 1 resultado acima da normalidade
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CONCLUSAO

O diagnéstico precoce da infecgdo, que é acompanhado por um bom exame fisico e
juntamente com os resultados dos exames laboratoriais estabelecidos, avalia a presenca de
sepse e auxilia na realizacdo da medida terapéutica mais eficaz e no controle do foco
infeccioso, proporcionando assim um melhor progndstico para os pacientes, evitando a
disfunc¢do organica grave que pode levar a morte.

O laboratério clinico desempenha um importante papel no acompanhamento desta
sindrome e na definicdo do diagndstico através dos exames verificando a sua evolugao.
Dentre os exames, destacam-se os de fécil acesso, a avaliacdo dos gases sanguineos através da
gasometria, as dosagens de lactato, a proteina C reativa, o hemograma que verifica a presenca
de leucocitose, neutrofilia e granulacdes toxicas finas ou grosseiras e a identificagdo do agente
microbiano através da hemocultura.

No entanto alguns biomarcadores para a monitoracdo da resposta inflamatéria sdo
destacados no acompanhamento da sepse. As dosagens séricas de pro-calcitonina,
interleucinas e marcadores de expressao celular através da citometria de fluxo sao
recomendados e indicam, com boa acuricia, o progndstico de pacientes sépticos. Mas estes
marcadores reinem uma relagcdo custo/beneficio e nem sempre € acessivel a todos os servigos
da saude, deixando assim de facilitar o diagndstico com mais rapidez.

E importante ressaltar que os profissionais da sadde estejam sempre atentos a suspeita
clinica, realizando suas atividades com qualidade e que tenham consciéncia da gravidade
deste problema, pois quanto mais rdpido for o diagndstico, maiores serdo as chances de

sobrevivéncia a sepse.
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