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RESUMO

LEAL, Dalila Teixeira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2021. Analises
Bioquimica, Microbiolégica e Protedmica de Pacientes com Sepse. Orientadora:
Maria Goreti de Almeida Oliveira. Coorientadores: Rodrigo Siqueira Batista, Camilo
Elber Vital, Andreia Patricia Gomes e Humberto Josué de Oliveira Ramos.

A Sepse é caracterizada, de acordo com o The Third International Consensus
Definitions for Sepsis and Septic Shock, como a disfungéo organica com risco de vida,
causada por resposta desregulada a infec¢gdo. Na presente investigacao, realizou-se
estudo retrospectivo observacional com objetivo de analisar os parametros
bioquimicos, microbiolégicos e protedémicos de pacientes com Sepse internados em
uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de hospital da Zona da Mata de Minas Gerais,
Brasil. Essa tese apresenta a seguinte estrutura: Introducéo, apresentando revisao
dos principais conceitos relativos a Sepse; trés Capitulos correspondentes a trés
artigos; Discussdo e Conclusdo Geral; mais as Referéncias. O primeiro Capitulo
descreveu os principais microrganismos encontrados nas amostras clinicas dos
pacientes internados com Sepse e a resisténcia antimicrobiana apresentada por esses
patdogenos. Demonstrou-se que os dispositivos invasivos mais utilizados pelos
pacientes com Sepse (n=19) foram o cateter venoso central, o ventilador mecanico e
o cateter urinario. As axilas e a secregao traqueal foram os locais mais colonizados.
Os microrganismos isolados, relacionados com a colonizagao, foram a Psudomonas
aeruginosa, Enterobacter spp. e Acinetobacter spp. Em relagdo a infecgéo, o trato
urinario foi o mais acometido e o principal microrganismo relacionado a esta infecgao
foi a Pseudomonas aeruginosa. Nas culturas investigadas, relacionadas tanto com a
colonizagao, quanto infec¢ao, Ciprofloxacino foi o antimicrobiano ao qual as bactérias
apresentaram maior resisténcia. O segundo Capitulo teve por escopo a analise dos
parametros bioquimicos e as relagbes entre neutréfilo/linfécitos  (RNL),
plaquetas/linfocitos (RPL) e linfécitos/mondcitos (RLM) de pacientes com Sepse,
internados na UTI (n=7). As principais fontes de infec¢do foram o sistema respiratério

e o abdémen. O microrganismo mais frequente, isolado nas culturas, foi a Escherichia



coli. Os valores de creatinina, ureia e FiO 2 apresentaram-se elevados desde o inicio
da internagao para os enfermos com Sepse que evoluiram para o 6bito. Nos pacientes
que faleceram, a Relagdo Neutrofilo/Linfécito (RNL) aumentou ao longo do tempo, ao
contrario dos doentes que sobreviveram, os quais apresentaram queda nesses
valores ao longo do tempo. A RNL mostra-se como marcador progndéstico importante
para Sepse. O terceiro capitulo orientou-se a descricdo dos spots de proteinas,
encontrados ao longo do tempo (T1xT2 e T2xT3), obtidos por analise de detecgao e
quantificacdo diferencial sobre os géis 2DE, com diferengas estatisticas nas
comparacgdes entre enfermos com Sepse (n=7) que receberam alta e aqueles que
evoluiram para a 6bito. A analise longitudinal mostrou que houve diferengas entre os
dois grupos quanto ao tempo e desfecho da doenga. Os pacientes que evoluiram para
0 Obito tiveram numero maior de spots proteinas alteradas ao longo do tempo,
principalmente entre os tempos T2 e T3. Novos estudos sdo necessarios a
caracterizagao microbiolégica e bioquimica dos pacientes com Sepse, especialmente
no que concerne a correlacdo entre esses dados, que provavelmente contribuira a

melhor compreensao desta importante condicdo maérbida.

Palavras-chave: Progndstico. Protedbmica. Sepse. Spots de Proteina.



ABSTRACT

LEAL, Dalila Teixeira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May 2021.
Biochemical, Microbiological and Proteomic Analyses of Patients with Sepsis.
Advisor: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Co-advisors: Rodrigo Siqueira Batista,
Camilo Elber Vital, Andreia Patricia Gomes and Humberto Josué de Oliveira Ramos.

Sepsis is characterized, according to The Third International Consensus Definitions for
Sepsis and Septic Shock, as a life-threatening organ dysfunction caused by an
unregulated response to infection. In the present investigation, a retrospective
observational study was carried out to analyze the biochemical, microbiological and
proteomic parameters of patients with sepsis admitted to an Intensive Care Unit (ICU)
of a hospital in the Zona da Mata of Minas Gerais, Brazil. This thesis has the following
structure: Introduction, presenting a review of the main concepts related to sepsis;
three Chapters corresponding to three articles; Discussion and General Conclusion;
plus the References. The first Chapter described the main microorganisms found in
clinical samples from hospitalized patients with sepsis and the antimicrobial resistance
presented by these pathogens. It was shown that the invasive devices most used by
patients with sepsis (n=19) were the central venous catheter, the mechanical ventilator
and the urinary catheter. The armpits and tracheal secretion were the most colonized
sites. The isolated microorganisms related to colonization were Psudomonas
aeruginosa, Enterobacter spp. and Acinetobacter spp. Regarding infection, the urinary
tract was the most affected and the main microorganism related to this infection was
Pseudomonas aeruginosa. In the cultures investigated, related to both colonization
and infection, ciprofloxacin was the antimicrobial to which the bacteria showed greater
resistance. The second chapter had as its scope the analysis of biochemical
parameters and the relationships between neutrophil/lymphocytes (RNL),
platelets/lymphocytes (RPL) and lymphocytes/monocytes (LMR) of patients with
sepsis admitted to the ICU (n=7). The main sources of infection were the respiratory
system and the abdomen. The most frequent microorganism, isolated in cultures, was
Escherichia coli. The values of creatinine, urea and FiO 2 were high since the
beginning of hospitalization for patients with sepsis who progressed to death. In



patients who died, the Neutrophil/lLymphocyte Ratio (NRL) increased over time, in
contrast to patients who survived, who showed a drop in these values over time. NRL
is an important prognostic marker for sepsis. The third chapter was oriented to the
description of protein spots, found over time (T1xT2 and T2xT3), obtained by detection
analysis and differential quantification on 2-DE gels, with statistical differences in
comparisons between patients with sepsis (n=7) who were discharged and those who
died. Longitudinal analysis showed that there were differences between the two groups
in terms of disease duration and outcome. Patients who died had a greater number of
altered protein spots over time, especially between T2 and T3. Further studies are
needed for the microbiological and biochemical characterization of patients with
sepsis, especially with regard to the correlation between these data, which will likely

contribute to a better understanding of this important morbid condition.

Keywords: Prognosis. Proteomics. Sepsis. Protein spots.
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1. INTRODUGAO GERAL

As Infecgbes Relacionadas com a Assisténcia a Saude (IRAS) séo infecgdes
cuja aquisigao esta relacionada com a hospitalizagao ou procedimento assistencial de
saude (WHO, 2016), por exemplo, das cirurgias ou uso de dispositivos como cateteres
e ventilador mecanico (BRASIL, 2017a). As IRAS sao consideradas como evento
adverso, acometendo 10 a cada 100 pacientes hospitalizados nos paises em
desenvolvimento (WHO, 2016). E importante destacar que a ocorréncia das IRAS é
diferente nos paises, segundo a renda de cada qual. Nas nag¢des de baixa e média
renda a frequéncia das IRAS se encontra, segundo a Organizacdo Mundial de saude
(OMS), pelo menos duas a trés vezes maior do que naquelas de alta renda (WHO,
2016).

Devido a importancia do conhecimento sobre as IRAS, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) recomenda que a ocorréncia das mesmas seja
regularmente registrada em seu sistema de informagéo, uma vez que sao infecgdes
que elevam o tempo de internagdo, a morbidade e a mortalidade dos pacientes, bem
como os custos dos servigcos de saude (BRASIL, 2017 b; LEAL; FREITAS, 2021). No
entanto, no Brasil, muitas acbes ainda sao necessarias para aumentar a adesao as
notificagdes das IRAS nos hospitais (ANVISA, 2016).

As principais IRAS estéo relacionadas com a infecgdo da corrente sanguinea,
pneumonia, infec¢cdo do trato urinario, infecgéo relacionada ao cateter (ECDC, 2017).
Nesse contexto, importa destacar as Unidades de Terapia Intensiva (UTIl), nas quais
os pacientes estdo sujeitos a diversos procedimentos invasivos que aumentam as
chances de infecgdes (PIZA; CAMARGO, 2016; ECDC, 2017).

Individuos com infeccado podem evoluir para sepse, uma sindrome complexa
reconhecida como uma das mais importantes causas de morte por infecgdo em todo
o mundo (SINGER et al., 2016). Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi verificar
0s parametros bioquimicos, microbiolégicos e protedmicos de pacientes com sepse,

internados em uma UTI.
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1.1 DEFINICOES DA SEPSE

A incidéncia de sepse nas UTI brasileiras € elevada, bem como a taxa de
letalidade, que em 2014 foi de 55,7% (MACHADO et al., 2017). Além disso, pacientes
diagnosticados com sepse necessitam de cuidados intensivos que demandam altos
custos aos sistemas de saude (NEIRA; HAMACHER; JAPIASSU, 2018).

A definicdo de sepse apresenta alteracbes no transcorrer das pesquisas no
tempo, o que levanta discussdo quanto aos critérios que definem os pacientes com
sepse e choque séptico (BONE et al., 1992; LEVY et al., 2003; SINGER et al., 2016).
Em 1991 o American College of Chest Physicians (ACCP) e a Society of Critical Care
Medicine (SCCM) definiram quatro conceitos relacionados: (i) sindrome de resposta
inflamatoria sistémica (SIRS); (ii) sepse ; (iii) sepse grave, associada a disfungao
organica, hipoperfusao ou hipotensao arterial e; (iv) choque séptico que, por sua vez,
€ tida como hipotensao arterial, apesar da ressuscitagao fluidica adequada (BONE et
al., 1992).

Em 2001, durante a Conferéncia Internacional de Definicdes de Sepse, que
incluiu membros da ACCP, SCCM, American Thoracic Society (ATS), European
Society for Intensive Care Medicine (ESICM) e da Surgical Infection Society (SIS), as
defini¢gdes propostas em 1991 foram atualizadas sem muitas novidades. O consenso
manteve as definicbes de sepse como SIRS devido a infecgdo (presumida ou
confirmada). E sepse grave como sepse associada a disfungdo orgénica aguda.
Entretanto, novos critérios para SIRS foram definidos, juntamente com as variaveis de
disfungao de 6rgaos, indicativas de sepse grave (LEVY et al., 2003).

Mais tarde, no ano de 2016, a SCCM e a ESICM promoveram conferéncia com
0 objetivo de chegarem a novo consenso sobre as definicbes de sepse. Por meio de
evidéncias cientificas, revisaram e apresentaram os atuais conceitos. O documento
produzido passou a ser denominado como SEPSIS-3. Ademais, chamaram,
retrospectivamente, as definigdes propostas no consenso de 1992 de SEPIS-1 (BONE
et al.,, 1992) e as definicbes 2001 de SEPIS-2 (Levy et al., 2003). As defini¢cdes

detalhadas de cada consenso estdo apresentadas no Quadro 1.
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Quadro 1 — Definicbes de Sepse.

SEPSE 1
Sindrome da Resposta Inflamatoéria Sistémica (SIRS)
Resposta manifestada por duas ou mais das seguintes condi¢des:
1- Temperatura > 38°C ou < 36°C
2- Frequéncia cardiaca > 90/minuto
3- Frequéncia respiratéria > 20/minuto (ou PaCO2 < 32mmHg)
4- Globulos Brancos > 12.000cel/pL ou < 4.000cel/uL (ou > 10% formas imaturas)

Sepse
Resposta sistémica a infeccdo, manifestada por dois ou mais critérios SIRS como
resultado de infecgao

Sepse grave
Sepse associada a disfuncao organica, hipoperfusdo ou hipotensao

Choque séptico

Induzido por sepse com hipotensao apesar de adequada ressuscitagdo com fluidos.
SEPSE 2

Critérios para sepse - Infecgdo documentada ou suspeitada em algum dos
critérios

Variaveis gerais

Febre (Temperatura central > 38,3°C

Hipotermia (temperatura central < 36 °C)

Frequéncia cardiaca > 90 bpm ou 2 DP acima do valor normal para a idade
Taquipnéia

Estado mental alterado

Edema significativo ou balango hidrico positivo (>20 ml/kg em 24 horas)
Hiperglicemia na auséncia de diabetes (glicemia > 120 mg/dL)

Variaveis inflamatérias

Leucocitose (contagem de leucécitos > 12.000/mm3)

Leucopenia (contagem de leucdcitos < 4000/mm3)

Contagem de leucdcitos totais normal com > 10% de formas imaturas
Proteina C reativa plasmatica > 2 DP acima do valor normal
Procalcitonina plasmatica > 2 SD acima do valor normal

Variaveis hemodinamicas

Hipotensao arterial (PAS < 90 mmHg, PAM < 70 mmHg, ou uma diminui¢ao da
PAS > 40 mmHg em adolescentes ou PAS/PAM < 2 DP abaixo do normal para a
idade)

Continua.
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Continuacao Quadro 1.
Saturagao de oxigénio venoso misto> 70% (nado valido para criangas)

indice cardiaco 3,5 I/min (n&o valido para criangas)

Variaveis de disfung¢ao organica

Hipoxemia arterial (PaO2 / FIO2 < 300)

Oliguria aguda (diurese< 0,5 ml/ kg/h

Creatinina > 0,5 mg /dL

Anormalidades de coagulagao (INR >1,5 ou KTTP > 60 segundos)
ileo (auséncia de ruidos hidroaéreos)

Trombocitopenia (contagem de plaquetas <100.000/mm3)
Hiperbilirrubinemia (bilirrubina total >4 mg/dL)

Variaveis de perfusao tecidual

Hiperlactatemia (>1 mmol / L)

Enchimento capilar reduzido

DP: desvio padrao. PAS (Pressao arterial sistolica), PAM (Pressao Arterial média)
PaO2(Pressao parcial de oxigénio arterial), FiO2 (Fragéo Inspirada de oxigénio)
INR (/International Normalized ratio), KTTP (Tempo de tromboplatina parcial)

Sepse Grave
Sepse + Disfuncao orgéanica

Choque séptico
Sepse + Hipotensdo mesmo com reanimacgao volémica adequada
SEPSE 3

Sepse
Disfungao organica com risco de morte decorrente de uma resposta desregulada
do organismo a uma infec¢do. Caracterizada com aumento do escore SOFA = 2
pontos

Sepse grave: Termo abandonado

Choque séptico
Pacientes com sepse e mesmo apds reposi¢cao volémica vigorosa, necessitam do

uso de drogas vasoativas a fim de manter uma presséao arterial média (PAM) maior
ou igual a 65 mm Hg e que possuem nivel de lactato sérico maior que 2 mmol/L

Legenda: DP: desvio padréo; FiO2: fragéo inspirada de oxigénio; INR: international normalized ratio;
KTTP: tempo de tromboplastina parcial; PaCO2: presséo parcial de didéxido de carbono; PAM: pressao
arterial média; PaO2: pressao parcial de oxigénio arterial; PAS: Pressdo arterial sistélica; SOFA:
Sepsis-related Organ Failure Assessment.

Fonte: Elaborado pela autora (2021), adaptado de BONE et al. (1992); Levy et al. (2003); SINGER et
al. (2016).
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Dessa forma, definiu-se que sepse é sindrome complexa caracterizada por
disfungao organica, causada pela resposta desregulada do hospedeiro a uma infecgéo
(SINGER et al., 2016). Para caracterizar clinicamente os pacientes com suspeita de
infeccdo e avaliar a disfungdo organica, dentro das UTI, o atual manejo do sepse-3
recomenda o uso do escore Sequential Organ Failure Assessment Score (SOFA). O
escore SOFA (Quadro 2) exige resultados de testes laboratoriais (plaquetas,
creatinina, bilirrubinas, gasometria arterial), e varia de 0 a 4, de forma que uma

pontuacgdo igual ou superior a 2 representa disfungao organica (SINGER et al., 2016).

Quadro 2 — Critérios para calculo do escore SOFA.

débito
(DU) (mL/dia)

urinario

SOFA
0 1 2 3 4
PaO2/FiO2 2400 <400 <300 <200 <100 com
Com suporte suporte
ventilatorio ventilatorio
Plaquetas (103) 2150 <150 <100 <50 <20
Bilirrubina <1,2 1,2-1,9 2-5,9 6-11,9 212
Cardiovascular PAM PAM Dopamina <5 Dopamina (5,1-15) Dopamina >15
=70 <70 ou dobutamina Ou adrenalina < 0,1 ou adrenalina
(qualquer dose) ou noradrenalina >0,1 0u
<0,1 noradrenalina
>0,1
Glasgow 15 14-13 12-10 9-6 <6
Creatinina  ou <1,2 1,2-1,9 2-3,4 3,5-4,9 ou DU <500  >5 ou DU <200

Legenda: FiO2: Fragéo Inspirada de oxigénio, PAM: Pressao Arterial Média PaO2: Pressao Parcial de

Oxigénio.

Fonte: Elaborado pela autora (2021), adaptado de Singer et al. (2016).

Mudangas nas definigdes, critérios de triagem e diagndstico da sepse podem
alterar os dados epidemiolégicos. Shankar-Hari et al. (2017) encontraram diferengas
ao comparecer a incidéncia, desfecho e validade preditiva de sepse e choque séptico,
considerando os critérios de sepse-2 e sepse-3. Sepse, de acordo com critérios de
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sepse-3, foi identificada com similaridade de 92% em comparagédo aos critérios de
sepse-2. Ja para o choque séptico, as definicdbes de sepse-3 apresentam melhor
validade preditiva, com selecdo de poucos pacientes, mas, considerando aqueles com
maior gravidade.

O diagnéstico precoce da sepse € importante para orientar o tratamento em
tempo oportuno e consequentemente evitar o agravamento do quadro clinico
(ENGELEN et al., 2018). Nesse sentindo, diversos estudos procuram um biomarcador
ou um conjunto de critérios que consigam identificar precocemente a sepse (DECOUX
et al., 2015; LANGLEY et al., 2013; LUDWIG; HUMMON, 2017; OVED et al., 2015;
ROGERS et al., 2014; SCHMERLER et al., 2012).

Singer et al. (2016) afirmam que a inexisténcia de um teste de diagnostico
padrdo ouro para diagnosticar a sepse, questdes precoces da resposta pro e anti-
inflamatorias devem ser analisadas. Nesse contexto, o que vai diferenciar a sepse de
um outro tipo de infecgao é a resposta desregulada do hospedeiro a uma infecgéo,
juntamente com a disfungdo organica, a qual pode ser oculta. Assim, em pacientes
com ou sem infec¢do confirmada a disfungao organica deve ser considerada.

Um estudo recente menciona que, apesar do numero de estudos sobre
biomarcadores na sepse estar em estado de crescimento, a descoberta de novos
biomarcadores ndo apresentou o mesmo aumento (PIERRAKOS et al., 2020). A
proteina C-reativa e a procalcitonina sdo os biomarcadores mais frequentemente
estudados, seguidos pela interleucina-6, presepsina e CD64 de neutrofilos. Revisao
realizado por Teggert, Datta e Ali (2020) confirma esses biomarcadores como os mais
estudados, acrescentando ainda outros, como TREM-1 (Receptor desencadeador
expresso nas celulas mieldides Tipo 1), lactato, relagcdo de neutréfilos/linfocitos, e
suPAR (receptor do ativador de plasminogénio tipo uroquinase soluvel) (TEGGERT;
DATTA,; ALI, 2020). No entanto, nenhum desses marcadores foi validado como critério

para uso clinico na sepse.

1.2 ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS DA SEPSE

A sepse se desenvolve de acordo com as relagbes entre o hospedeiro, o
microorganismo e a resposta inflamatoria desencadeada de forma exacerbada.
Algumas variaveis, como o estado nutricional, a presenga de comorbidades e idade

do hospedeiro, bem como a viruléncia das cepas e o sitio de infec¢cdo, estao
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diretamente relacionadas com a evolugéo do quadro clinico do paciente (GUANG et
al; 2021, ARINA; SINGER, 2021).

A fisiopatologia da sepse compreende mecanismos variados que irdo surgir
apds o organismo se expor para um patdégeno ou as toxinas deste, ativando os
neutroéfilos, plaquetas e mondcitos, de forma a desencadear resposta imune mediada
por citocinas, gerando inflamagao tecidual. A exacerbagcdo e descontrole dessa
resposta causa lesdo ao endotelio vascular, aumentando a vasoconstrigdo e ativando
as vias inflamatorias (GUANG et al., 2021).

E importante considerar, sobre o desenvolvimento da sepse, se os padrdes de
imunidade, a inflamagdo e a coagulacdo estdo interrelacionados
(ARINA; SINGER 2021). O microrganismo infectante e o hospedeiro se interagem por
meio da mediagdo de receptores de reconhecimento de padrdo (PRR), os quais
detectam os padrées moleculares associados ao patégenos (PAMP), que séao
substancias produzidas pelos microrganismos. Esses PRRs reconhecem os padrbes
moleculares associados com a lesdo (DAMP), que sao produtos decorrentes da
resposta do hospedeiro. Da mesma forma, séo liberadas as armadilhas extracelulares
de neutrdéfilos (TNEs), as quais, embora contribuam para eliminar o patégeno, sua
formacgao excessiva na sepse resulta em inflamacao e danos tecidual (DENNING et
al., 2019).

No combate a infeccdo, tém-se os mecanismos de reconhecimento da
presenga do microrganismo, com destaque para o papel do endotélio na inflamacgéo e
imunidade inata e adaptativa. Isso € importante porque a sepse induz um
deslocamento das células endoteliais em direcdo a um fendtipo pré-coagulante e
antifibrinolitico (JOFFRE; HELLMAN; INCE, 2020).

Resumidamente, no periodo inflamatério acontece a vasodilatagdo do endotélio
regulada por moléculas vasoativas como oxido nitrico (NO) e prostaciclina. A secregao
dos mediadores de inflamacao local leva ao extravasamento capilar, aumentando a
permeabilidade vascular. Esta inflamagdo induz ao estado pré-coagulante,
aumentando a expressao de fator tissular nos mondcitos e nas células endoteliais,
induzindo o inicio da cascata coagulagao. Os niveis de antitrombina e do inibidor da
via do fator tecidual diminuem devido as condi¢des inflamatérias. Assim, é configurado
um estado pré-inflamatério que pode diminuir a expressdao endotelial de
trombomodulina, que contribui com a diminuicado da ativagao da proteina C. Apés este

estado inflamatério as células endoteliais podem iniciar resposta imune inata. As



23

células endoteliais, devido a esses fatores inflamatodrios, como fator de necrose
tumoral ou em resposta a deteccao de PAMP, aumentam a expressao de moléculas
de adesao de neutrofilo, molécula de adesao intercelular 1, E-selectina e P-selectina.
Tal fato pode levar ao aumento da adeséo de leucdcitos e plaquetas e transmigragéo
de leucécitos através da parede vascular (PONS et al., 2019).

Na sepse os neutréfilos podem também liberar cromatina, proteinas nucleares
e serina proteases extracelularmente para formar TNEs. TNEs podem prender
patdgenos e limitar sua disperséo, inicia a coagulagao e induz lesdo endotelial. Uma
resposta imune adaptativa pode acontecer devido a uma infecgao prolongada (PONS
et al., 2019).

Em relacdo aos mecanismos de ativagdo da coagulagdo durante a sepse,
observa-se que as células endoteliais danificadas modificam suas propriedades
anticoagulantes para pro-coagulantes por meio da ruptura do glicocalice e da
expressao do fator de von willebrand ultralargo (VWF). Os neutréfilos atuam na
ativagdo da coagulagado ao liberarem as NETs, compostas de DNA pré-coagulante,
histonas e outros DAMPs (IBA; LEVY, 2020)

Assim a infecgdo instalada desencadeia perturbagbes circulatérias e
metabdlicas que podem ser controladas e apropriadas, ou desreguladas, levando a
graus crescentes de disfuncdo organica ao hospedeiro. Ha relatos defendendo a
disfungdo organica como um desligamento metabdlico do 6rgdo que impede a
atividade celular normal, podendo representar uma resposta adaptativa que é capaz
de proteger o 6rgao de danos permanentes e irreversiveis causados pela infecgao e
que permite a recuperacao (ARINA; SINGER, 2021).

1.3 ESTUDOS PROTEOMICOS DA SEPSE

Uma ferramenta importante para descoberta de biomarcadores para diversas
doencas sao as “Gmicas”. Elas podem caracterizar e quantificar moléculas
relacionadas com a estrutura, funcdo e dinamica de um organismo, englobando a
gendmica, epigenética, transcriptdmica, proteémica e metabolémica, e sdo cada vez
mais factiveis e menos dispendiosas (SKIBSTED et al., 2013).

A analise protedmica pode ser realizada em diferentes amostras, incluindo
tecidos, urina, sangue e outros. Os materiais mais utilizados de pacientes com sepse

sdo o plasma e o soro sanguineo, as quais, através da eletroforese em gel
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bidimensional, vém contribuindo para melhor entendimento dessa doenga (SHARMA,;
SALOMAO, 2018; SIQUIRA-BATISTA, 2012). Exemplificando resumidamente, as
proteinas sao separadas por eletroforese bidimensional e posteriormente identificadas
por espectrometria de massas. Essa identificacdo melhora a compreensao dos
processos moleculares alterados nas doengas, como na sepse (BLANGY-LETHEULE
et al., 2020; LUDWIG; HUMMON, 2017; PAIVA; DAVID; DOMONT, 2010).

Embora se tenha diversos estudos que relacionam a protedmica com a sepse
(ENGELEN et al., 2018, SHARMA; SALOMAO, 2018), as investigacdes com analises
proteOmicas de pacientes com sepse ao longo do tempo ainda sdo escassos, 0 que
indica a necessidade de estudos longitudinais sobre o assunto (HAYASHI et al., 2019).
Devem ser destacadas duas investigag¢des utilizando analise protedémica urinaria que
identificaram proteinas diferencialmente expressas envolvidas na inflamacao,
imunidade e processos estruturais ou formacao do citoesqueleto celular (SU et al,,
2013, a), e proteinas associadas aos processos bioldgicos de homeostase lipidica,
desenvolvimento da cartilagem celular e transporte de ions férrico (SU et al., 2013, b).

Observa-se diferengas ao longo do tempo na expressao proteica entre
pacientes com sepse que sobreviveram e com desfecho ruim. Trés proteinas
identificadas (cadeias beta da hemoglobina, haptoglobina e ceruloplasmina)
apresentaram quedas significativas exclusivamente no grupo do desfecho ruim, o que
nao ocorreu no grupo dos sobreviventes, as quais hdo mudaram ao longo do tempo
(HAYASHI et al., 2019).

E improvavel que um unico biomarcador produza todas as informacdes
necessarias sobre a sepse (SINGER, 2019), de forma que o tratamento devera ser
direcionado por um conjunto de biomarcadores, analisados individualmente, levando
em consideragdo as vias de resposta do hospedeiro. Assim, uma abordagem
personalizada com terapias individualizadas especifica devera ser recomendada, e
nao simplesmente baseada na apresentagao clinica do paciente (ENGELEN et al.,
2018).
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Analisar os parametros bioquimicos, microbiolégicos e protedbmicos de
pacientes com sepse internados em uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de um

hospital da Zona da Mata de Minas Gerais.

2.2 ESPECIFICOS

Descrever os principais microrganismos e avaliar a resisténcia antimicrobiana
em amostras clinicas de pacientes internados com sepse em uma UTI de adultos;

Comparar os parametros bioquimicos e as relagdes entre neutrdfilo/linfécitos
(RNL), plaquetas/linfocitos (RPL) e linfocitos/monécitos (RLM) de pacientes de uma
UTI, que apresentaram sepse;

Identificar alteracdes na quantidade e na abundancia de spots de proteinas do
soro sanguineo de pacientes com sepse, com base no padrdo de tempo e desfecho

da doencga.
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3. METODOS

Este estudo — caracterizado como um estudo prospectivo e observacional —
teve inicio em janeiro de 2011, com a coleta de dados referentes aos aspectos clinicos
dos pacientes que apresentaram o diagnostico de sepse apos admissao na UTI. O
projeto de pesquisa teve aprovagao por parte do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
com seres humanos da Universidade Federal de Vigosa (UFV) parecer de numero
88/2011 (Anexo 1). Para a realizagdo do estudo foi solicitada a assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) do responsavel legal de cada paciente,
o qual foi enfatizado os riscos e beneficios da investigagao, além de explicitar a
garantia ao sigilo sobre a identidade dos sujeitos de pesquisa e a veiculagdo apenas
em meio cientificamente reconhecido.

Os dados clinicos foram coletados a partir do prontuario em um questionario
proprio. As variaveis estudadas incluiram idade, sexo, periodo de internacao, etnia,
dispositivos invasivos utilizados, valores do escore SOFA (calculados a posteriori),
dados relativos as intervengdes terapéuticas (esquemas antimicrobianos utilizados),
registros relativos as culturas microbiologicas e a sensibilidade antimicrobiana
apresentadas por essas culturas. Além dessas informagdes, foram selecionados
resultados laboratoriais como niveis de leucocitos, plaquetas, creatinina, uréia,
hemacias, hemoglobina, hematodcrito, volume corpuscular médio, hemoglobina
corpuscular media, concentragdo corpuscular media, parametros da gasometria
arterial como valores de pH, FiO2 (Fragéo Inspirada de Oxigénio), Pressao Parcial de
CO2, Pressao Parcial de Oxigénio, Relagao PaO2/FiO2, Bicarbonato e também a
Relacao Neutrdfilo-Linfécito, Relacado Plaqueta-Linfocito, Relacéo Linfécito-Mondcito.
Os enfermos serdao acompanhados até o desfecho, alta ou ébito da UTI.

Juntamente com as informacdes clinicas foram coletadas amostras de sangue
venoso (5mL sem anticoagulante) dos participantes em tubos do Sistema Vacutainer®
(Becton-Dickinson). Essas amostras de sangue foram rapidamente centrifugadas a
1100g por 15 minutos, para separagao do plasma e do soro. O soro dos pacientes
com sepse foi armazenado em freezer -80 para conservacao das amostras. Nesse
periodo os pacientes participantes do estudo foram clinicamente caracterizados com
sepse (Sepsis-2) segundo as recomendacgodes de Levy et al. (2003) de acordo com o
Quadro 3.



27

Quadro 3 — Definigbes de SIRS e Sepse.

SIRS Sindrome de Resposta Inflamatéria Sistémica, caracterizada por ser
uma resposta inespecifica do organismo a uma variedade de
situagdes que geram inflamagao.

Para sua detecgao, sdo necessarias duas das seguintes condigdes:
Temperatura > 38,0 °C ou < 36,0 °C

Frequéncia cardiaca > 90 bpm

Frequéncia respiratéria > 20 irpm ou PaCO2 < 32 mmHg

Leucécitos > 12.000/mm3 ou < 4.000/mm3 ou > 10% de bastoes

Sepse SIRS desencadeada por infecgéo bacteriana, viral, fungica ou

parasitaria.

ng?nQa: PaCO2: presséao parcial de diéxido de carbono, SIRS: Sindrome de Resposta Inflamatéria
E:)Sr:teen? IIglzza.borado pela autora (2021), adaptado de Levy et al. (2003).

Em outubro de 2019 dando prosseguimento a pesquisa, foram analisadas as
informacdes clinicas, microbioldgicos e de resisténcia antimicrobiana dos 19 pacientes
participantes do estudo com sepse (Sepsis-2). Apds esta etapa, iniciaram-se as
analises proteOmicas do soro dos pacientes com sepse. Primeiramente, foram
excluidos os pacientes que nao tinham a quantidade de soro sanguineo suficiente
para as analises protedmicas e posteriormente esses pacientes foram reclassificados
de acordo com as definigcbes de Sepsis-3 (SINGER et al. 2016), ou seja, pacientes
como disfungéo organica caracterizado com um score SOFA de 2 pontos ou mais.

Dos 19 pacientes, 7 apresentaram todos os critérios definidos. Para esses
enfermos foram procedidas as analises ao longo do tempo dos parametros
bioquimicos e protedbmicas em trés periodos: T1, T2 e T3. O T1 corresponde ao
primeiro dia de internagao na UTlI, T2 refere aproximadamente a metade de internagao
e T3 o ultimo dia de internacdo antes do desfecho alta ou 6bito. O periodo de
internacao de cada paciente foi diferente como mostra o Quadro 4.
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Quadro 4 — Periodo de internagao dos participantes do estudo.

Paciente T T2 T3 Desfecho
Dia de Internacédo na UTI
Paciente 1 Dia 01 Dia 05 Dia 12 Alta
Paciente 2 Dia 01 Dia 02 Dia 04 Alta
Paciente 3 Dia 01 Dia 02 Dia 03 Alta
Paciente 4 Dia 01 Dia 13 Dia 29 Obito
Paciente 5 Dia 01 Dia 02 Dia 05 Obito
Paciente 6 Dia 01 Dia 23 Dia 46 Obito
Paciente 7 Dia 01 Dia 19 Dia 36 Obito

Fonte: Dados da pesquisa.

Devido a pandemia de COVID-19, nao foi possivel caracterizar as proteinas
identificadas nos spots dos géis 2D. Etapa importante que sera concluida em
momento oportuno.

Esse documento esta organizado em trés capitulos. No capitulo | foram
descritos 0s principais microrganismos encontrados nas amostras clinicas dos
pacientes internados com sepse e a resisténcia antimicrobiana apresentada por esses
patdgenos relacionados a colonizacao e a infecgado. No capitulo Il foram comparados
ao longo do tempo, os parametros bioquimicos e as relagdes entre neutrdfilo/linfécitos
(RNL) plaquetas/linfocitos (RPL) e linfécitos/mondcitos (RLM) de pacientes com sepse
que sobreviveram ou n&o. Por fim, no capitulo Il realizou-se um estudo descrevendo
os spots de proteinas encontrados ao longo do tempo, com diferencgas estatisticas nas
comparacgdes entre pacientes com sepse que receberam alta, e que foram a 6bito,

com um controle sem infecgao.
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ABSTRACT

Antimicrobial resistance occurs due to the natural selection of resistant bacterial
strains, induced by the use of antimicrobials in the treatment of diseases. An action
that can help to improve the conscious use of antimicrobials is the monitoring of the
microbiological and resistance profile in different clinical samples. This work aims to
describe the main microorganisms found in the clinical samples of patients with sepsis,
in an adult ICU and the antimicrobial resistance presented by these pathogens. The
data analyzed were obtained from hospitalized patients’ medical records. Among the
microbiological cultures analyzed, the majority presented colonization only in the
armpits and tracheal secretion, being the typically colonized sites. The main colonizing
microorganisms were Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp., and
Acinetobacter spp. Pseudomonas aeruginosa was the main agent found during
infections. The urinary tract infection was the most frequent. In the investigated
cultures, related to both colonization and infection, ciprofloxacin was the antimicrobial
to which bacteria were most resistant. We conclude that P. aeruginosa represents one
of the main species in the colonization of inpatients. Furthermore, the increased
resistance profile for ciprofloxacin and cefepime reinforces the need to improve
adherence to contact precautions and better use of these medications since both have,

until now, an important antipseudomonal activity.

Keywords: Cross Infection. Drug Resistance Bacterial. Risk factors.
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1. INTRODUCTION

Patients who require Intensive Care Unit (ICU) admission are subject to several
invasive procedures. These procedures break the natural barriers to protect the skin
and mucosa by increasing the chance of infections (PIZA; CAMARGO 2016; EC,
2017). These infections are often caused by organisms already resistant to certain
antimicrobials, such as enterobacteria, Acinetobacter baumannii and Pseudomonas
aeruginosa, carbapenem-resistant (WHO, 2017c).

In the United States, each year, one (1) out of every 25 inpatients has an
infection related to hospital care, which increases the number of deaths and health
care costs (ODPHP, 2019). In Brazil, it is no different; healthcare-associated
infections (HAIs) considerably increase costs related to hospital care, in addition to
increasing the length of stay, morbidity, and mortality of patients in health services
(BRASIL, 2017).

The microbial profile in HAls and what is related to colonization varies according
to the type of ICU and knowing this profile can guide the empirical treatment of
infections (BRASIL, 2019; VERSPORTEN et al; 2018). Nevertheless, in Brazil, there
are no general data regarding the microbiological profile of colonization and infection
for Brazilian ICUs, which limits the knowledge on this subject. In 2006, ANVISA started
monitoring the sensitivity profile of priority agents of
primary bloodstream infection (PBSI). However, it was only in 2013 that the first report
with data on the resistance phenotypes of microorganisms responsible for causing
PBSI, in Brazilian ICUs, was published (BRASIL, 2017). According to the World Health
Organization (WHO), there is a worldwide consensus on the need to prevent and
control the spread of antimicrobial- resistant microorganisms (WHO, 2017c).

In addition, a bulletin published by ANVISA highlights the goal achieved, with
increased adherence by Brazilian states, of notifications of PBSI, Pneumonia
Associated with ventilator-associated pneumonia (VAP) and Urinary Tract Infections
(UTI) (BRASIL, 2019). Thus, there is recognition and effort of the Brazilian authorities
regarding the knowledge of the main infections that affect hospitalized patients, as well
as the prevention of HAls (BRASIL, 2017).

In this context, this work aims to describe the main microorganisms and to
evaluate the antimicrobial resistance in clinical samples of patients admitted with
sepsis in an adult ICU.
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2. METHODS

In this retrospective descriptive cohort study, records of patients over 18 years
of age with sepsis, admitted to a public ICU located in the Southeast Region of Brazil,
identified between May 2011 and July 2012, were analyzed.

Information from 19 patients clinically characterized with sepsis was analyzed
(Sepsis-2), according to the recommendations of Levy et al. (2003), which defines
characterizes sepsis as SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome) triggered
by bacterial, viral, fungal, or parasitic infection.

The project was approved by the ethics and research committee of the
Universidade Federal de Vigosa opinion No. 88/2011. To accomplish the study, the
legal guardian of each patient was asked to sign the Informed Consent Form (ICF).

The data source was secondary, collected from the patient's medical records.
The collection included data on the identification of each patient, such as invasive
procedures performed and antimicrobials prescribed throughout the treatment.

The profile of microorganisms found in clinical samples, as well as the
resistance to antimicrobials, was obtained from the results of cultures and antibiograms
made available in the patient's medical records, and the laboratory results of the
hospital in question were considered. More than one culture per patient was

considered and the data were analyzed by Excel 2010 to estimate the proportions.



3. RESULTS

We analyzed 19 medical records of patients who were admitted to the ICU with
sepsis, characterized by letters A to T. Considering the age group, the elderly patients
represented 52.6% of the sample. Regarding the period of hospitalization, it was
verified that the majority, 47.4% of the patients, were hospitalized between 5 and 13

days. Concerning the outcome, 47.4% of the people were discharged and 52.6% died

(Table1).

Table 1 — Characteristics of patients according to age, gender, period of

hospitalization, and conclusion

Patient Characteristics

Age in years
15 - 24 (Youth)

25 - 44 (Young Adult)

45 — 59 (Adult)
60 - 90 (Elderly)

Over 90 (Very Elderly)

2 (10,5%)
2 (10,5%)
3 (15,8%)

10
(52,6%)

2 (10,5%)

Total 19 (100%)
Gender
Male 10
(52,6%)
Female 9 (47,4)
Total 19 (100%)
ICU stay period
< 3 days 6 (31,6%)
5-13 days 9 (47,4%)
= 23 days 21 ’35%)
Total 19 (100%)
Conclusion
Discharged 9 (47,4%)
Death (5218% )
Total 19 (100%)

Source: Survey’s data.
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The most used invasive devices by ICU patients with sepsis were the central
venous catheter, mechanical respirator, and the urinary catheter with respectively
73%, 73%, and 68.4% of use among the patients under study. Parenteral nutrition
(5.2%) and use of hemodialysis catheters (5.2%) were the least used devices among

the patients in this work (Table 2).

Table 2 — Number of invasive devices used in patients

Devices Total*
Parenteral Nutrition 01 (5,2%)
Hemodialysis Catheter 01 (5,2%)
Tracheostomy 02 (10,5%)
Central Venous Pressure 03 (15,8%)

Monitoring
Enteral Nutrition 04 (21,0%)
Surgical Procedure 05 (26,3%)
Peripheral Venous Catheter 08 (42,0%)

13 (

14 (

14 (

Urinary Catheter 68,4%)
73,0%)

73,0%)

Central Venous Catheter

Mechanical Breather

*N= 19 patients for each procedure
Source: Survey’s data.

Still, 37 (100%) antimicrobials belonging to five different classes of
antimicrobials (beta-lactams, nitroimidazoles, quinolones, lincosamides, and
aminoglycosides) were prescribed during the period of hospitalization for the empirical
treatment of infections presented by patients. The beta-lactams class was the most
used, representing 56.8% of the total antimicrobial prescribed. The quinolones and
lincosamides class were the least used, both prescribed for 8.1% of the patients in
treatment (Table 3).
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Table 3 — Frequency of prescribed antimicrobials during the period of hospitalization

Classes Antimicrobials Total
1- Betalactams:
Cephalosporin 4th Generation Cefepime 09
Cephalosporin 3rd Generation Ceftriaxone 07
Penicillin + Inhibitors B-lactamase Piperacillin + Tazobactam 02
Penicillin Oxacillin 02
Carbapenems Imipenem 01
Subtotal 21 (56,8%)
2- Nitroimidazole: Metronidazole 05
Subtotal 05 (13,5%)
3- Quinolone: Ciprofloxacin 02
Levofloxacin 01
Subtotal 03 (8,1%)
4- Lincosamines: Clindamycin 03
Subtotal 03 (8,1%)
5- Aminoglycoside: Amikacin 01
Clarithromycin 03
Vancomycin 01
Subtotal 05 (13,5%)
Total 37 (100%)

Source: Survey’s data.

Regarding the microbiology results per patient, 52.6% of the patients presented

positive microbiology and the following microorganisms were found: Proteus vulgatris,

Klebsiella spp., Acinetobacter spp. Enterobacter spp. Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus spp. Polymicrobial cultures were found in 20.8% of the

patients, that is, more than one microorganism was identified in the analyzed cultures.

Only 5.2% of the patients presented negative culture and for 42% of the patients, no

microbiological cultures were requested (Table 4).
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Table 4 — Microbiology by patient during the treatment period.

Microbial agentes Patients Total
Proteus vulgaris C 1 (5,2%)
Klebsiella spp. D 1(5,2%)
Acinetobacter spp. E 1(5,2%)
Enterobacter spp. J 1(5,2%)
Escherichia coli B, H 2 (10,5%)
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus spp., Proteus sp. A 1 (5,2%)
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp., Acinetobacter spp. G, F 2 (10,5%)
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp., Acinetobacter spp. K 1(5,2%)
Staphylococcus spp.

Negative Culture L 1(5,2%)
Unrealized Cultures I,M,N, O, 8 (42 %)

P,Q,R,S
Total 19 100%

Source: Survey’s data.

Bacterial colonization was confirmed in six patients. Samples taken from the
right and left axilla and tracheal secretion showed a higher number of positive cultures.
In these cultures, P. aeruginosa, Acinetobacter spp. and Enterobacter spp. were found

in a higher proportion. (Table 5).

Table 5 — Microorganism associated to colonization per culture site and per patient.

Local P. Acinetobacter Enterobacter Staphylococcus Proteus Total
aeruginosa spp- spp- Spp. spp-
RA F, G, K E, F F,J - - 7 (26%)
LA - E, F F,G K, J - - 6 (22%)
TS F,G F,G K, J - - - 6 (22%)
CT K - K K - 3 (11%)
SS K - - K - 2 (7%)
WF A - - A A 3 (11%)
Total 8 8 7 3 1 27
(29%) (29%) (25%) (7%) (3,7%) (100%)

Legend: RA: right axilla, LA: Left Axilla, TS: Tracheal Secretion, CT: calcaneus tissue, SS: sacral scar,
FF: wound fragment.
Source: Survey’s data.
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The bacterial infection was confirmed in five patients. The main site of infection
was the urinary tract with a higher number of positive cultures. The microorganism

found in a higher proportion was P. aeruginosa (Table 6).

Table 6 — Microorganism associated with infection per culture site and per patient

Local P. Escherichia Klebsiela Staphylococcus Proteus Total
aeruginosa coli spp. spp. spp.

U K H D C 4 (40%)
VCT K K 2 (20%)
BF K K 2 (20%)
HCT K 1(10%)
AS B 1(10%)
Total 4 (40%) 2 (20%) 1(10%) 2(20%) 1(10%) 10 (100%)

Legend: U: Urine, VCT: Venous Catheter Tip, BF: Bone Fragment, HCT: Hemodialysis Catheter Tip,
AS: Abscess Secretion.
Source: Survey’s data.

It is observed that Acinetobacter spp. and Enterobacter spp. were related only
to colonization and Escherichia coli and Klebsiela spp. only to infection. P. aeruginosa,
Staphylococcus spp. and Proteus spp. were related to colonization and. P. aeruginosa
infection was the most prevalent microorganism related to colonization and infection.
The proportion of antimicrobial resistance was calculated for microorganisms found in
cultures related to colonization and infection (Table 7). Regarding the resistance
presented by the most abundant microorganisms related to colonization, P. aeruginosa
presented 88% of resistance in its cultures to ciprofloxacin and Acinetobacter spp.
presented 100% of its cultures resistant to ceftazidime, cefepime, and ciprofloxacin.
Regarding P. aeruginosa infection, 100% of its crops were resistant to gentamicin,

ciprofloxacin, and levofloxacin.



Table 7 — Microorganism resistance profile related to colonization and infection.

COLLONIZATION INFECTION PROPORTION OF RESISTANCE

PSEU ACIN ENT ESTA PRO PSEU ESCH ESTA | PRO | KLEB Isolated | Resistance Proportion

(n=9) (n=9) (n=28) (n=4) (n=1) (n=4) (n=2) (n=2) (nj1) (n=1) Exposed Found (%)
Amikacin 4 (44%) 0 1(12,5%) X 0 1(25%) 0 X 0 0 35 6 6/35 (16%)
Gentamicin | 5(55%) | 3(33%) | 1(12,5%) | 1(25%) 0 4(100%) 0 0 0 44 14 14/44 (31%)
Ertapenem X X 2 (25%) X 0 X 0 X 0 12 2/12 (16%)
Imipenem 1(1%) | 1 (11%) | 2 (25%) X 0 0 0 X 0 34 4/34 (11%)
Meropenem 0 1(11%) | 1(12,5%) X 0 0 X X X 31 2/31 (6%)
Cefaclor X X X X X X X X 1(100%) 1 1 1/1 (100%)
Cefoxitin X X 4 (50%) X 0 X 0 X 0 12 4 4/12 (33%)
Cefotaxima X 7(77%) X X X X X X X 9 7/9 (77%)
Ceftazidime | 3 (33%) |9 (100%) 0 X 0 0 0 X 0 34 12 12/34 (35%)
Cettriaxone X 7(T7%) | 4 (50%) X 0 X 0 X 1(100%) 24 12 12/24 (50%)
Cefepima 4 (44%) |9 (100%) | 3 (37,5%) X 0 1(25%) 0 X X 33 17 17/33 (51%)
Tazobactam | 1 (11%) X 0 X X X 0 X X 19 1 1/19 (5%)
Ampicillin X 2 (22%) | 5(62,5%) |4 (100%) 1 X 0 2 (100%) 1(100%) 27 15 15/27 (55%)

(100%)

Oxacillin X X X 4 (100%) X X X 1 (50%) X 6 5 5/6 (83%)
Chloramphe X X X 4 (100%) X X X 1 (50%) X 6 5 5/6(83%)
nicol
Clindamycin X X X 4 (100%) X X X 2 (100%) X 6/6(100%)
Erythromyci X X X 4 (100%) X X X 2 (100%) X 6/6 (100%)
n
Almox + X X 5 (62,5%) X 0 X 0 X 0 0 13 5 5/13 (38%)
clavu

Continues.
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Continued table 7.

COLLONIZATION INFECTION PROPORTION OF RESISTANCE

PSEU ACIN ENT ESTA PRO PSEU | ESCH | ESTA |PRO | KLEB Isolated | Resistance Proportion

(n=9) (n=9) (n=28) (n=4) (n=1) (n=4) (n=2) (n=2) (nj1) (n=1) Exposed Found (%)
Ampi +sulb X X 6 (75%) X X X X X 9 6 6/9 (66%)
Piperacillin + 3(33%) | 1(11%) | 1(12,5%) X 0 2 (50%) 0 X X 33 7/33 (21%)
Tazobactam
Aztreonam 3(33%) | 4 (44%) | 1 (12,5%) X 0 2 (50%) 0 X 1(100%) 34 11 11/34 (32%)
Nalidixic acid X X X X X X 1(50%) X 1(100%) 3 2 2/3 (66%)
Ciprofloxacino 8 (88%) |9 (100%) | 7 (87,5%) |4 (100%) 0 4 (100%) 0 1 (50%) 1(100%) 40 34 34/40 (85%)
Levofloxacino 7(77%) | 7(77%) | 5(62,5%) |4 (100%) 0 4 (100%) 0 1 (50%) X 39 28 28/39 (71%)
Norfloxacin X X 2 (25%) X X 1(25%) X X 1(100%) 13 4 4/13 (30%)
Sulfazotrim 5(55%) | 7 (77%) | 5 (62,5%) 0 1(100%) | 3 (75%) 0 0 1(100%) 40 22 22/40 (55%)
Tetracycline 2(22%) | 3(33%) | 2(25%) |4 (100%)|1 (100%)| 2 (50%) 0 1 (50%) X 39 15 15/39 (38%)

PSEU: P. aeruginosa, ACIN: Acinetobacter spp. ENT: Enterobacter spp., ESTA: Staphylococcus spp., ESCH: Escherichia coli, PRO: Proteus spp.., KLEB:
Klebsiella spp. *data not available. X: not tested. Source: Survey’s data.
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4. DISCUSSION

Microbial resistance is related to the ability of microorganisms to use strategies
to avoid the action of antimicrobials (BRASIL, 2007). Considered a serious public
health problem worldwide, it has raised the need to improve their awareness and
understanding, since the inappropriate use of antimicrobials accelerates this process
(BRASIL, 2017; AIRES, 2017). Thus, in this study, the main microorganisms found
were described and the antimicrobial resistance in clinical samples of patients admitted
with sepsis in an adult ICU was evaluated.

P. aeruginosa, Acinetobacter spp. and Enterobacter spp. were the most
prevalent microorganisms related to colonization. Confirming the results presented
here, a previous study, when analyzing the incidence of axillary colonization by
resistant microorganisms involving 837 patients in an ICU, found as colonizing
microorganisms Enterobacter spp., Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus,
and Pseudomonas aeruginosa (ARCANJO; OLIVEIRA, 2017). Another study
demonstrates the presence of Acinetobacter baumannii and P. aeruginosa colonizing
other sites such as nasal mucosa, groin, and perineum of patients in ICU
(DAMACENO, 2014).

Observing the microbiological results related to infection, it is observed that,
despite the limited number of cultures, P. aeruginosa was identified more often. P.
aeruginosa infection draws attention in the study, as the same patient presented
positive cultures for this pathogen in different anatomical sites, which demonstrates its
ability to colonize different sites (CDC, 2016).

On the other hand, four (4) out of ten (10) patients presented positive cultures
(colonization and/or infection) by more than one microorganism. Polymicrobial
infections are not yet fully understood and may compromise the treatment of infections
by the reciprocal, competitive, and cooperative interactions existing in the
communities, which affects tolerance to antibiotics. The interactions formed in these
communities are crucial for the growth and survival of these bacteria and for this
reason, it is common the diversity of species — often found in the same culture (VOS
etal., 2017).

The ICU is a sector where there is a constant need to use different invasive

devices. The use of these devices together with other factors such as the nature of the
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procedure, the environment, the technique and the length of stay of the catheter are
related to the development of infections (SOUSA, 2017), that may end up evolving into
sepsis. As this study shows, 73% of the patients needed to use a central venous
catheter and/or mechanical respirator, reaffirming the indispensable need for
preventive and safe practices to be adhered to by health professionals to avoid HAls
(HOANG, 2018).

Within this context, it is important to highlight that microorganisms such as P.
aeruginosa, can be transmitted through the hands of health professionals or by
contaminated equipment. Thus, the proper hygienization of hands, equipment, and the
environment can substantially reduce the risk of infection (CDC, 2016). In addition, the
workload of the assistance team associated with their physical and mental exhaustion
also contributes to the transmission of microorganisms, either by inadequate invasive
procedures or by less adherence to correct hand hygiene (PIZA; CAMARGO, 2016;
EC, 2017).

According to this same reasoning, a study conducted with 584 healthcare
professionals showed that even in the 21st century adherence to infection control
practices is below standard, and concluded that non-adherence to contact precautions
were the most important factors influencing transmission of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). The study author also highlighted that it is necessary
to understand the reasons for these inconsistent practices adopted by healthcare
professionals that still allow the transmission of pathogens (JUN, 2018).

Other authors mention that few studies consider in more depth and detail the
relationship between hospital infection and the different invasive procedures to which
ICU patients may be exposed (SOUSA, 2017). In one way or another, the question is
alarming, since a higher incidence of HAIs will lead to a greater use of broad-spectrum
antimicrobials (VERSPORTEN et al., 2018) and, consequently, there will be greater
acquired antimicrobial resistance.

Hence, when a treatment is conducted inadequately, the microorganisms that
are capable of developing mechanisms of tolerance will be selected and may be
responsible for subsequent infections. Such infections are important for clinical
practice, since they will already present the capacity to be multidrug-resistant (PIZA;
CAMARGO, 2016).
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Regarding the resistance profile presented by the most prevalent bacteria
(Acinetobacter spp., Enterobacter spp., P. aeruginosa, and Staphylococcus spp.), a
high resistance to ciprofloxacin was found for all of them. Ciprofloxacin is an
antimicrobial of the quinolone class and has an action spectrum for gram-negative
bacilli and good activity against some gram-positive cocci (BRASIL, 2007). It is known
today that the use of this drug is limited due to the rapid development of resistance
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2018).

In addition, other results that stood out were those related to resistance to
carbapenem, antimicrobials of the carbapenem class that are beta-lactams stable to
most beta-lactamases. Of the analyzed cultures, 16% showed resistance to imipenem.
ANVISA, CDC and WHO draws attention and recommend screening for antimicrobial-
resistant gram-negative carbapenem (BRASIL, 2019; CDC, 2016; WHO, 2017b).

Reinforcing what was found, another work, when analyzing the antimicrobial
resistance of 1,239 strains of Staphylococcus aureus and 721 of Pseudomonas
aeruginosa from wound secretion of the surgical site, intra-abdominal, bedsores,
abscesses, drains (1. 042), urine (358), catheter tip (183), blood (155), body fluids (55),
bone fragments (81), respiratory tract secretions (56), tissue (27) and foreign body (3),
found that Pseudomonas aeruginosa isolates showed resistance higher than 40% to
ciprofloxacin, gentamicin and antipseudomonal cephalosporins (KOBAYASHI,
SADOYAMA, and VIEIRA, 2009). The authors also demonstrated that resistance to
ciprofloxacin was associated with an increase in resistance to carbapenems between
59.6% and 60.7% (KOBAYASHI; SADOYAMA; VIEIRA, 2009).

In parallel, concerning the most prevalent bacteria, ANVISA draws attention, in
its bulletins, to the resistances they present. It shows that in the adult ICU the highest
rates of resistance presented by Acinetobacter spp. are for carbapenems,
Enterobacter spp. cephalosporin of 4th generation and carbapenems and P.
aeruginosa carbapenem (BRASIL, 2017).

This reinforce the concern about the limitation of the action of available
antimicrobials. According to the data collected, the most prescribed antimicrobials for
the treatment of infections, regarding the microbiological diagnosis and empirical
therapy, were of the beta-lactam class. Among them, the 3rd and 4th generation
cephalosporins were the most prescribed: ceftriaxone, 3rd generation cephalosporin,

has satisfactory activity against most gram-positive and gram-negative anaerobic
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bacteria, and cefepime, 4th generation cephalosporin, is an antipseudomonal
cephalosporin (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2018).

The results found in this study present a certain similarity to the Global Point
Prevalence Survey profile, a study that included data from 303 hospitals in 53 different
countries. According to Global-PPS, the three main antimicrobials prescribed
worldwide were penicilins with  B-lactamase inhibitors, third-generation
cephalosporins, and fluoroquinolones (VERSPORTEN et al., 2018).

By relating the most prescribed antimicrobials with the resistance profile found
in this work, it is observed that for the most prescribed ceftriaxone and cefepime, the
proportion of microbial resistance was high, with respectively 50% and 51% resistant
cultures to the antibiotics in question. This resistance profile may be related to the
irrational use of antimicrobials in clinical practice, since this is the main factor related
to antimicrobial resistance (MONTEIRO et al., 2020).

The HAIs, once identified, should always be informed through regular
epidemiological notifications by hospitals, since they are considered adverse events
(BRASIL, 2017). To standardize and strengthen the national surveillance systems of
Antimicrobial Resistance (AMR), WHO launched, in 2017, the Global Surveillance
System of Antimicrobial Resistance (GLASS). GLASS encourages countries to collect
and report data based on clinical samples according to the demonstration that this
approach enables better analysis and increases understanding of the impact of AMR
on human health (WHO, 2017a).

In short, it is necessary to pay attention to the colonization of patients at the time
of admission, since patients may already be colonized by resistant microorganisms
(ZAHA et al., 2019), and this may help to define the best therapeutic scheme. In
addition, by identifying and disseminating the most prevalent microorganisms in
biological cultures, it is possible to contribute to the adoption of safer handling
techniques, which may minimize contamination among patients (DEBARBA et al.,
2018).
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5. CONCLUSION

We concluded that Pseudomonas aeruginosa represents one of the main
species in the colonization of hospitalized patients with sepsis. Along with this, the
increased resistance profile for ciprofloxacin and cefepime reinforces the need to
improve adherence to contact precautions and better use of these medications since

both have, until now, important antipseudomonal activity.
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CAPITULO Il - ANALISE DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS DE PACIENTES
COM SEPSE INTERNADOS EM UMA UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA

RESUMO

O objetivo desse estudo foi analisar, ao longo do tempo, parametros bioquimicos e
indicadores de base hematologica — RNL (Razao Neutrdfilo Linfécito), RPL (Razao
Plaqueta Linfocito) e RLM (Raz&o Linfécito Mondcito) — para descrever os principais
0s microrganismos relacionados com a infecgdo dos pacientes com sepse, divididos
em dois grupos: sobreviventes e nao sobreviventes. Trata-se de um estudo
retrospectivo o qual analisou prontuarios de pacientes com sepse durante o periodo
de internacdo em uma UTI de hospital geral, localizada na Zona da Mata de Minas
Gerais. As principais fontes de infec¢cao dos pacientes com sepse foram respiratorias
e abdominais, e o microrganismo mais frequente nas culturas foi a Escherichia coli.
Para a maioria dos pacientes ndao houve desenvolvimento microbiolégico nas
amostras biolégicas. Todos os pacientes realizaram a hemocultura. No entanto, n&o
houve crescimento de nenhum microrganismo nos dois grupos de pacientes. Foram
identificadas diferencas ao longo do tempo entre os pacientes com sepse que
sobreviveram e n&o sobreviveram quanto aos parametros bioquimicos. Os pacientes
com sepse que foram a Obito apresentaram valores de creatinina, ureia, FiO:2
superiores comparado aos sobreviventes desde o inicio da internacdo. Somado a
iss0, 0s pacientes que evoluiram para 6bito apresentaram aumento ao longo do tempo
nas médias de RNL. Esses resultados confirmam achados de outros estudos que

trazem a RNL como marcador prognéstico clinico importante para sepse.

Palavras-chave: Biomarcadores. Progndstico. Sepse.
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1. INTRODUGCAO

A Sepse € uma sindrome “complexa” que pode aumentar o risco de obito
decorrente de uma resposta desregulada do hospedeiro com a infecgéo (SINGER et
al., 2016). E considerada grande problema de salde, pois, apresenta alta taxa de
letalidade e vem trazendo grandes preocupacdes e discussdes em todo o mundo
(NEIRA; HAMACHER; JAPIASSU, 2018).

O estudo Sepsis Prevalence Assessment Database (SPREAD) conduzido pelo
Instituto Latino-Americano de Sepse (ILAS), com o objetivo de avaliar tanto a
prevaléncia como a letalidade por sepse grave e choque séptico, concluiu que a
prevaléncia de sepse € de 30% nas UTls brasileiras, com letalidade de até 55%
(MACHADO et al., 2017).

Principal causa de morte tardia, a sepse é responsavel por altos custos tanto
no setor publico, quanto no privado (NEIRA; HAMACHER; JAPIASSU, 2018). Sua
incidéncia e letalidade no Brasil vem aumentando, o que leva a necessidade de
estabelecer agbes que visem prevencédo, diagnostico precoce e o tratamento
adequado (MACHADO et al., 2017).

A interacao entre microrganismos infectante e o hospedeiro culmina alteragdes
relacionadas a imunidade, inflamacgédo e coagulacdo (SIQUEIRA-BATISTA, 2011),
levando a expressao de moléculas de adesao e ativacdo plaquetaria que liberam
fatores com atividade pré-coagulantes e pré-inflamatérias (SILVA, ASSUNCAO e
BACKER, 2016).

Nesse sentido ha grande esforco de diversos pesquisadores para entender os
papéis exercidos pelas plaquetas, mondcitos e suas interagées na patogénese da
sepse. O que se sabe € que as plaquetas ativadas se ligam aos mondcitos
predominantemente via P-selectina e, subsequentemente, desencadeiam vias de
sinalizagao para alterar o fenétipo dos mondcitos. No entanto, os papéis exatos
desses agregados na sepse ainda nao estdo totalmente conhecidos (GUANG et al;
2021).

Somado a isso diversos parametros bioquimicos sao avaliados quanto sua
fungcdo prognéstica ou diagndstica para sepse, e apesar dos marcadores -
procalcitonina e a proteina C reativa (IAPICHINO et al., 2010; RATZINGER et al.,

2013; RYU et al., 2015) serem muito estudados. Até hoje ndo foram incorporados
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como critério clinico para sepse por serem consideradas inespecificos para
diagnosticar com precisdao a sepse (SINGER, 2019). Assim, outros parametros
bioquimicos sdo explorados como a relacdo neutrdéfilo/linfécitos (RNL),
plaquetas/linfécitos (RPL) e linfocitos/mondcitos (RLM) (QU et al., 2020; ONDER;
COBAN; ADANIR, 2021).

Nesse sentido o objetivo deste estudo foi comparar, ao longo do tempo, os
parametros bioquimicos e as relagbes entre neutrdfilo/linfécitos  (RNL),
plaquetas/linfocitos (RPL) e linfécitos/mondcitos (RLM) de pacientes de uma UTI, que
apresentaram sepse, divididos em dois grupos: os que sobreviveram e 0s que nao

sobreviveram.
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2. METODOS

2.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo retrospectivo e observacional dos casos de sepse
admitidos em UTI de hospital geral, localizada na Zona da Mata de Minas Gerais. A
coleta de dados aconteceu no periodo de outubro de 2011 a julho de 2012.

O projeto de pesquisa foi submetido a analise e aprovagao (N°088/2011) por
parte do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) com seres humanos da Universidade
Federal de Vigosa (UFV) (Anexo 1).

Para a realizagdo do estudo foi solicitada a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) do responsavel legal de cada paciente.
Foram excluidos individuos menores de 18 anos, aqueles que permaneceram menos
de 24 horas na UTI, gestantes e pacientes para os quais ndo houve concordancia para
participagdo no estudo. Nesse periodo o critério clinico para o diagnostico de sepse
utilizado foi o publicado pelo consenso de 2003, Sepsis-2.

Em 2019, dando prosseguimento a pesquisa, esses pacientes foram
reclassificados de acordo com Sepsis-3 (SINGER et al., 2016), foram excluidos os
pacientes para os quais nao tinham todas as informacbes desejadas. Assim, 07
pacientes com disfungdo organica, caracterizado com um score SOFA de 2 pontos ou

mais, foram incluidos nesse estudo (SINGER et al., 2016).

2.2 COLETA DOS DADOS CLINICOS

Os dados clinicos foram coletados a partir dos dados presentes nos prontuarios
dos pacientes, em questionario proprio. As variaveis estudadas incluiram idade, sexo,
fonte de infecgao e microrganismos identificados por amostra. Os dados referentes
aos exames laboratoriais, os quais foram realizados conforme a rotina do laboratério
de referéncia do hospital, também foram retirados dos prontuarios. Foram incluidos
os niveis de leucdcitos, plaquetas, creatinina, ureia, hemacias, hemoglobina,
hematdcrito, volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média,
concentragao corpuscular média, parametros da gasometria arterial como valores de

pH, FiO2 (fragdo inspirada de oxigénio), pressao parcial de CO2, pressao parcial de
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oxigénio, relagao PaO2/FiOz2, bicarbonato e a Relagdo Neutréfilo-Linfocito, Relagao
Plaqueta-Linfécito, Relagédo Linfocito-Mondcito. Os pacientes foram acompanhados
até o desfecho.

Para as razdes neutrofilos/linfocitos, plaqueta/linfocitos, linfocitos/mondcitos e
plaqueta/mondcitos, considerou-se os valores absolutos obtidos do hemograma do
paciente. Os valores de neutrdéfilos corresponderam a soma de neutréfilos bastonetes
com os neutrofilos segmentados.

Foram realizadas comparagdes entre sobreviventes (S) e ndo sobreviventes
(NS) ao longo do tempo, em trés estagios: T1, T2 e T3. T1 refere ao primeiro dia de
internacdo na UTI, T2 corresponde aproximadamente a metade do periodo de
internagéo e T3 € o ultimo dia de internacdo na UTI, antes do desfecho alta ou ébito.
Para cada paciente o intervalo de dias entre os dados apresentados foi diferente

conforme o quadro 5.

Quadro 5 — Periodo de internagao dos participantes do estudo.

Paciente T T2 T3 Desfecho
Dia de Internacdo na UTI
Paciente 1 Dia 01 Dia 05 Dia 12 S
Paciente 2 Dia 01 Dia 02 Dia 04 S
Paciente 3 Dia 01 Dia 02 Dia 03 S
Paciente 4 Dia 01 Dia 13 Dia 29 NS
Paciente 5 Dia 01 Dia 02 Dia 05 NS
Paciente 6 Dia 01 Dia 23 Dia 46 NS
Paciente 7 Dia 01 Dia 19 Dia 36 NS

Legenda: S: sobrevivente; NS: ndo sobrevivente. Fonte: Dados da pesquisa.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk.
Os resultados para os parametros bioquimicos foram submetidos a two-way ANOVA
(p<0,05) para comparar entre os tipos de pacientes, sobreviventes (S) e néao
sobreviventes (NS). Foi realizado o teste de Tukey, para avaliar as diferengas ao longo
do tempo (T1, T2 e T3). As andlises foram feitas através do software estatistico
GraphPad Prism 7.0.
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3. RESULTADOS
A maioria dos pacientes deste estudo foram do sexo feminino (5). As principais
fontes de infecgdes foram pulmao e abdémen, e apenas 01 paciente apresentou mais

de uma fonte de infecgao (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas gerais dos pacientes.

Sobreviventes Nao sobreviventes Total
(n=3) (n=4) (n=7)
Idade 50 £20 6610
Sexo
Masculino 1 1 2 (28%)
Feminino 2 3 5 (71%)
Fonte de Infeccao
Pulméo 1 1 2 (28%)
Urinario - 1 1 (14%)
Abdominal 1 1 2 (28%)
Pele 1 - 1 (14%)
Pulméao e Cirurgico - 1 1 (14%)

Fonte: Dados da pesquisa.

Quanto a identificagédo dos microrganismos por local de cultura realizados nos
pacientes com sepse deste estudo (Tabela 2), a Escherichia coli foi o microrganismo
mais presente. Para 04 (58%) pacientes nao foi identificado nenhum microrganismo
relacionado com a infecgdo. E apesar das hemoculturas terem sido realizadas,

nenhuma apresentou desenvolvimento de microrganismos.

Tabela 2 — Microrganismos identificados por local de cultura.

Amostras N° Pacientes (%) Microrganismo
Urina 1 (14%) Escherichia coli
Secregao de abscesso 1 (14%) Escherichia coli
Cateter (Central, 1 (14%) Pseudomonas
Hemodialise) aeruginosa

Staphylococcus aureus
Cultura negativa 4 (58%) -

Hemocultura negativa 7 (100%) -

Legenda: N°= 07 pacientes. Fonte: Dados da pesquisa.
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Na figura 1 sdo mostrados os graficos referentes as médias obtidas dos valores
de leucdcitos, plaquetas, ureia e creatinina para os 03 pacientes que sobreviveram (S)
e para os 04 pacientes que nao sobreviveram (NS). Os valores de creatinina foram
maiores estatisticamente no grupo dos NS comparado ao S (p=0.0020), e n&o foram
identificadas diferencas ao longo do tempo. Para os S houve redugéo ao longo do
tempo nas médias de creatinina, apresentando diferencga estatistica do T1 para T2 e
T3. Os valores de ureia apresentado pelo grupo NS foram estatisticamente maiores
comparado aos S (p=0.0193), os quais sofreram redugédo ao longo do tempo. Os

valores de leucdcitos e plaquetas nao diferiram entre os grupos.
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Figura 1 — Exames Bioquimicos.

Legenda: A: Leucdcitos (10%uL); B: Plaquetas (10%uL); C: Creatinina (mg/dL); D: Ureia (mg/dL), de
pacientes que sobreviveram (S) e ndo sobreviveram (NS) ao longo do tempo (T1, T2 e T3) *a, b, c, d
letras diferentes nas colunas denotam diferenca estatistica entre os grupos, sendo p<0,05.

Fonte: Dados da pesquisa.

Nao foi observada diferengca estatistica para os parametros sanguineos
analisados, como as hemacias, hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio,
hemoglobina corpuscular média e concentracdo de hemoglobina corpuscular média

entre os grupos S e NS e entre os tempos (Figura 2).
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Figura 2 — Parametros do Hemograma.

Legenda: A: Hemacias (10%/uL); B: Hemoglobina (gr/dL); C: Hematdcrito (%); D: Volume Corpuscular
Médio (fL); E: Hemoglobina Corpuscular Média (pg); F: Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular
Média (%), de pacientes que sobreviveram (S) e ndo sobreviveram (NS) ao longo do tempo (T1, T2 e
T3) Letras diferentes nas colunas denotam diferenca estatistica entre os grupos, sendo p<0,05.

Fonte: Dados da pesquisa.

Com relagdo aos dados obtidos da gasometria arterial (Figura 3), pode-se
observar que para a fragao inspirada de oxigénio (FiO2) houve diferenga estatistica
entre S e NS (p=0.0376). Os NS apresentaram médias superiores de FiO2 comparado

aos S, as quais foram mantidas entre os tempos.
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Para a presséao parcial de oxigénio (PaOz2) houve diferenca estatistica entre os
grupos S e NS (p=0.0056). Os pacientes do grupo NS apresentaram valores
superiores de PaO2 nos tempos T1 e T2, comparado aos pacientes do grupo S. Os
valores de pH e presséo parcial de CO2 nao diferiram entre os grupos, conforme

apresentado na figura 3.
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Figura 3 — Parametros da Gasometria Arterial.

Legenda: A: pH; B: FiO2 (Fragéo Inspirada de Oxigénio); C: Press&o Parcial de CO2 (mmHg); D:
Presséo Parcial de Oxigénio (mmHg); E: Relacdo PaO2/FiOz; F: Bicarbonato (mm/L), de pacientes que
sobreviveram (S) e ndo sobreviveram (NS) ao longo do tempo (T1, T2 e T3) *a, b letras diferentes nas
colunas denotam diferenga estatistica entre os grupos, sendo p<0,05.

Fonte: Dados da pesquisa.
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A figura 4 apresenta os parametros de resposta inflamatéria. Houve diferencga
estatistica para valores da Relagdo Neutrofilo-Linfécito (RNL) e Relagao Plaqueta-
Linfocito (RPL), ja a Relag&o Linfocito-Monaocito (RLM) e o bicarbonato nao diferiram
entre os grupos.

A RNL apresentou diferenga entre os grupos S e NS (p=0.0175). No grupo S
houve reducao significativa dos valores de RNL ao longo do tempo. A reducéao
apresentada no T3 foi diferente estatisticamente do T1 e T2. No grupo NS houve
aumento significativo dos valores ao longo do tempo, valores apresentados no T1
apresentaram diferenca estatistica do T2, o qual, por sua vez, também apresentou
diferenga estatistica do T3. A RPL apresentou diferenga significativa entre os grupos
S e NS (p=0.0329). No entanto, no grupo dos NS os valores de RPL iniciaram
inferiores aos valores apresentados pelo grupo S no T1, seguido de um aumento

significativo no T2, e de uma reducéo significativa no T3.

o)

Relagdo Neutrofilo-Linfocito

300 B.

Relagdo Plaquetas-Linfocito

Relagdo Linfécito-Monocitos

04

Figura 4 — Marcadores Inflamatdrios.

Legenda: A: Relacao Neutrofilo-Linfécito; B: Relagédo Plaqueta-Linfécito; C: Relagéo Linfocito-Mondcito,
de pacientes que sobreviveram (S) e ndo sobreviveram (NS) ao longo do tempo (T1, T2 e T3) *a, b, ¢,
d letras diferentes nas colunas denotam diferencga estatistica entre os grupos, sendo p< 0,05.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Os resultados expostos acima mostram que ha diferengcas quanto aos
parametros bioquimicos- ureia, creatinina, FiO2 e pressédo parcial de oxigénio. Do
mesmo modo, para a RNL e RPL ao longo do tempo entre os sobreviventes e ndo
sobreviventes. Nao foram observadas diferengas entre os grupos e ao longo do tempo
quanto aos parametros bioquimicos leucocitos, plaquetas, hemacias, hemoglobina,
hematdcrito, volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média,
concentracdo de hemoglobina corpuscular média, pH, pressdo parcial de COzg,

pressao parcial de oxigénio, PAO2/FiO2 e bicarbonato, assim como para a RLM.
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4. DISCUSSAO

Neste trabalho foram analisados os parametros bioquimicos e as RNL, RPL e
RLM ao longo do tempo, e descritos os principais microrganismos relacionados a
infeccdo de pacientes com sepse que sobreviveram e ndo sobreviveram durante o
periodo de internagdo em uma UTI.

As principais fontes de infecgdo dos pacientes com sepse foram o sistema
respiratorio e o abdominal, e o microrganismo mais frequente nas culturas foi a
Escherichia coli. Para a maioria dos pacientes n&o houve isolamento de
microrganismos nas amostras biologicas. Todos os pacientes realizaram a
hemocultura, no entanto, ndo houve crescimento de nenhum microrganismo nos dois
grupos (sobrevivente e n&o sobrevivente).

A “Surviving Sepsis Campaing” (SSC) de 2018 recomenda a realizagcdo de
culturas sanguineas para manejo da sepse (LEVY et al., 2018). Contudo, sabe-se que
em pelo menos 50% dos pacientes com sepse as culturas sanguineas sdo negativas
(PROST et al., 2013).

Corroborando, uma pesquisa realizada nos EUA observou que a maioria dos
casos de sepse apresentavam “septicemia nao especificada” (PAOLI et al., 2018),
resultado semelhante ao identificado por Sinha et al. (2021), os quais identificaram
cultura negativa para isolados bacterianos em 70% de um total de 300 amostras de
sangue.

Além das hemoculturas, outras culturas microbiolégicas consideradas fontes
potenciais de infeccdo devem ser definidas para pacientes com suspeita de infecgao,
as quais podem incluir: culturas do liquido cefalorraquidiano, urina, feridas, secrecoes
respiratorias e outros fluidos corporais (RHODES et al., 2017), como realizado no
presente estudo.

No entanto, na Etidpia, para a maioria dos pacientes com suspeita de infeccéao
nao foram realizadas nenhuma cultura para identificagdo do microrganismo, e em
apenas 10,5% dos pacientes o diagnostico microbiolégico foi associado a sepse
(MULATU et al., 2021).

As principais fontes de infecgao identificadas neste estudo foram pulmao e
abdémen, e o microrganismo mais frequentemente identificado nas culturas foi a

Escherichia coli. Corroborando outros resultados trazem que as fontes frequentes de


https://link.springer.com/article/10.1007/s11306-020-01658-2#ref-CR10
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sepse estao relacionadas com as infecgdes do sistema respiratorio (KAUSHIK et al.,
2018; MULATU et al., 2021; MESTANZA et al., 2018) no entanto, diferente deste
trabalho, o abdémen esteve em terceiro lugar como fonte de infeccdo no estudo de
Mulatu et al. (2021).

Ha semelhancgas entres os dados publicados com os aqui descrito em relagao
a etiologia da sepse. A Escherichia coli também foi identificada como microrganismo
com maior numero de culturas positivas, relacionados a sepse em outros trabalhos
(MESTANZA et al., 2018, PAOLI et al., 2018).

Diferente dos resultados aqui apresentados, a Klebsiella spp. foi o
microrganismo mais frequentemente relacionado com a etiologia bacteriana de
infeccdes da corrente sanguinea em 300 pacientes com sepse na india (SINHA et al.,
2021).

O que se observa nos resultados de diferentes estudos € que ndo ha um
consenso quanto ao perfil microbiolégico das culturas relacionadas a sepse. Alguns
trazem que os Gram-negativos (KANTE et al., 2014; SAHOO et al., 2016; WAITT et
al., 2015) estiveram relacionadas a infec¢do, e outros fazem referéncia aos Gram-
positivos, como o relatério do SepNet Critical Care Trials Group (2016), e o de Lwuafor
et al. (2016).

O perfil dos microrganismos identificados em uma UTI neonatal no Egito,
mostrou que as variagdes sazonais tiveram efeitos sobre os isolados bacterianos
identificados em hemoculturas. Os autores observaram alta proporcao de infeccao
neonatal por microrganismos Gram-negativos, como Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli no inverno, e Enterobacter spp. no verao (MAWLA et al., 2021).

Por causa das limitagbes quanto a utilizagdo das culturas microbiolégicas para
o diagnéstico de sepse, ha diferentes pesquisas que buscam encontrar novos
marcadores que possam otimizar o diagnostico da sepse (KAUSHIK et al., 2018).
Nesse sentido, outros resultados laboratoriais disponiveis no hemograma, como a
relagcdo neutrdfilos-linfécitos (RNL), linfocito-mondcito (RLM), plaqueta-mondcito
(RPM) e plaquetas-linfécitos (RPL) estdo sendo explorados como marcadores de
inflamagéao de varias doengas, incluindo a sepse (DURMUS et al., 2015; JAGER et al.,
2012; KAUSHIK et al., 2018; ONDER; COBAN; ADANIR, 2021; QU et al., 2020;
SUPPIAH et al., 2013).

Este estudo identificou que houve diferenca estatistica para RNL, RPL entre os
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grupos de pacientes S e NS. Pacientes que foram a ébito tiveram médias de RNL
superiores aos pacientes que receberam alta. Tais achados corroboram com uma
meta-analise recente que mostrou que a RNL pode ser um biomarcador prognostico
util de pacientes com sepse, e que valores mais elevados de RNL podem indicar
progndsticos desfavoraveis nesses pacientes (HUANG et al., 2020).

Niveis aumentados de RNL foram independentemente associados com
prognostico clinico desfavoravel em pacientes com sepse (LIU et al., 2016). Outros
resultados sugeriram que o RNL parece ter papel promissor como marcador
diagndstico e progndstico na sepse, uma vez que foram observados niveis elevados
de RNL na fase inicial da sepse e, portanto, uteis para fazer um diagnostico (KAUSHIK
et al., 2018).

Lee et al. (2018) encontraram para pessoas saudaveis um valor de RNL de 1,65
e Farkas (2020) cita que a RNL menor que 3 deve ser considerada como um valor
normal, de forma que pacientes com sepse apresentariam um RNL acima de 3. Assim,
um RNL maior que 10 pode ser considerado como elevado e sugere a presencga de
estresse fisiologico sistémico grave, que pode ser causado por choque séptico ou
outra doencga critica (FARKAS, 2020). Ao analisar os resultados encontrados neste
estudo, observa-se que a média dos RNL foram diminuindo no grupo que sobreviveu,
chegando préximo de 3, e foram aumentando ao longo do tempo no grupo que nao
sobreviveu, apresentando médias acima de 10.

Martins et al., (2019) sugerem que a RNL, juntamente em combinagédo com
outros parametros pode ser um marcador importante na detecgédo precoce de sepse
em terapia intensiva. Ja Gurol et al., (2015) identificaram utilizando a procalcitonina
como referéncia para bacteremia e sepse, que a RNL tem maior sensibilidade do que
a proteina C reativa (PCR) e a contagem de leucdcitos. Estes resultados sinalizam a
importancia de uma melhor investigagcao quanto aos valores da RNL. Nesse sentido,
pesquisadores sugeriram os seguintes intervalos de RNL para classificar a infecgao:
infecgcao local RNL de 5 a 10; infeccao sistémica RNL de 10 a 13; sepse RNL de 13 a
15; e para choque séptico, pelo menos 15 (GUROL et al., 2015).

Além da RNL, a RPL tem sido considerada um instrumento valioso para
predizer letalidade em pacientes com sepse (ORAK et al., 2018; PAEZ et al., 2019).
Um valor de RPL maior de 200 foi significativamente associado com mortalidade, em

um estudo de coorte retrospectivo (SHEN et al., 2019). Rizal et al. (2020) relataram
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um ponto de corte de RPL acima de 272,22 como preditor de mortalidade por sepse
de 28 dias, e George et al. (2021) identificaram que a sepse foi mais perigosa em
pacientes que tiveram a RPL maior que 200. Segundo os autores, a RPL pode ser um
preditor confidvel de letalidade em pacientes com sepse, e um parédmetro
relativamente econdémico e facilmente disponivel, em comparagdo com os outros
biomarcadores (GEORGE et al., 2021; RIZAL et al., 2020). Neste estudo, no entanto,
os pacientes do grupo NS apresentaram médias menores, em comparagédo aos do
grupo S.

Outros estudos mostraram resultados positivos com paradmetros diferentes,
como RLM, distinguindo-se do encontrado neste trabalho, uma vez que n&o houve
diferenga estatistica entre os grupos que sobreviveram e ndo sobreviveram. Hu et al.
(2020), ao avaliarem a relacdo linfocito-mondcito (RLM) com os desfechos de
internacdo de pacientes sépticos em UTI, encontraram que um valor RLM mais
baixo € independentemente preditivo de mau prognostico em pacientes
sépticos. Portanto, o RLM pode facilitar a estratificagdo do progndstico em pacientes
sépticos (HU et al., 2020).

Os valores de creatinina e ureia foram estatisticamente superiores no grupo de
pacientes que n&o sobreviveram no presente estudo, desde o inicio da internagao na
UTI e ao longo do tempo.

Em 340 pacientes, divididos entre sobreviventes e n&o sobreviventes, os niveis
de creatinina sérica e débito urinario no primeiro dia de internagao foram preditores
uteis para letalidade em 28 dias, nos pacientes com sepse que necessitaram de
terapia renal substitutiva continua (CHO et al., 2018).

Imam et al., (2017) demonstraram, ainda, que a insuficiéncia renal aguda esta
altamente associada com a letalidade em pacientes sépticos em uma UTI. Associado
a isso, em pacientes com sepse, a letalidade para aqueles que possuem complicagdes
de insuficiéncia renal aguda (IRA) s&o significativamente maiores comparados a
pacientes sem IRA (HSU, 2019). Sepse foi o principal fator associado com a lesao
renal aguda (75%) em pacientes internados em UTI e que, para esses pacientes,
foram verificados os piores desfechos, com 38% de letalidade em comparacao a leséo
renal ndo séptica (PINHEIRO et al., 2019).

A IRA é uma sindrome onde ocorre a deterioragdo e persistente da funcao

renal. A creatinina € o exame mais usado para avaliar e acompanhar a funcao renal.
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Entretanto, seus niveis sao elevados apenas quando a filtracdo glomerular se
encontra abaixo de 50% (TITAN, 2013). Assim, é necessario e importante o
desenvolvimento de ferramentas capazes de identificar precocemente essa sindrome,
principalmente em pacientes com sepse.

Os valores de FiO2 e PaO2 foram estatisticamente diferentes entre os grupos.
Esses parametros merecem ateng¢ao, uma vez que o escore SOFA utiliza a relagao
entre a PaO2/FiO2 como componente de avaliagdo da disfungao respiratoria (SINGER
et al., 2016). No entanto, observou-se que os valores de PaO2 no T1 e T2 foram
maiores estatisticamente no grupo NS comparado ao S. No T3 os valores de PaO:
dos dois grupos foram semelhantes estatisticamente.

Pb&de-se concluir que, para o grupo de individuos deste estudo, os valores de
creatinina, ureia e FiO2 apresentaram elevados desde o inicio da internacéo para os
pacientes que evoluiram para o obito. A RNL despertou atengao especial, uma vez
que, para os pacientes que faleceram, a relagdo aumentou ao longo do tempo,
diferente dos pacientes que sobreviveram, que mostraram redug¢do ao longo do
tempo. Esses resultados confirmam achados de outros estudos, que trazem a RNL

como marcador de prognostico clinico importante para sepse.
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5. CONCLUSAO

Alteragdes ao longo do tempo foi confirmado para a RNL. Os pacientes com
sepse que foram a oObito apresentaram uma elevagdo de RNL ao longo do tempo,
confirmando o potencial desse marcador no progndstico da sepse.

Verificou para os parametros bioquimicos ureia, creatinina, FiO2 valores
maiores desde o inicio do periodo de internagcdo para os pacientes que nao
sobreviveram. Concluindo que paréametros bioquimicos ja disponiveis em resultados
laboratoriais devem ser explorados como candidatos ao diagndstico ou progndstico
para sepse.

Algumas limitagdes foram identificadas. Primeiro, o pequeno numero de
pessoas com sepse acompanhadas; segundo o fato de nado ter sido realizada
comparagdes com outros grupos, como pessoas saudaveis ou individuos com
infeccdo sem disfungdo. Assim, estudos com maior numero de individuos sao

necessarios para que sejam feitas melhores inferéncias.
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CAPITULO Il — ANALISES PROTEOMICAS DO SORO DE PACIENTES COM
SEPSE INTERNADOS EM UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA: DIFERENCAS
ENTRE SOBREVIVENTES E NAO SOBREVIVENTES

RESUMO

O objetivo desse estudo foi identificar as altera¢gées na quantidade e na abundéancia
de spots de proteinas do soro sanguineo de pacientes com sepse, com base no
padrao de tempo e desfecho da doenga. Foram realizadas analises protedbmicas do
soro sanguineo ao longo do tempo para pacientes com sepse, internados em uma
Unidade de Terapia Intensiva, que sobreviveram ou que foram a ébito. Como controle,
foi utilizado um gel de um individuo sem infecgao. Os géis analisados apresentaram,
em média, 120, 113 e 127 spots de proteinas bem definidos e detectaveis
estatisticamente para o controle, alta e 6bito, respectivamente. O maior numero de
spots, com abundancia de proteinas estatisticamente distinta, coube ao contraste
entre os tratamentos Alta versus Obito. Dos 24 spots de proteinas identificados com
diferenga significativa, 17 foram exclusivos de Alta e 7 foram comuns a ambos os
tratamentos. A analise entre os tempos (T1xT2 e T2xT3) de internagéo revelou muitos
spots de proteinas diferencialmente abundantes. Para pacientes com desfecho de
Alta, 43 proteinas apresentaram diferenca estatistica entre os tempos de internacgao,
sendo 18 delas variando na primeira metade da evolugao clinica (T1xT2) e 25
proteinas com abundancia diferencial na segunda metade do tempo de internagao
(T2xT3). Para os pacientes que evoluiram para 6bito, houve numero maior de
proteinas alteradas ao longo do tempo. Os géis mostraram 68 proteinas com diferencga
significativa, das quais 26 corresponderam a primeira metade do tempo de internacao
(T1xT2) e 42 correspondentes com as alteragbes do proteoma na segunda metade do
tempo de internagdo (T2xT3). Este estudo indica que algumas proteinas parecem
sinalizar seu aparecimento no desenvolvimento da doenga ao longo do tempo. Isso
mostra a extrema importancia de caracterizar algumas proteinas para verificar se
existem as diferengas que estao relacionadas, que levaram os pacientes ao 6bito ou

a sobrevida.

Palavras-chave: Sepse. Spots de Proteinas. Tempo de Internacao.
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1. INTRODUGCAO

Antes de 1992, a terminologia que definia a resposta sistémica a infecgéo era
amplamente variada e imprecisa. Para padronizar a nomenclatura, uma conferéncia
de consenso (BONE et al., 1992) definiu sepse como uma complicagdo grave de
infeccbes bacterianas, fungicas ou virais, apresentando disfungdes bioquimicas,
causada por resposta inflamatoria desregulada e sistémica do hospedeiro a infecgéo,
com elevado risco de morte (KIM; CHOI, 2020; SINGER et al., 2016). Essa atencéo
especial foi necessaria devido ao fato de o choque séptico ser uma das principais
causas de morte em hospitais (BLANCO et al., 2008; GAIESKI et al., 2013; PADKIN
et al., 2003), chegando a representar mais da metade dos 6bitos, mesmo em paises
desenvolvidos (KOMOROWSKI et al., 2018; SWEENEY et al., 2018; ZHENG et al.,
2021).

Um fator limitante para a sobrevida de pacientes sépticos € o diagndstico tardio.
Na tentativa de padronizar um diagnéstico clinico eficiente, o escore SOFA
(Sequential Organ Failure Assessment) foi criado para avaliar a disfungdo organica
em critérios de sepse (Quadro 6). Contudo, esse critério apresenta limitagdes no
reconhecimento prematuro dos sinais infecciosos potencialmente fatais (LOPES
FERREIRA et al., 2001; SINGER et al., 2016).

Quadro 6 — Definigbes de sepse e caracteristicas de identificagao.

Sepse Choque séptico

O choque séptico € um subconjunto da
sepse em que as anormalidades
subjacentes do metabolismo circulatério e
celular sdo profundas o suficiente para
aumentar substancialmente a mortalidade.
Pacientes com choque séptico podem ser
A disfungdo organica pode ser identificados com um construto clinico de
identificada como alteracdo aguda sepse, com hipotensdo persistente que
no escore SOFA total maior ou igual requer vasopressores e com nivel de lactato
a 2 pontos, consequente a infeccdo. sérico maior que 2 mM, apesar da

ressuscitacdo com volume adequado.
Fonte: Elaborado pela autora (2021), adaptado de Singer et al. (2016).

Sepse € uma disfungdo organica
com risco de Obito, causada por uma
resposta desregulada do hospedeiro
a infecgao.
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Nos ultimos anos, os estudos pré-clinicos da sepse mudaram o foco da terapia
clinica para as interagdes patdgeno-hospedeiro sob uma abordagem bioquimica
(CONWAY-MORRIS et al., 2018; KIM; CHOI, 2020; VAN DER POLL; OPAL, 2008).
Entretanto, os mecanismos fisiopatoldgicos e moleculares ainda s&o incompreendidos
(ZHANG et al., 2021). Como o diagnédstico da sindrome séptica € complexo,
principalmente no inicio da doenga, a cultura microbiologica ainda € considerada o
"padrao ouro" (MOVAHEDIAN et al., 2006).

No entanto, os métodos tradicionais de cultura s&o demorados, levando ao
atraso no diagnostico microbiano preciso. Além disso, ha risco de resultados falso-
negativos devido ao uso anterior de antibidticos (MANCINI et al., 2010). Atualmente,
o tratamento de primeira linha inclui antimicrobiano padronizado - geralmente
antibidticos de amplo espectro -, voltado para patégenos comuns que causam sepse
(RHODES et al., 2017). No entanto, patdgenos que nao respondem a antibiéticos,
como fungos e virus, também podem causar sepse.

Para além do agente etioldgico, a heterogeneidade do paciente € dos maiores
desafios na sepse (COHEN, 2002; CORTES-PUCH; HARTOG, 2016; OPAL et al.,
2005). Ou seja, um dos pontos chave na evolugao do quadro séptico € como o sistema
imune do paciente sera modulado para debelar a infecgédo. Por isso, a descoberta de
uma alteragado molecular patognomoénica é o foco de diversos estudos que visam um
diagndstico antes da evolugdo da doencga. Nesse sentido, compreende-se que 0
diagndstico precoce seja crucial e desafiador, uma vez que o manejo da sepse é
altamente sensivel ao tempo (FERRER et al., 2014; KUMAR et al., 2006; RHODES et
al., 2017; VAN DER POLL et al., 2017).

Diante disso, o desenvolvimento de biomarcadores pode ajudar a prever o
diagndstico e o progndstico da sepse (ATKINSON et al., 2001). Marcadores biolégicos
(biomarcadores) foram definidos por Hulka e Wilcosky (1988) como alteragdes
celulares ou bioquimicas que sdo mensuraveis em meios bioldgicos, como tecidos,
células ou fluidos humanos. Recentemente, a definicdo foi ampliada para incluir
caracteristicas bioldgicas que podem ser objetivamente medidas e avaliadas como
um indicador de processos bioldégicos normais, patogénicos ou de respostas
farmacoldgicas a uma intervengao terapéutica (NAYLOR, 2003).

Na pratica, os biomarcadores incluem ferramentas e tecnologias que podem

ajudar na compreensao da previsao, causa, diagndstico, progressao, regressao ou
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resultado do tratamento da doenca. Eles foram avaliados para varias aplicagdes em
pacientes com sepse, incluindo diagndstico de infecgéo, progndstico e orientagao
terapéutica. Os biomarcadores de sepse podem fornecer informacgdes além do que
esta disponivel, usando outras métricas, de forma a auxiliar na tomada de deciséo
clinica e melhorar o gerenciamento do paciente (FENG et al., 2021; MANETTI et al.,
2021).

Dentre os alvos pesquisados, as citocinas pro-inflamatérias podem ser
biomarcadores sensiveis para avaliar a gravidade e mortalidade da doenga (BOZZA
et al., 2007; MERA et al., 2011; PUNYADEERA et al., 2010). Predominantemente, a
sepse é reconhecida como condi¢ao inflamatdéria aguda mediada pela ativacdo do
sistema imunoldgico inato, desencadeada pela infec¢do. Biomarcadores inflamatorios
derivados do hospedeiro tém sido propostos para auxiliar no diagnostico da sepse
(REYES et al., 2020), discriminando entre causas infecciosas e nao infecciosas de
inflamacao sistémica em pacientes criticamente enfermos (MARSHALL; REINHART,
2009; ZUPANCIC et al., 2021). Além disso, os biomarcadores inflamatérios podem
representar uma ferramenta diagndstica complementar para caracterizar os principais
agentes etioldgicos, incluindo origem bacteriana, fungica ou viral em pacientes com
sepse (FRANEKOVA et al., 2021; WONG et al., 2021).

Pierrakos et al., (2020) ao revisar os principais estudos sobre biomarcardor em
sepse, observou uma diversidade consideravel nos métodos usados pelos
pesquisadores. A maioria dos biomarcadores foi proposta como sendo util para o
diagndstico de sepse simplesmente porque eles aumentaram ou diminuiram em maior
extensao em pacientes seépticos, do que em pacientes ndo seépticos ou individuos
saudaveis. Muitos estudos avaliaram a sensibilidade e a especificidade do
biomarcador para o diagndstico de sepse, mas a identificagdo da sepse foi
frequentemente baseada na constelagao de achados clinicos e laboratoriais néo
especificos; na auséncia de uma ferramenta de diagndstico “padrdo ouro”, este
método ndo pode demonstrar de forma conclusiva o valor do biomarcador no que diz
respeito ao diagnédstico de sepse (PIERRAKOS et al., 2020).

Atualmente, pesquisadores buscam integrar a biologia de sistemas com o
objetivo de desvendar os mecanismos envolvidos nas interagdes patdgeno-
hospedeiro e na resposta imune induzida pela sepse (DING et al, 2020;

SORRENTINO et al., 2020), muitas vezes visando antever a evolu¢gdo do quadro
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clinico do paciente por meio de inteligéncia artificial (GOH et al., 2021). Essa viséo
agregadora do sistema biolégico pode revelar novas janelas moleculares para
direcionar o entendimento da doenga. Para isso, a biologia de sistemas deve ser
enriquecida com o grande numero de informag¢des bioquimicas pertencentes aos
diversos niveis 6micos que incluem metagenémica, epigendmica, transcriptémica,
protedmica e metabolémica (BARBEIRO et al., 2019; MANGIONI et al., 2020).
Analises protebmicas tém sido utilizadas em diversas situagbes, mostrando
serem uteis na compreensao das diferencas moleculares entre os pacientes com
sepses e aqueles saudaveis, bem como entre os pacientes com sepses que evoluiram
com melhor progndstico e aqueles que evoluiram para o 6bito. Diversos estudos tém
identificados proteinas diferencialmente expressas entre esses individuos, sugerindo
que tais diferengas sejam as responsaveis por complicagdées na saude de pacientes
com sepse (CAMBIAGHI et al., 2018; LANGLEY et al., 2013; SHARMA et al., 2017).
Diante disso, o objetivo deste estudo foi identificar alteracbes na quantidade e
na abundancia de spots de proteinas do soro sanguineo de pacientes com sepse, com

base no padrao de tempo e desfecho da doenca.
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2. METODOS

2.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Este estudo teve inicio em 2011 com aprovagdo do comité de ética da
Universidade Federal de Vigosa, sob numero 088/2011 (Anexo 1). Foi solicitada a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) do responsavel
legal de cada paciente antes da inclusdo no estudo. Foram excluidos individuos
menores de 18 anos, aqueles que permanecerem menos de 24 horas na UTI,
gestantes e pacientes para os quais ndo houve concordancia para participagédo no
estudo.

Nesse periodo estava em vigéncia as definicbes de Sepsis-2, foram incluidos
no estudo entdo os pacientes que apresentavam os critérios de sepse segundo Levy
et al. (2003). Foram coletados dados clinicos e amostras de sangue de 19 pacientes
com Sepsis-2 que deram entrada na UTI. As amostras de sangue venoso (5mL sem
anticoagulante) dos participantes foram colhidas em tubos do Sistema Vacutainer®
(Becton-Dickinson), e foram rapidamente centrifugadas a 1100g por 15 minutos, para
separagao do plasma e do soro.

Em 2019, dando seguimento a pesquisa, foram selecionados os pacientes que
tinham amostras de sangue ao longo do tempo e que apresentassem os critérios
definidos pelo ultimo consenso de sepse (Sepsis-3), ou seja, pacientes com disfungéo
organica caracterizado com um SOFA de 2 pontos ou mais (SINGER et al., 2016).
Dos 19 pacientes, 07 apresentaram todos os critérios definidos.

Amostras de soro foram selecionados para analises protedmicas ao longo do
tempo em trés estagios: T1, T2 e T3. O T1 refere ao inicio do diagndstico com sepse,
T2 é aproximadamente na metade do periodo de internagdo e T3 € o ultimo dia de
internacao antes do desfecho alta ou 6bito. Assim, para cada paciente o intervalo entre
os dias foi diferente. Foi colhida também uma amostra de soro de um individuo sem

infeccédo (n=1), para as comparagdes.

2.2 PREPARO DA AMOSTRA

As amostras foram precipitadas com TCA/acetona, segundo adaptacdes do
proposto por Wu et al. (2014). Essa etapa visou remover compostos secundarios que
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interferem na eletroforese bidimensional (2-DE), como os lipideos, compostos
fendlicos e pigmentos. Para isso, 200 uyL de amostra foi adicionada a 1300 pL de
solugao contendo acido tricloroacético (TCA) 10% e acetona 80%. A mistura resultante
foi centrifugada a 15000 g, 4 °C, por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 1000 pL da solugao TCA/acetona anteriormente utilizada. Um novo
ciclo de centrifugacéo foi aplicado as amostras e o pellet foi recuperado para que duas
lavagens com acetona 80% fossem realizadas. Uma terceira lavagem do pellet foi
realizada com etanol 80% e, apos a centrifugagao, o sobrenadante foi descartado e o
pellet foi secado em temperatura ambiente. Por fim, o pellet foi solubilizado em 350
ML de tampao de amostra para 2-DE, contendo ureia, tioureia e CHAPS, com o auxilio

de um sonicador de haste por dois ciclos de 5 pulsos com 4 s cada.

2.3 ELETROFORESE BIDIMENSIONAL (2-DE)

A focalizagédo isoelétrica (IEF) foi realizada em IPG strip pH 3-10 (GE
Healthcare) de 24 cm. Inicialmente, as fitas foram reidratadas por 14-20 h com 450 pL
de tampéo de reidratagao [ureia 7 M, thiourea 2 M, CHAPS (2%, bromofenol blue
0,002%), IPG-buffer 2%, DTT (Ditiotreitol) 0,2%], com a adi¢do do reagente DeStreak
50% (GE Healthcare). Os extratos proteicos foram separados na primeira dimensao,
usando o sistema de focalizagdo IPGphor3 (GE Healthcare).

As fitas foram lavadas em tampéao de equilibrio contendo ureia 6 M, Tris-HCI 50
mM, pH 8,8, glicerol 30% (v/v), SDS 4% (m/v), DTT 1% (m/v) e iodoacetamida 2,5%
(m/v), durante 15 min a temperatura ambiente. As fitas IPG foram transferidas para
um gel de poliacrilamida 12% e selado com agarose 0,5%. As corridas de SDS- PAGE
(Eletroforese em gel de poliacrilamida em presencga dodecil sulfato sédio) correram no
sistema EthanDalt Six (GE Healthcare) a 20 mA/gel por 10 h. Apds as corridas, os

géis foram fixados por 16 h em solugao de etanol 40% e acido acético 10%.

2.4 DETECCAO E QUANTIFICACAO DIFERENCIAL DOS SPOTS NOS GEIS 2DE

Para detectar o total de proteinas, os géis foram corados em solugcdo de
Coomassie coloidal por 48 h, e lavados posteriormente com agua ultrapura para

eliminar o excesso de solugdo colorante. Os géis foram digitalizados com o
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ImageScanner lll (GE Healthcare) e as imagens calibradas com o Labscan software
(GE Healthcare). Os proteomas dos trés tratamentos foram comparados com o
software ImageMaster2D Platinum 7 (GE Healthcare) para a determinagédo de spots
de proteinas com abundancia diferencial. Os spots considerados como
diferencialmente expressas foram os que tiveram valores de odds ratio acima de 1,0

e ANOVA com p<0,05. Foram utilizadas trés réplicas bioldgicas para cada tratamento.
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3. RESULTADOS

3.1 ANALISE ENTRE OS TRATAMENTOS CONTROLE, ALTA E OBITO

As imagens obtidas dos géis foram analisadas pelo pacote computacional
ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare), e os spots com boa resolugao foram
utilizados para analises comparativas (Tabela 3). Os géis apresentaram, em média,
120, 113 e 127 spots bem definidos e detectaveis estatisticamente, para o controle,
alta e 6bito, respectivamente. Além disso, 17,699% dos spots identificados nos géis
relativos ao tratamento Alta foram coincidentes, ou seja, estavam presentes em todos
os pacientes. Da mesma forma, os spots coincidentes no tratamento Obito foi de
18,897%, ja o tratamento controle obteve 100% de coincidéncias porque correspondia

a amostras obtidas a partir de um individuo.

Tabela 3 — Resultado geral da comparagéao proteémica.

Item Controle Alta Obito

Média de spots por tratamento 120 113 127

Porcentagem de coincidéncia nos
100% 17,699% 18,897%
tratamentos

Fonte: Dados da pesquisa.

Em seguida, as analises comparativas das réplicas entre as classes para cada
tratamento foram realizadas (Tabela 4). Na primeira comparagao, Controle versus
Alta, 3 spots apresentaram abundéncia diferencial (p < 0,05), estando presentes em
ambos os tratamentos. A segunda classe foi constituida da analise entre Controle
versus Obito e 5 spots foram observados (p < 0,05), sendo 3 deles exclusivos ao
Controle, enquanto 2 eram comuns tanto ao Controle quanto Obito. O maior nimero
de spots com abundancia de proteinas estatisticamente distinta coube ao contraste
entre os tratamentos Alta versus Obito. Dos 24 spots identificados com diferenca

significativa, 17 foram exclusivos de Alta e 7 foram comuns a ambos os tratamentos.
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Tabela 4 — Analise protedbmica comparativa das classes nas trés condi¢gdes estudadas.

Item Controle versus Controle versus Alta versus
Alta Obito Obito

Total de spots com diferencas 3 5 o4
significativas (p < 0,05)
Quantidade de spots exclusivos de | Controle | Alta | Controle | Obito | Alta Obito
cada tratamento (mach count = 1) 0 0 3 0 17 0
Abundancia diferencial: spots com
aumento ou diminuigdo da 3 2 7
abundancia nos tratamentos (mach
count = 2)

Fonte: Dados da pesquisa.

As imagens representativas dos perfis protedmicos relativos aos tratamentos

Controle, Alta e Obito estdo representadas na Figura 5. Os géis referentes aos demais

tratamentos mostraram semelhancga e foram, portanto, reprodutiveis.
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Figura 5 — Imagens representativas de géis 2-DE para protedbmica comparativa entre

os tratamentos Controle (1A), Alta (1B) e Obito (1C).

Legenda: Spots estatisticamente diferentes comuns nos trés tratamentos (=2). Spots estatisticamente
diferentes comuns em Controle versus Alta (). Spots estatisticamente diferentes comuns em Alta
versus Obito (). Spots exclusivos de cada tratamento com diferenca estatisticamente significativa
(referente & comparagao Alta versus Obito; a comparagéo Controle versus Alta ndo apresentou spots
exclusivos) (- ). Proteinas separadas por um gradiente de pH 3-10 na primeira dimenséo e 12,5% SDS-
PAGE na segunda dimensao; gel colorado com Coomassie. 1A: Tratamento controle (gel 29615). 1B:
Tratamento Alta (gel 12470). 1C: Tratamento Obito (gel 12471). Fonte: Dados da pesquisa.
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A tabela 5 mostra os spots diferencialmente abundantes identificados entre os
géis dos tratamentos, analisados par a par a uma significancia de p < 0,05. Os valores
de peso molecular e pl apresentados sao tedricos. Por meio da analise bidimensional
das proteinas, identificamos 159 spots, sendo 134 deles provenientes dos tratamentos
Alta versus Obito, 11 para a comparacéo entre os tratamentos Alta versus Controle e

14 para os tratamentos Obito versus Controle.

Tabela 5 — Lista dos spots identificados entre os tratamentos Alta, Obito e Controle.

Tratamento Spot ID Match ID pl tedrico MW teédrico
Alta versus Obito 2721 24 5,14731 22
Alta versus Obito 1534 24 5,08776 24
Alta versus Obito 1043 24 5,07299 23
Alta versus Obito 2529 24 5,20354 23
Alta versus Obito 1005 24 5,18284 25
Alta versus Obito 2085 24 5,12842 22
Alta versus Obito 2629 24 5,01108 23
Alta versus Obito 591 24 5,20523 25
Alta versus Obito 2623 24 5,09888 22
Alta versus Obito 2641 24 5,24781 23
Alta versus Obito 1639 24 5,12449 23
Alta versus Obito 2300 37 5,2851 39
Alta versus Obito 1103 37 5,23288 44
Alta versus Obito 2237 37 5,20129 45
Alta versus Obito 1970 37 5,3541 43
Alta versus Obito 3151 37 5,29416 42
Alta versus Obito 2497 37 5,29725 42
Alta versus Obito 2546 37 5,3236 41
Alta versus Obito 2552 37 5,49076 45
Alta versus Obito 1594 37 5,34289 43
Alta versus Obito 1059 37 5,22226 41
Alta versus Obito 2118 53 3,50525 98
Alta versus Obito 1428 53 3,57124 109
Alta versus Obito 1036 53 3,5137 103
Alta versus Obito 915 53 3,61672 110
Alta versus Obito 1852 53 3,49795 92
Alta versus Obito 703 53 3,4826 107
Alta versus Obito 1819 53 3,40514 99
Alta versus Obito 1737 53 3,54422 96
Alta versus Obito 1841 53 3,52042 107
Alta versus Obito 1531 53 3,55181 92

Continua.



Continuagao da Tabela 5.

Tratamento Spot ID Match ID pl tedrico MW teérico
Alta versus Obito 575 53 3,34346 68
Alta versus Obito 2403 53 3,54924 105
Alta versus Obito 2264 53 3,47712 85
Alta versus Obito 2264 53 3,48539 88
Alta versus Obito 3054 53 3,58806 95
Alta versus Obito 1457 53 3,51182 91
Alta versus Obito 929 53 3,47667 91
Alta versus Obito 2782 56 5,14961 63
Alta versus Obito 967 56 5,13376 68
Alta versus Obito 1934 56 5,04823 65
Alta versus Obito 1863 56 5,14605 60
Alta versus Obito 1857 56 5,05712 62
Alta versus Obito 1806 56 5,10617 66
Alta versus Obito 2035 56 5,15607 63
Alta versus Obito 608 56 5,2735 56
Alta versus Obito 2492 56 5,1721 68
Alta versus Obito 2945 56 5,08962 61
Alta versus Obito 2729 61 7,34055 24
Alta versus Obito 1372 61 7,25799 25
Alta versus Obito 1209 61 7,34405 23
Alta versus Obito 3025 61 7,30804 24
Alta versus Obito 1145 61 7,34086 25
Alta versus Obito 2390 61 7,47498 23
Alta versus Obito 3101 61 7,04495 24
Alta versus Obito 696 61 7,23396 25
Alta versus Obito 2261 61 7,3328 40
Alta versus Obito 1737 61 7,17576 24
Alta versus Obito 2039 61 7,548 24
Alta versus Obito 3160 61 7,34194 25
Alta versus Obito 2951 61 7,47965 24
Alta versus Obito 2320 71 5,72375 35
Alta versus Obito 1807 71 5,61367 40
Alta versus Obito 1335 71 5,66438 40
Alta versus Obito 1214 71 5,6627 37
Alta versus Obito 3064 71 5,76624 40
Alta versus Obito 1166 71 5,71332 42
Alta versus Obito 2396 71 5,76519 34
Alta versus Obito 2590 71 5,61303 33
Alta versus Obito 2241 71 5,42637 38
Alta versus Obito 1945 71 5,52943 38
Alta versus Obito 2317 82 5,50328 35

Continua.
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Continuagao da Tabela 5.

Tratamento Spot ID Match ID pl tedrico MW teérico
Alta versus Obito 1793 82 5,41192 41
Alta versus Obito 1108 82 5,43836 40
Alta versus Obito 1004 82 5,45563 37
Alta versus Obito 2462 82 5,56141 40
Alta versus Obito 975 82 5,52144 42
Alta versus Obito 2022 82 5,55367 35
Alta versus Obito 2580 82 5,28697 36
Alta versus Obito 2113 83 5,01181 104
Alta versus Obito 1830 83 4,99709 115
Alta versus Obito 1854 83 5,06012 88
Alta versus Obito 3109 83 4,99055 101
Alta versus Obito 2329 87 6,64469 30
Alta versus Obito 1798 87 6,49093 32
Alta versus Obito 1355 87 6,50913 33
Alta versus Obito 1223 87 6,55627 30
Alta versus Obito 3028 87 6,66431 33
Alta versus Obito 2310 88 4,83268 36
Alta versus Obito 1107 88 4,80137 41
Alta versus Obito 1002 88 4,79389 39
Alta versus Obito 2461 88 4,89068 41
Alta versus Obito 974 88 4,91874 43
Alta versus Obito 2078 280 5,53604 22
Alta versus Obito 2631 280 5,44202 23
Alta versus Obito 588 280 5,55825 25
Alta versus Obito 2076 281 5,38401 22
Alta versus Obito 2632 281 5,31205 23
Alta versus Obito 590 281 5,41973 25
Alta versus Obito 2014 282 4,59081 38
Alta versus Obito 2557 282 4,63713 44
Alta versus Obito 572 282 4,70029 44
Alta versus Obito 1961 287 4,96538 48
Alta versus Obito 2501 287 4,92215 60
Alta versus Obito 561 287 5,02873 61
Alta versus Obito 1202 308 5,62219 67
Alta versus Obito 3003 308 5,74373 80
Alta versus Obito 924 308 5,75846 73
Alta versus Obito 1075 312 5,48264 15
Alta versus Obito 2597 312 5,6492 15
Alta versus Obito 1152 312 5,18962 17
Alta versus Obito 1031 314 6,76334 25
Alta versus Obito 2508 314 6,83987 26

Continua.



Continuagao da Tabela 5.

Tratamento Spot ID Match ID pl tedrico MW teérico
Alta versus Obito 1189 314 6,80813 28
Alta versus Obito 1003 317 4,90418 38
Alta versus Obito 2463 317 4,99871 41
Alta versus Obito 1167 317 5,01354 43
Alta versus Obito 1001 318 4,72412 40
Alta versus Obito 2458 318 4,84116 41
Alta versus Obito 973 318 4,85779 43
Alta versus Obito 995 319 5,2508 42
Alta versus Obito 2442 319 5,3701 45
Alta versus Obito 965 319 5,33409 48
Alta versus Obito 949 335 6,96141 77
Alta versus Obito 2331 335 7,00868 87
Alta versus Obito 904 335 7 84
Alta versus Obito 928 344 6,62605 84
Alta versus Obito 2319 344 6,66881 95
Alta versus Obito 893 344 6,66591 89
Alta versus Obito 925 346 6,41222 87
Alta versus Obito 2315 346 6,46399 97
Alta versus Obito 887 346 6,42889 92
Alta versus Obito 924 347 4,99871 89
Alta versus Obito 883 347 5,08352 96
Alta versus Controle 2744 5 5,87762 67
Alta versus Controle 2827 5 6,02273 94
Alta versus Controle 2727 9 6,69291 26
Alta versus Controle 2494 9 6,55682 29
Alta versus Controle 2724 12 5,40223 22
Alta versus Controle 1533 12 5,30538 24
Alta versus Controle 1117 12 5,44064 24
Alta versus Controle 1041 12 5,30032 23
Alta versus Controle 2526 12 5,43762 23
Alta versus Controle 1001 12 5,40181 25
Alta versus Controle 2515 12 5,59091 23
Obito versus Controle 2228 5 5,73023 73
Obito versus Controle 1824 5 5,82468 68
Obito versus Controle 1976 5 5,91036 71
Obito versus Controle 3133 5 5,89538 70
Obito versus Controle 2909 5 5,84948 67
Obito versus Controle 2897 5 5,89213 68
Obito versus Controle 1916 5 5,88119 71
Obito versus Controle 950 5 5,90858 66
Obito versus Controle 2827 5 6,02273 94

Continua.
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Tratamento Spot ID Match ID pl tedrico MW tedrico
Obito versus Controle 2494 9 6,55682 29
Obito versus Controle 2008 10 6,79551 24
Obito versus Controle 2909 10 6,73864 25
Obito versus Controle 2868 17 6,525 41
Obito versus Controle 2841 19 9,75227 98

Fonte: Dados da pesquisa.

3.2 ANALISE ENTRE OS TEMPOS DE INTERNACAO

A analise entre os tempos de internagao revelou muitos spots diferencialmente

abundantes. Quarenta e trés proteinas apresentaram diferenca estatistica entre os

tempos de internagao para pacientes com desfecho de Alta, sendo 18 delas variando

na primeira metade da evolugao clinica, e 25 proteinas com abundancia diferencial na

segunda metade do tempo de internagdo. Para pacientes que evoluiram para obito,

houve numero maior de proteinas alteradas ao longo do tempo. Os géis mostraram

68 proteinas com diferenga significativa, das quais 26 corresponderam a primeira

metade do tempo de internagao e 42 as alteragdes do proteoma que precederam aos

Obitos dos pacientes (Tabela 6).

Tabela 6 — Numero de spots diferencialmente abundantes ao longo do tempo de
internacao para os diferentes tratamentos.

Alta 1 Alta 2 Obito 1 Obito 2
Item versus versus versus versus
Alta 2 Alta 3 Obito 2 Obito 3
Total de spots com
diferencgas 18 25 26 42

significativas (p < 0,05)

Fonte: Dados da pesquisa.

Das 43 proteinas que apresentaram alteracdo na quantidade de proteinas ao

longo do tempo no grupo Alta, apenas 3 estavam presentes nos géis correspondentes

aos tempos 1 e 2. Os demais spots tiveram match count igual a 1, indicando presenca

e auséncia da proteina (Tabela 7).



Tabela 7 — Lista dos spots identificados entre os tempos para o tratamento Alta.

Tratamento Match count | Spot ID | Match ID | pl teérico | MW tedrico
Alta 1 versus Alta 2 1 2785 335 5,1542 79
Alta 1 versus Alta 2 1 2773 344 3,31234 42
Alta 1 versus Alta 2 1 2771 343 6,89272 26
Alta 1 versus Alta 2 1 2767 346 6,96161 25
Alta 1 versus Alta 2 1 2753 318 5,16798 54
Alta 1 versus Alta 2 1 2752 70 5,18635 56
Alta 1 versus Alta 2 1 2727 319 6,69291 26
Alta 1 versus Alta 2 1 2723 317 5,33563 23
Alta 1 versus Alta 2 1 2658 75 2,60039 12
Alta 1 versus Alta 2 1 2334 308 9,77723 29
Alta 1 versus Alta 2 1 2314 45 4,72933 36
Alta 1 versus Alta 2 2 2311 26 4,66962 36
Alta 1 versus Alta 2 1 2262 312 4,51804 53
Alta 1 versus Alta 2 1 2157 314 3,85203 74
Alta 1 versus Alta 2 1 2146 43 10,1493 80
Alta 1 versus Alta 2 1 2138 316 5,25755 85
Alta 1 versus Alta 2 2 2123 76 5,562395 97
Alta 1 versus Alta 2 2 2115 53 5,72375 104
Alta 2 versus Alta 3 1 1255 335 4,02412 58
Alta 2 versus Alta 3 1 1250 344 5,2463 32
Alta 2 versus Alta 3 1 1244 280 5,55466 110
Alta 2 versus Alta 3 1 1235 343 5,61994 110
Alta 2 versus Alta 3 1 1230 346 4,84791 101
Alta 2 versus Alta 3 1 1228 318 4,89968 99
Alta 2 versus Alta 3 1 1226 35 6,6373 25
Alta 2 versus Alta 3 1 1224 26 6,41447 26
Alta 2 versus Alta 3 1 1219 319 4,84116 27
Alta 2 versus Alta 3 1 1218 282 4,99421 27
Alta 2 versus Alta 3 1 1062 317 5,34084 18
Alta 2 versus Alta 3 1 1061 308 5,23955 18
Alta 2 versus Alta 3 1 1060 281 5,13376 18
Alta 2 versus Alta 3 1 998 9 5,57267 42
Alta 2 versus Alta 3 1 982 23 5,21029 58
Alta 2 versus Alta 3 1 974 11 4,30322 66
Alta 2 versus Alta 3 1 963 312 5,48714 69
Alta 2 versus Alta 3 1 962 88 5,02347 70
Alta 2 versus Alta 3 1 959 314 4,87492 71
Alta 2 versus Alta 3 1 957 287 6,13537 70
Alta 2 versus Alta 3 1 956 316 6,25691 73
Alta 2 versus Alta 3 1 955 277 6,33119 74
Alta 2 versus Alta 3 1 948 41 4,31672 75
Alta 2 versus Alta 3 1 945 29 5,12251 78
Alta 2 versus Alta 3 1 943 8 4,23569 76

Fonte: Dados da pesquisa.
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Essa elevada quantidade de spots com match count igual a 1 detectados entre

os tempos do tratamento Alta também esteve presente entre os tempos de internagao

de pacientes que evoluiram para obito. Dos 68 spots que apresentaram proteinas

diferencialmente abundantes, apenas 2 constavam em ambos os conjuntos de géis

comparados (Tabela 8).

Tabela 8 — Lista dos spots identificados entre os tempos para o tratamento Obito.

Tratamento Match count | Spot ID | Match ID | pl teérico| MW tedrico
Obito 1 versus Obito 2 1 2284 176 4.41576 76
Obito 1 versus Obito 2 2 2276 41 5,36109 81
Obito 1 versus Obito 2 1 2253 183 5,19228 33
Obito 1 versus Obito 2 1 2225 184 5,90129 74
Obito 1 versus Obito 2 1 2216 181 6,73858 138
Obito 1 versus Obito 2 1 2215 182 6,84662 136
Obito 1 versus Obito 2 1 2214 74 6,97042 132
Obito 1 versus Obito 2 1 2213 166 7,07396 133
Obito 1 versus Obito 2 1 2120 180 5,68521 134
Obito 1 versus Obito 2 1 2119 75 5,19228 131
Obito 1 versus Obito 2 1 2114 186 4,96045 129
Obito 1 versus Obito 2 1 2043 247 5,33408 32
Obito 1 versus Obito 2 1 2022 164 463183 39
Obito 1 versus Obito 2 1 2013 244 4,9582 41
Obito 1 versus Obito 2 1 2011 62 5,03473 41
Obito 1 versus Obito 2 1 2010 42 4.81865 42
Obito 1 versus Obito 2 1 1987 168 4,67235 48
Obito 1 versus Obito 2 1 1982 174 4.1164 51
Obito 1 versus Obito 2 1 1953 52 4,07814 61
Obito 1 versus Obito 2 1 1950 160 4,17492 61
Obito 1 versus Obito 2 1 1948 185 4,91769 61
Obito 1 versus Obito 2 1 1940 248 4,08039 63
Obito 1 versus Obito 2 1 1932 158 4,08264 65
Obito 1 versus Obito 2 1 1931 173 3,93633 65
Obito 1 versus Obito 2 1 1929 204 4,01286 66
Obito 1 versus Obito 2 1 1927 50 4,23569 66
Obito 2 versus Obito 3 1 2045 176 3,41831 44
Obito 2 versus Obito 3 1 2036 183 3,54959 121
Obito 2 versus Obito 3 1 2031 184 6,76701 75
Obito 2 versus Obito 3 1 2004 45 5,12047 131
Obito 2 versus Obito 3 1 2001 102 5,5054 102
Obito 2 versus Obito 3 1 1995 105 6,5178 74
Obito 2 versus Obito 3 1 1994 181 6,47552 74
Obito 2 versus Obito 3 1 1991 182 6,4733 72
Obito 2 versus Obito 3 1 1990 166 6,43102 74

Continua.
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Continuagao Tabela 8.

Tratamento Mateh ’pl_ MW
count SpotID | MatchID | tedrico tedrico
Obito 2 versus Obito 3 1 1989 180 6,4288 72
Obito 2 versus Obito 3 1 1987 39 6,37762 72
Obito 2 versus Obito 3 1 1986 186 6,3843 74
Obito 2 versus Obito 3 1 1982 164 6,69358 75
Obito 2 versus Obito 3 2 1980 41 6,58233 75
Obito 2 versus Obito 3 1 1968 116 7,60807 12
Obito 2 versus Obito 3 1 1967 3 7,19644 12
Obito 2 versus Obito 3 1 1966 100 7,14971 12
Obito 2 versus Obito 3 1 1965 10 7,10744 12
Obito 2 versus Obito 3 1 1964 59 7,00954 12
Obito 2 versus Obito 3 1 1830 110 6,17292 18
Obito 2 versus Obito 3 1 1828 62 6,10839 18
Obito 2 versus Obito 3 1 1826 106 6,23967 18
Obito 2 versus Obito 3 1 1820 168 5,28957 21
Obito 2 versus Obito 3 1 1815 108 5,07152 22
Obito 2 versus Obito 3 1 1808 127 5,14495 24
Obito 2 versus Obito 3 1 1803 174 5,22505 24
Obito 2 versus Obito 3 1 1793 160 5,54323 26
Obito 2 versus Obito 3 1 1787 55 5,04927 27
Obito 2 versus Obito 3 1 1786 56 4.68214 27
Obito 2 versus Obito 3 1 1781 185 4,84901 29
Obito 2 versus Obito 3 1 1780 114 4,84234 30
Obito 2 versus Obito 3 1 1777 122 5,79466 32
Obito 2 versus Obito 3 1 1758 121 4,83121 41
Obito 2 versus Obito 3 1 1757 158 4,55308 41
Obito 2 versus Obito 3 1 1755 133 5,03369 42
Obito 2 versus Obito 3 1 1754 137 4,83121 42
Obito 2 versus Obito 3 1 1753 32 4,98474 42
Obito 2 versus Obito 3 1 1740 173 4,29053 45
Obito 2 versus Obito 3 1 1737 135 4,33503 47
Obito 2 versus Obito 3 1 1618 204 5,2918 73
Obito 2 versus Obito 3 1 1615 138 5,21615 74
Obito 2 versus Obito 3 1 1611 13 5,14495 74

Fonte: Dados da pesquisa.

Os resultados deste trabalho mostraram diferencas importantes na quantidade
e na abundancia diferencial dos spots de proteinas nos grupos controle, alta e ébito.
Diferengca maior foi identificada nas comparacgdes realizadas entre alta e obito. Em
relagao as analises realizadas ao longo do tempo, identificamos um numero maior de

spots com diferengas significativas nas comparagdes realizadas entre 0 T2 e T3.
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4. DISCUSSAO

Apesar da auséncia da identificacdo das proteinas diferencialmente
encontradas, percebe-se grande potencial neste trabalho, uma vez que houve
diferengas importantes na abundancia de spots de proteinas no soro sanguineo entre
os dois grupos (sobreviventes e 6bito) e ao longo do tempo, principalmente do T2 para
T3 para o grupo que foi a 6bito.

Um estudo longitudinal confirma alteragcdes proteicas ao longo do tempo ao
avaliar a abundancia de proteinas no soro sanguineo de 20 individuos com sepse,
coletado em cinco momentos — no primeiro, no segundo, terceiro, quinto e sétimo dia
apods a admissao — a partir do inicio do diagndstico. Foram analisados 49 spots de
proteinas para os quais a abundancia mudou, pelo menos, duas vezes ao longo do
tempo (HAYASHI et al., 2019).

Diferencas especificas entre sobreviventes e nao sobreviventes foram
encontradas em um estudo ao comparar diferengas na abundancia de proteinas no
soro de pacientes durante as primeiras 12 horas ap6s o diagnostico de choque séptico
e no dia 28 de internacdo. As proteinas identificadas foram relacionadas com a
inflamacao e vias de sinalizagao citoprotetora (KALENKA et al., 2006).

Também, um estudo integrando caracteristicas clinicas, metabolémica e
protedmica de pacientes com sepse na chegada ao pronto-socorro do hospital e apds
24 horas de internacdo, encontrou diferencas entre sobreviventes e nao
sobreviventes. Os diferentes perfis de proteinas e metabdlitos estiveram relacionados
ao transporte de acidos graxos, p-oxidacao, gliconeogénese e ciclo do acido citrico
(LANGLEY et al., 2013).

Outro estudo que também realizou a integragdo de dados metabolémicos com
proteOmicos, mostrou a importancia dos lipidios circulantes e da cascata de
coagulacéo na progressao do choque séptico ao comparar pacientes sobreviventes e
ndo sobreviventes, de acordo com a mortalidade em 28 dias (CAMBIAGHI et al.,
2018).

Diferencas na expressao da proteina foram encontradas na comparacgao entre
pacientes com sepse e individuos saudaveis. O estudo comparou a expressao
proteica no soro sanguineo de 85 pacientes no inicio da sepse, com 67 individuos

saudaveis e encontrou significativamente 20 spots de proteinas diferentemente
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expressos no grupo dos individuos com sepse. A identificacdo por analise de
espectrometria de massas revelou desregulagdo em seis proteinas diferentes
expressas nos individuos com sepse. Dessas proteinas, 50% foram validadas por
ELISA: Antitrombina-Ill, Clusterina e Amiloide A Sérica (GARCIA-OBREGON et al.,
2018).

Analises protedmica realizadas no plasma sanguineo de pacientes com sepse
decorrente de pneumonia adquirida na comunidade, comparados com voluntarios
saudaveis, na admissao e apds 7 dias de acompanhamento, encontraram proteinas
diferencialmente expressas relacionadas a alteragdes no citoesqueleto, montagem
celular, metabolismo lipidico e respostas imunes em pacientes sépticos (SHARMA et
al., 2017).

O conhecimento dos diferentes perfis protedbmicos na evolucido do quadro
séptico é de grande importancia na busca de biomarcadores eficientes, uma vez que
moléculas como proteina C reativa, procalcitonina, proteina do fator de von
Willebrand, interleucinas e outras proteinas pré-inflamatérias importantes, foram
propostas como marcadores para a gravidade de sepse (GRONDMAN et al., 2020;
KLEIN et al., 2021). No entanto, nenhuma dessas moléculas obteve ampla aceitagao
clinica (VENTETUOLO; LEVY, 2008).

Pode-se considerar, ainda, que os diferentes perfis protedmicos aqui descritos
constituem um banco de dados de proteinas candidatas a biomarcadores da sepse,
tanto para proteinas marcadoras de um prognostico de melhora do paciente, extraidas
dos tratamentos Alta, quanto para proteinas marcadoras do agravamento clinico, por
meio do tratamento obito.

Os papéis precisos da maioria dos biomarcadores no manejo de pacientes
sépticos ndo sdo bem definidos e, dos muitos biomarcadores estudados, apenas
alguns foram avaliados em estudos grandes ou repetidos. Além disso, ha uma
caréncia de estudos que avaliam a alteracdo protebmica em relacdo ao tempo e
pacientes que contrastaram entre alta e 6bito. Por isso, a continuagao deste estudo
visa identificar os spots diferencialmente abundantes por meio de espectrometria de
massas e posterior busca de similaridade em banco de dados. Apds essa identificagao
das proteinas, espera-se identificar as principais vias envolvidas no desenvolvimento

da doencga.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Garcia-Obregon+S&cauthor_id=28655573
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5. CONCLUSAO

A analise de spots de proteinas obtidas nos géis 2-DE mostrou diferengas entre
0s grupos estudados e ao longo do tempo. Alta e ébito apresentou maiores numeros
de spots com diferengas significativas, e a comparagao ao longo do tempo, mostrou
diferenga maiores no grupo obito entre T2 e T3.

Este estudo de analise protedbmica produziu dois resultados principais: ratificou
que a analise de proteoma é uma ferramenta util para apontar alteracdes precoces na
abundancia de proteinas em pacientes com sepse, e mostrou que pode haver
alteracdes de proteinas especificas em isoformas, a serem confirmadas apds

identificacdo dos spots por espectrometria de massas.
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4. CONCLUSAO GERAL

As conclusdes da presente tese de doutorado, confrontada com os objetivos
especificos do estudo, podem ser assim apresentadas:

Objetivo especifico 1. Descrever os principais microrganismos e avaliar a
resisténcia antimicrobiana em amostras clinicas de pacientes internados com sepse
em uma UTI de adultos.

Conclusao 1.

Os microrganismos isolados, relacionados a colonizagdao, foram a
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp. e Acinetobacter spp. A infec¢ao do trato
urinario foi a mais frequente e o principal microrganismo relacionado a infecgéo foi a
Pseudomonas aeruginosa. Maior resisténcia antimicrobiana foi observado para o
ciprofloxacino em todas as culturas investigadas. Esses achados reforcam a
impotancia das culturas de vigilancia em UTI, as quais podem ajudar no controle da
disseminagao de microrganismos multirresistentes.

Objetivo especifico 2. Comparar os parametros bioquimicos e as relagbes
entre neutrdfilo/linfocitos (RNL), plaquetas/linfocitos (RPL) e linfécitos/mondcitos
(RLM) de pacientes de uma UTI, que apresentaram sepse.

Conclusao 2.

Observou-se que ha diferencas ao longo do tempo entre os pacientes com
sepse que sobreviveram e ndo sobreviveram. Os pacientes que foram a obito
apresentaram aumento ao longo do tempo para os valores de RNL, ao contrario dos
doentes que sobreviveram, os quais apresentaram queda nesses valores ao longo do
tempo. Os pacientes com sepse que foram a dbito apresentaram valores de creatinina,
ureia, FiO2 superiores comparado aos sobreviventes ao longo do tempo. Parametros
bioquimicos como RNL e outros devem ser explorados como candidatos ao
diagndstico ou progndstico de sepse.

Objetivo especifico 3. Identificar alteragbes na quantidade e na abundéancia
de spots de proteinas do soro sanguineo de pacientes com sepse, com base no
padrao de tempo e desfecho da doenca.

Conclusao 3.

Pacientes com sepse apresentaram alteracdes nos spots de proteina quanto ao

tempo e desfecho da doenca nas comparacdes realizadas entre pacientes que
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sobreviveram e nao sobreviveram. Os pacientes que evoluiram para obito,
apresentaram abundancia maior de spots de proteinas comparado aos sobreviventes
ao longo tempo principalmente nas comparagdes realizadas entre os tempos T2 e T3.
Desse modo, as analises realizadas, indicam que foram encontrados spots de
proteinas candidatos a biomarcador para sepse, tanto relacionado ao progndstico da

doencga quanto do agravamento clinico.
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ANEXO 1 — Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade
Federal de Vigosa

MINISTERIO DA EDUCACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

T COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS
Campns Universitdrlo « Vigosa, MG - J6370.000 - Telefowe (31) 33991269

Of, Ref, N* 088201 1/Comité de Ftica

Vigosa, 08 de julho de 201 1.

Prezado Professor:

Cientificamos V. $* de que o Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos, em sua 5* Reunido de 2011, realizada nesta data,
analisou ¢ aprovou, sob o aspecto éico, o projeto de pesquisa intitulado
Avaliagio clinica e andlise protedmica de pacientes com sepse internados
em unidade de terapia imtensiva.

Atenciesamente,

s
Professof Ricarda. Junqueira Del Carlo

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Vice-Presidente em exercicio

Professor
Rodrigo Sigueira Batista
Departameno de Medicina ¢ Enfermagem
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