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RESUMO

A sepse é definida como uma ou mais disfuncéo de drgaos ameacadora a
vida por resposta inadequada do hospedeiro a uma infeccdo. A inflamacéao
e 0 estresse oxidativo apresentam importante papel relacionados na
homeostase do organismo, associados tanto a danos teciduais, quanto a
processos infecciosos, incitando uma cascata de resposta que quando
desregulada pioram o prognéstico. Os biomarcadores gerados na resposta
inflamatdria e no estresse oxidativo sdo responsaveis pela modulagéo
destes processos, influenciando diretamente na evolugdo da morbidade e
mortalidade. Este estudo avalia o uso dos niveis plasmaticos de
interleucina (IL)-6 na predicdo da resposta a antioxidantes (deferoxamina
+ n-acetilcisteina) na sepse, em modelo animal e em pacientes
criticamente enfermos com hipotensdo persistente. A inducéo de sepse
em ratos Wistar adultos machos foi realizada pela técnica de ligacao cecal
e puncéo (CLP). Os pacientes foram selecionados de andlise de subgrupos
de um ensaio clinico randomizado, prospectivo, duplo cego e placebo
controlado, previamente publicado. No modelo animal de sepse, 0 uso de
antioxidantes reduziu os niveis plasmaticos de IL-6 24 horas apds a
inducgdo de sepse, somente em um subgrupo que apresentava IL-6 elevada
no inicio do tratamento. Esta reducdo foi associada com um aumento
significativo da sobrevida, mesmo quando os antioxidantes foram
administrados tardiamente (24 horas) apds a CLP. Entretanto, 0 mesmo
nao foi observado em pacientes tratados com antioxidantes. Os niveis de
IL-6 plasmaticas medidas no momento da inclusdo dos pacientes no
estudo nao foi capaz de prever uma melhor resposta ao uso de
antioxidantes nestes individuos, quando avaliado a incidéncia e gravidade
da lesdo renal, mortalidade durante a internacdo na unidade de terapia
intensiva e hospitalar. Em concluséo, apesar de os niveis plasmaticos de
IL-6 serem um biomarcador para predizer a resposta ao uso de
antioxidantes em modelo animal de sepse, parece que isto ndo se traduz
em beneficios para pacientes criticamente enfermos com hipotenséo
persistente.

Palavras Chave: Antioxidantes; Deferoxamina; Estresse oxidativo;
Inflamacdo; Interleucina-6; N-acetilcisteina,






ABSTRACT

Sepsis is defined as one or more life-threatening organ dysfunction due to
an inadequate host response to an infection. Inflammation and oxidative
stress play an important role in the homeostasis of the organism,
associated with both tissue damage and infectious processes, inciting a
response cascade that, when deregulated, worsens the prognosis. The
biomarkers generated in the inflammatory response and oxidative stress
are responsible for the modulation of these processes, directly influencing
the evolution of morbidity and mortality. This study evaluates the use of
plasma levels of interleukin(IL)-6 in predicting the response to
antioxidants (deferoxamine + n-acetylcysteine) in sepsis, in animal
models and in critically ill patients with persistent hypotension. Sepsis
induction in male adult Wistar rats was performed by the cecal ligation
and puncture technique (CLP). Patients were selected from subgroup
analyzes of a previously published randomized, prospective, double-
blind, placebo-controlled trial. In the animal model of sepsis, the use of
antioxidants reduced plasma IL-6 levels 24 hours after induction of
sepsis, only in a subgroup that had elevated IL-6 at the start of treatment.
This reduction was associated with a significant increase in survival, even
when antioxidants were administered late (24 hours) after CLP. However,
the same was not observed in patients treated with antioxidants. The
levels of plasma IL-6 measured at the time of inclusion of the patients in
the study were not able to predict a better response to the use of
antioxidants in these individuals when we evaluated the incidence and
severity of renal injury, mortality during intensive care unit admission and
hospital. In conclusion, although plasma IL-6 levels are a biomarker for
predicting the response to antioxidant use in an animal model of sepsis,
this does not appear to translate into benefits for critically ill patients with
persistent hypotension.

Keywords: Antioxidants; Deferoxamine; Inflammation; Interleukin-6;
N-acetylcysteine; Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO
1.1 ASPECTOS GERAIS

Sepse é uma das causas mais comuns de ébito entre pacientes
hospitalizados na unidade de terapia intensiva (UTI) (Mantzarlis et al,
2017; Rello et al, 2017). E definida como disfuncéo organica ameacadora
da vida causada por resposta desregulada do hospedeiro relacionada a
uma infecgdo (Singer et al, 2016; Bateman et al, 2017). Esta definigdo
ocorreu no terceiro consenso internacional de sepse e choque séptico
(sepse-3). E causa priméaria de morte por infeccdo, e é uma sindrome
formada por fatores relacionados ao patdgeno e ao hospedeiro. (Singer et
al, 2016). Tornando dificil o seu diagnodstico quando associada com
comorbidades multiplas (Mantzarlis et al, 2017; Rello et al, 2017).

Na definicdo da sepse-3 uma nova ferramenta clinica substituiu os
critérios de sindrome de resposta inflamatoria sistémica (SIRS) para
identificagdo de pacientes (Singer et al. 2016; Rello et al, 2017). A
recomendacéo atual é o uso do escore SOFA (Avaliacdo das Disfuncdes
Organicas Sequenciais (Sepse-Relacionadas)) (Apéndice B) um sistema
gue usa parametros clinicos diérios para identificar disfuncdo orgéanica. E
independentemente de seu escore inicial, 0 aumento dos valores durante
as primeiras 48 h em UTI ou CTI (Unidade, ou Centro de Terapia
Intensiva) prevé uma taxa de mortalidade em torno de 50% (Singer et al.
2016; Rello et al, 2017). Também foi apresentado em 2016 o qSOFA
(quick SOFA) um novo escore que inclui somente critérios clinicos de
facil e rdpida mensuragdo a beira do leito: rebaixamento de nivel de
consciéncia (escala de coma de Glasgow < 13); pressao arterial sistélica
< 100 mmHg; frequéncia respiratéria > 22 rpm. A presenca de dois ou
trés destes critérios apresenta validade preditiva como o SOFA original
para pacientes externos (Gomes et al, 2015; Singer et al. 2016; Rello et
al, 2017). E considerado, por alguns pesquisadores, que estes critérios
podem ser insuficientes no diagndstico de choque séptico, pois boa parte
dos pacientes podem apresentar-se em choque sem presenga de
hipotensdo. Basta apresentarem hipoperfusao tecidual, e esta é somente
detectada por exame laboratorial sanguineo. A hipotensdo arterial
geralmente aparece atrasada, enquanto a perfusdo tecidual pode estar
reduzida de forma grave comprometendo os tecidos de forma global, ou
localizada. (Lee et al, 2016). Nos paises mais desenvolvidos, apesar do
avanco da medicina, 30% dos pacientes morrem por sepse, sendo que 0s
mais vulneraveis sdo 0s bebés, os idosos e as pessoas imunodeficientes
(diabetes, aids, cancer, nefropatias e hepatopatias). E uma patologia
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dispendiosa para os sistemas de salde, pois o0 tempo de hospitalizacdo é
de semanas, e frequentemente se associa com 0 comprometimento de
6rgdos que deve ser tratado (Léger et al, 2017). Sepse leva a inflamagéo
sistémica, ao distdrbio de coagulacdo e ao comprometimento macro e
microdindmicos. Inadequada ressuscitacdo volémica e terapéutica, ou
falha de resposta clinica, temos o choque séptico, condicao sistémica de
alta mortalidade ou sequela organica (Léger et al, 2017). A injdria renal
aguda (IRA) é uma das disfun¢fes comuns contribuindo para elevagdo da
mortalidade, 40 a 50% dos pacientes hospitalizados criticos com sepse
evoluem com IRA (Gomes and Kellum, 2016), podendo alcancar até 70%
(zarbock et al, 2014).

1.2 ETIOLOGIA E FISIOPATOLOGIA

A patogénese da sepse nao esta totalmente esclarecida. No passado, a
teoria aceita de uma resposta inflamatéria incontrolada a um patogeno,
ndo apresentou sustentacéo, pois numerosos estudos falharam com o uso
de anti-inflamatérios, levantando questionamentos sobre a hipdtese de
hiperinflamagdo (Mantzarlis et al, 2017). Envolvida ndo somente na
ativacdo de respostas pro- e anti-inflamatorias, a sepse se relaciona
também com sistemas ndo-imunoldgicos, tais como, cardiovascular,
autdbnomo, neurolégico, hormonal, metabélico e de coagulacdo, o que
motivou especialistas a revisarem as defini¢des (Rello et al, 2017). A
sepse pode ser dividida em duas fases: primeiro, uma inicial, fase
hiperinflamat6ria,  caracterizada por SIRS; segundo, fase
imunossupressora, caracterizada por comprometimento multiorganico e
referida  como CARS (sindrome de resposta anti-inflamatdria
compensatoria) (Rello et al, 2017). Na fase aguda a proteina-c reativa
(PCR) ¢ produzida no figado e em escalas menores nos macréfagos
alveolares. A interleucina-6 (IL-6) é a principal molécula que incita a
producdo da PCR, embora a IL-1 e o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
o) também o fazem (Rello et al, 2017). Nesse contexto, o éxido nitrico
(NO), apresenta papel importante (Zarbock et al, 2014). Sua a¢do na IRA
associada a sepse esta na possivel capacidade de preservacdo da funcéo
renal, pela inibi¢do ndo-seletiva que pode restaurar o fluxo microvascular.
Conforme descrito previamente, ocorre aumento geral da expressdo do
oxido nitrico sintase-induzida (iNOS) de forma heterogénea. Regibes
ficardo desprovidas de NO e da capacidade vasodilatadora, com risco de
hipdxia e isquemia do tecido. (Zarbock et al, 2014; Hernando et al, 2016).
A diminuicdo da dependéncia do iNOS na inducdo de NO derivado do
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endotélio, interfere no equilibrio da sepse. Esse desacoplamento junto
com a inflamagdo e o estresse oxidativo, induz a perda de mecanismos
reguladores e de defesa, como vasodilatacdo direta, inibicdo da agregagéo
de plaquetas e de leucdcitos, e da preservacao do glicocalix (Hernando et
al, 2016).

1.2.1 Espécies Ativas de Oxigénio (EAQ) e de Nitrogénio (EAN)

As EAO incluem os radicais livres (RL): anion superoxido (O2+—) e
radical hidroxil (OHe); e os radicais ndo oxidantes: peroxido de
hidrogénio (H202), acido hipocloroso (HOCI), e o peroxinitrito
(ONOO-) (Andrades et al, 2012; Ratliff, et al 2016).

Citocinas pro-inflamatdrias ativam a formacdo de NADPH oxidase,
aumentando a formacao do &nion superdxido, precursor importante das
EAO, que pela acdo superoxido dismutase (SOD) é convertido em
peréxido de hidrogénio (Tym et al, 2008; Baterman et al, 2017). O
superdxido, peréxido de hidrogénio, radical hidroxil e o é&cido
hipocloroso podem reagir com o NO, formando as EAN, assim como o
peroxinitrito (Dennis et al, 2017). A deficiéncia de substratos e cofatores,
sob condigdes de hipoxia, isquemia, toxicidade, disfunches
mitocondriais, pode desacoplar o0 NOS, levando ao aumento da geracdo
de superdxido (Baterman et al, 2017; Dennis et al, 2017).

As EAOQ, incluindo os derivados do &nion superdxido, em condicdes de
desequilibrio, podem se distribuir pelos tecidos adjacentes, como no
espaco vascular; incitam a oxidacdo de proteinas e lipideos, os quais
podem ser responsaveis por lesdes teciduais que culminam na disfuncéo
organica. (Baterman et al, 2017; Dennis et al, 2017).

1.2.2 Inflamacgéo

Na ultima década, muitos esforcos foram direcionados na tentativa de
identificar biomarcadores inflamatdrios Uteis no diagnostico diferencial
de sepse e na predicdo de progndstico.

Um estudo integrou as citocinas mais relacionadas a sepse, apos
revisdo, e demonstrou que dentre todas as citocinas, a IL-6 apresentou
maior correlacdo de seus niveis séricos com a gravidade da faléncia
orgénica. Goldie et al, 1995, uma das referéncias deste estudo, ja tinham
relatado essa associacdo (Grealy at al, 2013).

Em estudos mais recentes a IL-6 € utilizada como biomarcador nos
pacientes sépticos (Barre et al, 2017; Dieplinger et al 2017; Khan et al,
2017; Mao et al 2017; Takahashi et al, 2017).
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Foi sugerido que a IL-6 pode apresentar capacidade preditora na
inflamac&o, pois conforme suas caracteristicas, é prontamente gerada na
fase aguda, sua sintese se da principalmente por mondcitos e macréfagos,
apresenta capacidade de estimular: a sintese de horménio
adrenocorticotrofico (ACTH), a diferenciacdo das células B e a ativacdo
das células T citotoxicas. E uma das principais mediadoras responsaveis
pela sintese hepéatica de proteinas inflamatorias de fase aguda como a
PCR, como ja mencionado, e a pro-calcitonina, as quais aumentam sua
concentracdo sérica de forma significativa nos processos inflamatérios
em resposta a IL-6 (Rios-Toro et al, 2017).

Estudo em modelo humano demonstrou que pacientes sépticos com
genotipo CC promotor de polimorfismo IL-6 (-174G/C) tinham menores
niveis séricos de IL-6 e menor risco de mortalidade num periodo de 30
dias, em relagdo aos gendtipos GC ou GG (Lorente et al, 2016).

1.2.3 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo protetores do equilibrio celular. As principais
enzimas antioxidantes sdo: glutationa peroxidase (GPx) que catalisa a
conversao de peroxido de hidrogénio em agua; a superdxido dismutase
(SOD) que converte superdxido em oxigénio ou peroxido de hidrogénio,
gue é menos reativo; e a catalase (CAT) que catalisa também a quebra de
peroxido de hidrogénio. A glutationa (GSH), que pode atuar como
mediadora das vias inflamatdria e imune, € uma substancia que atua como
um cofator para varias enzimas, auxiliando no reparo do DNA e como
scavengers dos radicais: hidroxil, peroxido de hidrogénio e peroxidos
lipidicos. A fungdo da GSH pode ser potencialmente reforcada pela
administracdo de NAC (N-acetilcisteina), que é seu precursor sintético
(Mantzarlis et al, 2017).

A nefropatia induzida por contraste (CIN) foi evidenciada em 14,5% de
pacientes ndo selecionados apds angioplastia coronariana (Li et al, 2017).
Uma metanalise realizada sobre CIN demonstrou evidéncias de que a
suplementacdo de NAC esteve associada a maior risco com uso do
contraste (Xu et al, 2016; Mantzarlis et al, 2017).

Em modelo animal, estudo mostrou que a deferoxamina (DFX) inibe a
ativagdo induzida pelo LPS, reduzindo a producdo de EAO e de
mediadores inflamatérios (Wang et al, 2015). Os estudos em modelos de
sepse animal, apresentaram reducdo do estresse oxidativo apds uso
associado de DFX e NAC (Ritter et al, 2004). A DFX, usada com
seguranca em doencas hematoldgicas, citada em alguns estudos como
droga experimental, reduziu o dano oxidativo em modelo de sepse
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abdominal animal. O agente quelante de ferro, quando administrado antes
da inducédo da sepse, apresentou reducdo da mortalidade (Vulcano et al,
2000; Ritter et al, 2006).

A alta morbimortalidade da sepse associada a IRA, independentemente
severidade, impBe a necessidade de estratégias para preservacdo da
funcdo renal, complicagbes da IRA, e predicdo de respostas aos
tratamentos. As evidéncias em modelos animais com associagdo de DFX
e NAC demonstram diminuicdo do estresse oxidativo, que esta
relacionado diretamente com as lesbes de isquemia e reperfusdo renais
(Ritter et al, 2004; 2006). O uso de NAC + DFX em modelo de sepse
humana e IRA ndo apresentou reducdo dos niveis do biomarcador
inflamatdrio IL-6, embora se tenha demonstrado reducdo do dano
oxidativo, mas sem melhora da mortalidade (Fraga et al, 2012; Fraga et
al, 2016). Em contraste, modelo de sepse em roedores demonstrou que
uso de antioxidantes reduziu a taxa de mortalidade, provavelmente pela
reducdo do estresse oxidativo, limitando a infiltracdo inflamatéria e a
inducgdo de necrose hepatocitaria por tetracloreto de carbono (Ritter et al,
2006). A associacdo de DFX e NAC reduziu o estresse oxidativo em
modelo com ratos, limitando a infiltracdo de neutréfilos e a disfuncédo
mitocondrial, diminuindo as consequéncias da peritonite, provavelmente
por decorréncia da diminuicdo da producdo de radical hidroxil a partir do
perdxido de hidrogénio e do ferro via reacdo de Fenton (Ritter et al, 2004;
2006).

Considera-se com isto a existéncia de subgrupos que podem se
beneficiar com o uso de diferentes tratamentos, incluindo antioxidantes,
e neste contexto os biomarcadores sdo uma das estratégias utilizadas para
a estratificagdo dos subgrupos (Singer 2018). Sugerimos que a IL-6
apresenta potencial de predicdo de resposta ao tratamento, e que seus
niveis plasmaticos possam selecionar respondedores e ndo respondedores
ao tratamento antioxidante.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os niveis plasmaticos de IL-6 como biomarcador para a
predicdo da resposta a antioxidantes em modelo animal de sepse e em
pacientes criticamente enfermos com hipotens&o persistente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar se os niveis plasmaticos de IL-6 podem prever a resposta
ao tratamento com NAC + DFX em um modelo animal de sepse

- Determinar se o tratamento com NAC + DFX ¢é efetivo quando
administrados tardiamente em um modelo animal de sepse, em subgrupos
de animais conforme os niveis plasmaticos de IL-6

- Determinar se os niveis plasmaticos de IL-6 podem prever a resposta
ao tratamento com NAC + DFX em pacientes criticamente enfermos com
hipotensdo persistente
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3 METODOLOGIA
3.1 MODELO ANIMAL DE SEPSE

Para o presente trabalho ndo foi utilizado animais experimentais
exclusivamente manipulados para tal fim. Todos os dados de animais sao
de estudo antigo, 2006, (http://www.lume.ufrgs.br/handle/10183/8991).
Nao tinha CEUA naquela época, ndo sendo obrigatdrio o aceite, ndo
havendo registro. Foram analisados todos estes dados secundarios, nunca
antes publicados, deste banco de dados.

Foram obtidos ratos Wistar adultos machos (250-300g) do Biotério da
Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os animais foram alojados em
grupos de cinco com acesso livre a alimentos e dgua, mantidos em ciclos
de luz-escuro de 12h, a uma temperatura de 22 (+1)° Célsius. Sepse foi
induzida por ligacdo e puncéo cecal (CLP) como ja descrito anteriormente
(Ritter et al, 2003; Wichterman et al, 1980). Resumindo, em condicdes
assépticas, foi realizada uma laparotomia de 3 cm na linha mediana,
expondo o ceco. Este foi ligado na sua base por sutura de fio seda 3.0,
abaixo da valva ileocecal, e perfurado uma vez com agulha calibre 14. O
ceco foi espremido para ocorrer a extrusdo de fezes através do local
perfurado. Um procedimento simulado (laparotomia e exposicdo cecal
sem ligac&o ou perfuragéo) foi realizado como controle. Os animais foram
ressuscitados com solugdo salina normal (30mL / kg subcutaneo)
imediatamente e 12 h ap6s o procedimento. Todos 0s animais foram
devolvidos as suas gaiolas com livre acesso para alimentos e agua.

3.1.1 Protocolo Experimental

Os animais foram estudados em dois protocolos diferentes. No
primeiro, a sepse foi induzida (n=90) e trés horas depois foi coletado
sangue da veia caudal para a determinacdo dos niveis de IL-6. No
segundo, os mesmos procedimentos foram adotados, mas o sangue foi
coletado 12h apds o CLP. Nos dois protocolos imediatamente ap6s a
coleta de sangue os animais foram randomizados para receber antibidticos
(ceftriaxona 30mg/kg cada 12h, e clindamicina 25mg/kg cada 8h) (grupo
ATB) ou antibiodticos mais NAC (20mg/kg) cada 6h mais DFX (20 mg/kg,
uma vez ao dia) (grupo ATX) por 3 dias consecutivos. Para predizer a
resposta ao uso de antioxidantes os animais foram divididos em (1) grupo
IL-6 elevado (IL-6 > 2000 pg/ml) e (2) grupo IL-6 baixo (IL-6 < 2000
pg/ml). Estes valores de IL-6 foram baseados em estudos anteriores
(Remick et al, 2002) e confirmados por estudo piloto em nosso modelo.


http://www.lume.ufrgs.br/handle/10183/8991)

32

Os animais analisados neste estudo sdo provenientes de banco de dados
originais, em estudo antigo, onde mortalidade foi seguida e 0s niveis de
IL-6 medidos (http://www.lume.ufrgs.br/handle/10183/8991).

A efetividade do uso de antioxidantes foi medida pela taxa de
mortalidade dos animais que foi registrada ao longo de 5 dias. Além disto
foi determinado o efeito antioxidante e anti-inflamat6rio a partir da
medida dos niveis de IL-6, espécies reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS) e proteinas carboniladas plasméticas. Para tanto, em ambos 0s
protocolos, sangue foi coletado 24 horas ap6s o CLP.

3.2 ESTUDO EM PACIENTES CRITICAMENTE ENFERMOS

Foi realizada andlise de subgrupos de um ensaio clinico randomizado,
prospectivo, duplo cego e placebo controlado, previamente publicado
(Fraga, et al. 2016). Este estudo foi aprovado pelo comité de ética do
Hospital Sdo José, e todos 0s pacientes, ou seus responsaveis legais,
assinaram termos de compromisso livre e esclarecido antes de sua
incluséo no estudo. Aprovado no CEP, com o niimero 208621 (Apéndice
D). O estudo foi registrado ainda no Clinicaltrials.gov sob o ndmero
NCT00870883 (Apéndice E).

Maiores detalhes do método do estudo clinico foram publicados
previamente (Fraga, et al. 2016). Brevemente, foram incluidos pacientes
gue apresentavam hipotensdo por no minimo trinta minutos, definida
como uma pressao arterial média menor que 60 mmHg, mesmo com a
reposicdo volémica adequada, ou que necessitavam de vasopressores
endovenosos (dopamina em dose maior que 5 mcg/kg/min, norepinefrina,
ou epinefrina em qualquer dose. Inotrépicos como dobutamina, ou
milrinona ndo foram considerados para inclusdo dos pacientes. Foram
excluidos os pacientes menores de 18 anos, participantes de outros
estudos, com historia de alergia a alguma das medicacBes do estudo,
portadores de neoplasias malignas, portadores de HIV, os que haviam
apresentado hipotensdo arterial em até 48h antes de entrarem no estudo,
pacientes com lesdo renal necessitando de terapia renal substitutiva, os
gue apresentavam creatinina sérica superior a 3,5 mg/dl, os que
precisaram de exames de imagem com uso de contrastes endovenosos nos
Ultimos 7 dias, as gestantes ou lactantes, os que haviam feito uso de
circulagdo extracorpérea até 48 h antes e pacientes que estavam fazendo
uso prévio de alguma das duas medicacgdes por outras indicagdes.

Os pacientes admitidos foram randomizados com uso do software
online <http://graphpad.com/quickcalcs/randomizel/> para receberem
NAC mais DFX ou placebo. A primeira dose de NAC e DFX foi dada em
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até no maximo 12 h da incluséo no estudo. A dose de NAC foi de 50
mg/Kg por 4 h seguido de 100 mg/kg/dia por 48 h diluido em soro
glicosado a 5%. DFX foi administrada em dose Unica de 1000 mg diluida
em soro glicosado a 5% numa velocidade de 15 mg/kg/h. Pacientes do
grupo placebo receberam infusdo de soro glicosado 5% nos mesmos
volumes e em recipientes idénticos ao infundidos aos pacientes do grupo
tratado. A enfermeira responsavel pela randomizacdo preparava as
medicacdes ou placebo, e somente ela tinha o conhecimento da alocagdo
dos grupos. Apos a inclusdo no estudo foram coletados os dados
demogréficos e clinicos que incluiam creatinina inicial (que foi
considerada a mais recente antes da inclusdo no estudo), doencas pré-
existentes, APACHE I, SOFA do dia da inclusdo no estudo e diariamente
enguanto os pacientes permaneciam na UTI, e a creatinina final (que foi
considerada a Ultima creatinina dosada durante a internagao).

Foram incluidos nesta subandlise todos os pacientes do estudo original
estratificados em dois grupos, conforme a mediana dos niveis de IL-6, em
(1) grupo IL-6 elevado (IL-6 > 1060 pg/ml) e (2) grupo IL-6 baixo (IL-6
< 1060 pg/ml). Para tal determinacdo foi utilizado sangue coletado no
momento da incluséo do paciente no estudo, antes do inicio da infuséo de
NAC e DFX ou placebo.

3.2.1 Desfechos do estudo em pacientes criticamente enfermos

O desfecho primario foi definido como a incidéncia de injdria renal
aguda definida pelos critérios Kidney Disease: Improving Global
Outcomes (KIDGO) (Khwaja et al, 2012). Como desfechos secundarios
foram analisados severidade da lesdo renal conforme os critérios de
KIDGO (agrupando os pacientes KIDGO 0 e 1 como grupo referéncia e
pacientes KIDGO 2 e 3), mortalidade na UTI e hospitalar.

3.3 MEDIDAS DE PARAMETROS INFLAMATORIOS E DE
DANOS OXIDATIVOS

Conforme o estudo (animal ou humanos), quando indicado, foram
realizadas medidas de IL-6, TBARS e proteinas carboniladas.

3.3.1 Medida de parémetros inflamatorios
Além de ter sido utilizada como biomarcador para estratificagao (tanto

no estudo com animais, quanto com pacientes) dos individuos, os niveis
plasmaticos de IL-6 foram utilizados como marcador prd-inflamatério no
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estudo em animais (vide acima). Em ambas situacfes, 1L-6 foi medida
com KITs ELISA especificos para cada espécie (ratos e humanos),
comercialmente disponiveis, conforme recomendacdo do fabricante
(R&D Systems, Minneapolis, MN).

3.3.2 Medida de paréametros de dano oxidativo

No estudo em animais foram utilizados como marcadores plasmaticos
de dano oxidativo os niveis de TBARS e proteinas carboniladas. Os niveis
de TBARS foram determinadas pelo método descrito por Winterbourn e
colaboradores em 1985. Brevemente durante uma reacao acida aquecida
0 acido tricloroacético 10% e o acido tiobarbitdrico reagem com a
amostra e apos os niveis de TBARS foram determinados em 535 nm por
espectrofotometria (Winterbourn et al, 1985). O dano oxidativo em
proteinas foi determinado pela medida de grupos carbonil conforme
técnica descrita previamente (Levine et al, 1994). Brevemente, as
amostras obtidas foram precipitadas e as proteinas dissolvidas com
dinitrofenilidrazina. Os grupamentos carbonil foram medidos em
espectrofotdmetro em 370nm.

3.4 ANALISE ESTATISTICA
3.4.1 Estudo animal

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. Para as
medidas de pardmetros inflamatérios e de dano oxidativo os diferentes
grupos de tratamento foram comparados utilizando ANOVA de duas vias.
Para comparacdo da mortalidade foram construidas curvas as curvas de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier e os diferentes grupos de tratamento
foram comparadas usando o teste log-rank. Diferengas estatisticamente
significantes foram definidas como valor de p <0,05.

3.4.2 Estudo em humanos

As comparacgdes das variaveis categoricas foram feitas com o teste do
qui-quadrado (com a correcgdo de Yates quando indicado) e apresentadas
como n e percentagem do total. As varidveis continuas foram
apresentadas na forma de média £ desvio padrdo e comparadas com
ANOVA de uma via. Em todas as andlises foi adotado como nivel para
significancia estatistica um p-valor < 0,05 bicaudado.
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4 RESULTADOS

Como ja descrito anteriormente (Ritter et al, 2004) a administracao de
NAC+DFX 3 horas ap6s a inducdo de CLP melhora a sobrevida quando
comparado ao grupo que recebeu somente antibidticos (Figura 1).
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Figura 1 - Taxa de mortalidade em animais tratados ou ndo com
antioxidantes precocemente apds a inducao de sepse.
Fonte: elaborada pelo autor.

A mortalidade foi avaliada em ratos Wistar submetidos a ligacéo cecal
e perfuracdo tratados com ATB, ou com ATB mais antioxidantes (ATX)
administrados 3h apds a inducdo de sepse (n=45 cada grupo). Diferenca
entre 0s grupos estatisticamente significantes para um valor de p < 0.05.

Ao dividir os animais que receberam ATX, utilizando niveis
plasmaticos de IL-6, observou-se que o efeito protetor é observado apenas
naqueles animais com niveis de IL-6 > 2.000 pg/ml (Figura 2).



36

100- -e— |L-6 >2000 pg/ml
= _t:»ﬁ -= |L-6 <2000 pg/ml
>
IS
=]

[%2]
[«]
o
)
o
C T T 1
0 50 100 150
hours

Figura 2 - Taxa de mortalidade em animais tratados com
antioxidantes precocemente ap0s a inducédo de sepse conforme niveis
plasmaticos de interleucina-6.

Fonte: elaborada pelo autor.

A mortalidade foi avaliada em ratos Wistar submetidos a ligacdo cecal
e perfuracdo tratados ATX administrados 3h ap6s a inducdo de sepse e
estratificados conforme os niveis de interleucina-6 no inicio do
tratamento (n=20 grupo IL-6 > 2000pg/ml e n=25 grupo IL-6 >
2000pg/ml). Diferenca entre 0s grupos estatisticamente significantes para
um valor de p < 0.05.

Foi previamente demonstrado que NAC + DFX diminui o dano
oxidativo neste modelo de sepse (Ritter et al, 2004). Portanto foi ainda
determinado se esses efeitos protetores eram restritos apenas aos animais
com niveis elevados de IL-6. Conforme demonstrado nas figuras 3 e 4, 0
efeito antioxidante de NAC + DFX foi semelhante nos dois grupos
quando os antioxidantes foram administrados 3 horas apés CLP.
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Figura 3 - Efeito do uso de antioxidantes administrados

precocemente apds a inducao de sepse sobre 0s niveis plasmaticos de
substéncias reativas ao acido tiobarbiturico.
Fonte: elaborada pelo autor.

Os niveis de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico foram medidos
no momento do inicio do tratamento (3 horas) e 24 horas ap6s a indugéo
de sepse em ratos Wistar tratados com antibidticos (ATB) ou ATX
estratificados conforme os niveis de interleucina-6 no inicio do
tratamento (n=40 grupo ATB, n=18 grupo IL-6 > 2000pg/ml e n=21
grupo 1L-6 > 2000pg/ml). # Diferenca de todos 0s grupos em rela¢éo ao
tempo 3h, p < 0.05.
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Figura 4 - Efeito do uso de antioxidantes administrados

precocemente sobre os niveis plasmaticos de proteinas carboniladas.
Fonte: elaborada pelo autor.
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Os niveis de proteinas carboniladas foram medidos no momento do
inicio do tratamento (3 horas) e 24 horas apds a inducdo de sepse em ratos
Wistar tratados com antibiéticos (ATB) ou ATX estratificados conforme
0s niveis de interleucina-6 no inicio do tratamento (n=40 grupo ATB,
n=18 grupo IL-6 > 2000pg/ml e n=21 grupo IL-6 > 2000pg/ml). #
Diferenca de todos os grupos em relagdo ao tempo 3h, p < 0.05.

Além disso, foi determinado se o tratamento antioxidante apresentava
efeitos diferenciais sobre os niveis plasmaticos de IL-6. Conforme
demonstrado na Figura 5, observou-se uma diminuicdo significativa nos
niveis plasmaticos de IL-6 no grupo IL-6 > 2000 pg/ml, mas ndo no grupo
de I1L-6 < 2000 pg/ml.
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Figura 5 - Efeito do uso de antioxidantes administrados

precocemente sobre os niveis plasmaticos de interleucina-6.
Fonte: elaborada pelo autor.

Os niveis de interleucina-6 foram medidos no momento do inicio do
tratamento (3 horas) e 24 horas ap6s a inducdo de sepse em ratos Wistar
tratados com ATB ou ATX estratificados conforme os niveis de IL-6 no
inicio do tratamento (n=40 grupo ATB, n=18 grupo IL-6 > 2000pg/ml e
n=21 grupo IL-6 > 2000pg/ml). * diferente em relacdo aos outros grupos
para 0 mesmo tempo, # Diferenca de todos os grupos em relagéo ao tempo
3h, p < 0.05.

Para explorar ainda mais o potencial de estratificacdo dos niveis
plasmaticos de IL-6, foi determinado se o tratamento com ATX era capaz
de aumentar a sobrevida quando administrado 12 horas apds o CLP.
Conforme observado na Figura 6, os efeitos protetores dos antioxidantes
ndo foram significativos quando administrados 12 horas apds CLP
guando comparado ao uso isolado de antibidticos.
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Figura 6 - Taxa de mortalidade em animais tratados ou ndo com
antioxidantes tardiamente ap6s a inducao de sepse
Fonte: elaborada pelo autor.

A mortalidade foi avaliada em ratos Wistar submetidos a ligacéo cecal
e perfuracdo tratados com ATB, ou com ATX administrados 12h apds a
inducdo de sepse (n=45 cada grupo). Diferenca entre 0s grupos ndo sdo
estatisticamente significativas.

Apesar disso, observou-se um efeito protetor de NAC mais DFX no
grupo de animais com niveis maiores de IL-6, mesmo quando
administrados 12 horas ap6s CLP (Figura 7).
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Figura 7 - Taxa de mortalidade em animais tratados com
antioxidantes tardiamente ap6s a inducéo de sepse conforme niveis
plasméaticos de interleucina-6.

Fonte: elaborada pelo autor.

A mortalidade foi avaliada em ratos Wistar submetidos a ligacéo cecal
e perfuracdo tratados ATX administrados 12h apés a indugdo de sepse e
estratificados conforme os niveis de interleucina-6 no inicio do
tratamento (n=21 grupo IL-6 > 2000pg/ml e n=24 grupo IL-6 >
2000pg/ml). Diferenca entre 0s grupos estatisticamente significantes para
um valor de p < 0.05.

Este efeito protetor parece ndo estar relacionado a um potencial
antioxidante diferencial entre os grupos, uma vez que tanto o TBARS
plasmatico como as proteinas carboniladas ndo diferiram quando entre o0s
grupos (Figura 8 e 9).
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Figura 8 - Efeito do uso de antioxidantes administrados tardiamente
apos a inducdo de sepse sobre os niveis plasmaticos de substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico.

Fonte: elaborada pelo autor.

Os niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico foram medidos
no momento do inicio do tratamento (12 horas) e 24 horas ap6s a inducéo
de sepse em ratos Wistar tratados com ATB ou ATX estratificados
conforme os niveis de interleucina-6 no inicio do tratamento (n=38 grupo
ATB, n=16 grupo IL-6 > 2000pg/ml e n=17 grupo IL-6 > 2000pg/ml). #
Diferenca de todos os grupos em relacéo ao tempo 3h, p < 0.05.
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Figura 9 - Efeito do uso de antioxidantes administrados tardiamente
apos a inducdo de sepse sobre os niveis plasmaticos de proteinas
carboniladas.

Fonte: elaborada pelo autor.
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Os niveis de proteinas carboniladas foram medidos no momento do
inicio do tratamento (12 horas) e 24 horas ap0s a inducdo de sepse em
ratos Wistar tratados com antibidticos (ATB) ou ATX estratificados
conforme os niveis de interleucina-6 no inicio do tratamento (n=38 grupo
ATB, n=16 grupo IL-6 > 2000pg/ml e n=17 grupo IL-6 > 2000pg/ml). #
Diferenca de todos os grupos em relagdo ao tempo 3h, p < 0.05.

Entretanto, assim como demonstrado para a administracdo precoce,
houve um efeito diferencial significativo nos niveis plasmaticos de 1L-6
(Figura 10).
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Figura 10 - Efeito do uso de antioxidantes administrados tardiamente
sobre os niveis plasmaticos de interleucina-6.
Fonte: elaborada pelo autor.

Os niveis de interleucina-6 foram medidos no momento do inicio do
tratamento (12 horas) e 24 horas ap6s a inducdo de sepse em ratos Wistar
tratados com antibidticos (ATB) ou ATX estratificados conforme os
niveis de interleucina-6 no inicio do tratamento (n=38 grupo ATB, n=16
grupo IL-6 > 2000pg/ml e n=17 grupo IL-6 > 2000pg/ml). * diferente em
relacdo aos outros grupos para 0 mesmo tempo, # Diferenca de todos os
grupos em relagdo ao tempo 3h, p < 0.05.

Uma vez que em humanos ndo foi demonstrado um efeito significativo
de NAC + DFX numa populacdo néo estratificada (Fraga et al, 2016) foi
decidido determinar se a estratégia de estratificacdo usando niveis de IL-
6 poderia detectar pacientes que se beneficiariam com esse tratamento.
Conforme mostrado na Tabela 1, os grupos randomizados para receber
placebo ou antioxidantes foram semelhantes independentemente dos
niveis basais de IL-6.



Tabela 1 - Caracteristicas clinicas dos diferentes grupos
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Placebo NAC + DFX \éa'or
ep
. . IL-6
IL-6 baixa IL-6 alta IL-6 baixa alta
n=23 n=12 n=14 _
n=26
Idade, media 58 52 54 50 0.22
em anos (DP) (13) (15) (13) a7 '
Ge”er?]' Masc, 11 12 8 12 0.4
APACHE II, 19 18 21 20 066
média (DP) (6.2) (9.1) (7.7) (7.6) '
SOFA D1, 10 8.4 9.8 9 0.49
média (DP) (4.4) (4.2) (3.2) (4) :
Ventilagdo
Mecanica na 13 12 6 17 0.4
admissdo, n
Admissao
Meédica, n 16 7 9 13 0.5
Sepse na
admissdo, n 8 ! 4 10 0.89
Droga
vasoativa, sim, 19 15 13 22 0.82
n
IRA na 9 5 7 4 ol
admissdo, n
Niveis de
Creatinina na 0.93 1.74 0.91
admissdo, (043 HO9077) @.7) o7 92
média (DP)
Niveis de IL-6
na admissio, (ﬁg) 1256 (265) (ﬁg) (1241168) <0.001
média (DP)

Fonte: elaborada pelo autor.

Entretanto, diferentemente do resultado no modelo animal, a IL-6 ndo
foi capaz de estratificar pacientes respondedores ao uso de antioxidantes.

(Tabela 2).
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Tabela 2 - Desfechos nos diferentes pacientes estratificados conforme
niveis de interleucina-6.

Placebo NAC + DEX p
value
IL-6 baixa IL-6 IL-6 baixa IL-6
n=23 alta n=14 alta
B n=12 B n=26
IRA KIDGO, n 17 10 9 17 0.78
Severidade
KIDGO, n 15 9 5 10 0.19
Mortalidade UTI, n 14 7 9 14 0.54
Mortalidade 15 8 9 15 067
hospitalar, n

Fonte: elaborada pelo autor.
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5 DISCUSSAO

Foi demonstrado neste trabalho que apesar de os niveis plasmaticos de
IL-6 serem um biomarcador capaz de predizer a resposta ao uso de
antioxidantes em modelo animal de sepse, parece que isto ndo se traduz
em beneficios para pacientes criticamente enfermos com hipotenséo
persistente.

Durante a resposta inflamatdria sdo produzidas citocinas e EAO. O
desequilibrio persistente desta relagcdo se relaciona com piora clinica
(Tym et al, 2008; Rello et al, 2017; Baterman et al, 2017). Um estudo
demonstrou que pacientes sépticos com gendtipo promotor de
polimorfismo IL-6, tipo CC, evoluiram com menor nivel de IL6
plasmética e menor taxa de mortalidade num periodo de 30 dias, em
relagdo aos genotipos GC ou GG (Lorente et al, 2016).

O entendimento da formacdo de EAO e EAN e a relacdo com a
evolucgdo da doenca esta impulsionando pesquisas que buscam identificar
marcadores de evolugdo. Esforcos sdo direcionados na tentativa de
identificar  biomarcadores capazes de discriminar  pacientes
respondedores. Neste contexto, pesquisadores sugerem a IL-6 como
potencial preditor. (Rios-Toro et al, 2017; Baterman et al, 2017; Dennis
et al, 2017).

Os antioxidantes GPx, SOD, CAT e GSH sdo responsaveis pelo
equilibrio nas reagdes de oxidacdo e reducdo. A GSH, por exemplo, atua
como mediadora das vias inflamatéria e imune, cofator para varias
enzimas, reparo do DNA e como scavengers dos varios radicais
(Mantzarlis et al, 2017). A NAC ¢é um precursor sintético da GSH,
podendo potencializar a acdo antioxidante (Mantzarlis et al, 2017).
Modelos de sepse animal estudados, tem apresentado reducgdo do estresse
oxidativo ap6s uso associado de DFX e NAC (Ritter et al, 2004). O dano
oxidativo foi reduzido com DFX, em modelo de sepse abdominal animal,
apresentando redugdo da mortalidade (Vulcano et al, 2000; Ritter et al,
2006). Do mesmo modo, em animais a associacdo de DFX e NAC
reduziram o estresse oxidativo, sugerindo melhor resposta nas lesGes de
isquemia e reperfusdo renais (Ritter et al, 2004; 2006). J& uso de NAC +
DFX pacientes com sepse associado a lesdo renal, ndo reduziu a IL-6,
nem a mortalidade (Fraga et al, 2012; Fraga et al, 2016).

A IL-6 tem sido utilizada como biomarcador em pacientes criticos
(Barre etal, 2017; Dieplinger etal 2017; Khan et al, 2017; Mao etal 2017;
Takahashi et al, 2017). Subgrupos especificos podem se beneficiar com
diferentes tratamentos, sendo uma estratégia que deve ser explorada
(Singer 2018). Deste modo, demonstramos que a administracdo precoce
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ou tardia de antioxidantes melhorou a sobrevida em animais submetidos
a sepse, e que esta resposta é relevante apenas nos ratos com valores
maiores de interleucina-6 (IL-6 alta). Este efeito protetor esta relacionado
com uma redugdo nos niveis de IL-6 plasmtica, mas ndo com uma
reducdo nos niveis de TBARS e proteinas carboniladas. Entretanto, este
fendmeno ndo se repete em pacientes criticamente enfermos com
hipotenséo sustentada.

O uso de biomarcadores para determinar a resposta ao tratamento é um
conceito relevante, de forma que Remick e cols (2002) demonstraram
gue camundongos com baixo risco de morte devido a sepse, tinham uma
diminuicdo da sobrevida quando tratados com proteina de ligacdo a IL-18
(Remick et al 2002). Neste contexto, Osuchowsk e cols (2009)
demonstraram que uma predi¢do precisa e precoce de sobrevivéncia
poderia permitir a imunossupressdo direcionada.  Utilizando
dexametasona com melhora de sobrevivéncia em fase tardia, eles
propuseram um novo paradigma no tratamento da sepse: a avaliagdo
individualizada do estado/risco imunoinflamatério do paciente seguido de
terapia direcionada apenas ao grupo apropriado (Osuchowski et al, 2009).
Em dois ensaios clinicos, a imunomodulagcdo com o uso de TNF, ndo
apresentou diminuicéo significativa da mortalidade (Reinhart et al, 2001;
Bernard et al, 2014), mas quando os pacientes foram estratificados por
niveis basais de IL-6, foi relatada uma reducdo global de 3,5% na
mortalidade em 28 dias, e uma mortalidade ajustada de 5,8% nos
pacientes com niveis elevados de IL-6 (Reinhart et al, 2001; Bernard et
al, 2014). Aqui sugerimos que esse conceito deve incluir a busca do
biomarcador correto para o tratamento correto, pois parece que nao sé 0s
marcadores de risco de morte sdo suficientes para prever a resposta ao
tratamento.

Algumas diferencas entre respondedores e ndo respondedores no
modelo animal sdo apresentadas aqui. Curiosamente, ndo houve
diferencas significativas entre esses dois grupos em parametros de danos
oxidativos plasmaticos, e apenas uma diferenca nos niveis de IL-6. Isto
assemelha-se aos achados de Osuchowski e cols (2009) que apresentaram
melhora da sobrevida sem supressdo dos tipicos mediadores pro-
inflamatdrios, como IL-6 e IL-1ra, sugerindo que as mortes ndo foram
mediadas por inflamacdo excessiva causada por citocinas. Entretanto,
para uma melhor compreensdo do papel de antioxidantes na resposta
inflamatdria da sepse e da possibilidade do uso de biomarcadores para
prever resposta ao tratamento mais estudos devem ser realizados. Talvez,
0 uso de algum marcador relacionado ao estresse oxidativo, e néo a
resposta inflamatoria, possa ser mais especifico para predizer resposta a
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antioxidantes. Assim, este estudo abre a possibilidade de se explorar
diferentes alternativas para predi¢do da resposta ao uso de antioxidantes
tanto em modelo animal de sepse, quanto em pacientes criticamente
enfermos com hipotensdo persistente.
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6 CONCLUSAO

A IL-6 é capaz de estratificar animais submetidos a sepse entre
respondedores e ndo respondedores a antioxidantes e permitir a
administracdo tardia dos mesmos. Entretanto, ndo é capaz em identificar
subgrupos de pacientes criticamente enfermos com hipotensdo refrataria
respondedores ou ndo ao mesmo tratamento.
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APENDICE A - ESCORE KDIGO

Ref.: Critério: Critério:
KDIGO, KI 2012 Creatinina Débito Urinario
(RIFLE)
> 0,3 mg/dL < 48h,
Risco ou Estagio 1 ou DU <F())£ngrl]/Kg/h,
>150% e <200 <7d
>200%
Injaria ou Estagio 2 ou DU < O’STZI{]Kg/h’
<300 < 7d por
>300% DU < 0,3ml/Kg/h,
Faléncia ou Estagio 3 ou por 24h ou
>4,0 mg/dL < 7d andria por 12h

Terapia de Reposicao Renal
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APENDICE B - FICHA DE COLETA DE DADOS

Ensaio clinico randomizado, duplo cego contra placebo para determinar
eficacia do uso de N-acetilcisteina e deferoxamina no tratamento de
pacientes criticamente enfermos com hipotensao

1 - IDENTIFICACAO E DADOS DEMOGRAFICOS

Iniciais: I | | | Registro hospitalar:
(| | | | e

Idade: |....||....||--..]| anos Sexo: | M | | F | Peso: |....||....||....| kg Altura:
[0 B A v

Data Internacao: Hospitalar: |....||....| / |....|]l-c.] / |- o]l--oo]

Na UTE [oooleer[ £ |eeel[ooee] £ ]eoeeleene]

2- COMORBIDADES

Insuficiéncia renal cronica |sim|ndo| creatinina inicial........
Insuficiéncia cardiaca |sim||n&o|

DM [sim|lndo|] HAS |sim||ndo|

OUTRAS:

3 - INTERNACAO NA UTI

Tipo: | 1 | Médica | 2 | Cirurgia eletiva | 3 | Cirurgia de urgéncia /
emergéncia

Origem: | 1 | Enfermaria/quarto | 2 | Emergéncia | 3 | Centro Cirdrgico |
4| Outra

Motivo da Internacao: | 1 | Monitoracdo pos-operatorio | 2 | Sepse

| 3 | Insuficiéncia respiratoria (exceto sepse) | 4 | Choque (exceto sepse)

| 5 | Neuroldgico | 6 | Renal / metabdlico | 7 | P6s PCR | 8 | Cardiovascular
| 9| Hepatico | 10 | Hematoldgica | 11 | Digestivo | 11 | Trauma | 12 | Outras
Escreva o diagndstico da internagéo:

4 - TEMPO HIPOTENSAO ......h......min

CAUSA DA HIPOTENSAO

| 1 | hipovolemia | 2 | hemorragia | 3 | sepse | 4 | medicaces | 5 | outras
TEMPO ENTRE HIPOTENSAO E INICIO DA INFUSAO DAS
DROGAS......... h...... mi
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5- APACHE Il VALOR atb+c=

a)Variaveis +4 +3 +2 +1 0 +1 +2 +3 +4

fisiolégicas

Temperatura >41 39-409 B5 36-384 34-359 32-339 | 30-3L9 <299

retal 89

PAM >160 130-159 110- 70-109 50-69 <49
129

FC >180 140-179 110- 70-109 55-69 | 40-54 <39
139

FR >50 35-49 25-34 12-24 10-11 6-9 <5

Oxigenagéo

Fio2>0,5 >500 30-49 | 200- <00

Fio2<05 349 >70 61-70 55-60 | <55

Ph >7,7 7,6-769 75~ 733749 725 715 <7,15

759 732 724

Na >180 160- 179 155 150- 130-149 120- 111- <110
159 154 129 119

K >7 6-69 55- 35-54 3-34 25-29 <25

59

Creatinina >35 2-34 15 06-14 <0,6

x2 se IRA 19

Ht >60 50— 46- 30459 20-299 <0
599 499

Globulos >40 20- 15~ 3-149 1-29 <1

brancos(/mm 399 199

3)

Glasgow 15

valor observad
o

b) Pontuacéo para idade

<44
45 -54
55 - 64
65-74
>75

o U1TwN o

¢) Pontuacédo para doenca crénica
se 0 paciente possui insuficiéncia

orgéanica ou imunossuprimido

A) Para nao cirargico ou
pés-op de cirurgia
de urgéncia — 5 pontos

B) Para pés-op de cirurgia

eletiva — 2 pontos
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6 — ANOTE OS VALORES PARA OS DOMINIOS DO SOFA E DO

SOFA TOTAL (pontos)

Avaliagdo das Disfungbes Organicas Sequenciais (Relacionadas a

Sepse)

—SOFA -

Pontos

1 2

3

4

Respiratorio
PaCO2/Fi02
Coaqulacédo
Plaquetas (x103/mm3)
Hepitico
Bilirubinas (mg/dL)
Cardiovascular *

Hipotensdo
Neuroldgico
Escala de Coma de
Glasgow
Renal

Creatinina (mg/dL)
ou

Débito Urinario

=400

=150

<1.2

Sem Hipotensdo

15

<12

301-400

101-150

1219

PAM < 70mmHg

13-14

1,2-19

201-300

51-100

2059
Dopamina < 5 ou

Dobutamina
(qualquer dose)

1012

2034

101-200 com
suporte ventilatario

21-50

6,0-11.9

Dopamina > 5 ou
Adrenalina = 0,1 ou
Moradrenalina £ 0,1

69

3549
ou
<500mLfdia

= 100 com suporte
ventilatério

=20

=12

Dopamina > 15 ou
Adrenalina > 0,1 au
Moradrenalina > 0,1

<6

=50

ou
<200ml/dia

* Drogas adrenérgicas adminstradas por um periodo maicr do que 1 hora (doses em ug/Kg/miny

D1de UTI |...|
D2 de UTI ...,
D3 de UTI ...,
D4 de UTI |...|
D5 de UTI ...
D6 de UTI ...
D7 de UTI |...|
D8 de UTI |...|
D9 de UTI |...|
D10 de UTI |....|

SOFA Cardiov Respir Hematol Hepatico Neuro Renal Total
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7. ANOTE OS VALORES DA CREATININA E VOLUME

CUreatinina mg'd] Diurese & 11 Diurese 12 18 Diurese 14 - 24 Diurese 24 - &

D1

D2

8. Anote os valores do KDIGO

(RIFLE)
D1 RJ|1|F2|L|3]| E|4] D2 R|1|F2]|L 3] E
4
D3 RJ|1|F2|L|3]| E|4] D4 R|1|F2]|L 3| E
4
D5 RJ|1|F|2|L|3]| El4 D6 R|1|F2|L 3| E
4
D7 RJ|1|F2|L|3]| El4 D8 R|1|F2|L 3| E
4
D9 RJ|1|F2|L|3]| El4 D10 R|1|F2]|L 3| E
4
9 — Evolugdo no CT1 e no Hospital
Saida do CTI: Obito: |sim||ndo| Alta: |sim|indo| Data: : |....||....| / |-...||.-.-] /
[ B
TEMPO INTERNACAO UTI dias Saida do Hospital: Obito:
|sim||n&o| Alta: |sim||n&o| _
Data: : |..|l....] / |...ll-..] 1 |/  TEMPO INTERNACAO
HOSPITAL dias
Houve decisdo para a limitacdo da terapéutica? |sim||ndo|
Data: : |...|l....| /|-«:l--:| /]---||---.] Necessidade de TRS: |sim||n&o|Numero

de sessdes Creatinina final: mg/dL
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APENDICE C - TERMOS DE CONSENTIMENTOS

TERMO CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O
PACIENTE

Anexo 1 — Termo de Consentimento Pés-Informacédo (modelo 1 — para
paciente)

Estudo — Incidéncia de IRA com uso de NAC e DFX em pacientes
hipotensos na UTI

Responsaveis: Dra Cassiana Mazon Fraga, Dra Cristiane Ritter, Dr
Felipe Dal Pizzol- Servigo de Medicina Intensiva

Esta sendo realizado no Servico de Medicina Intensiva do Hospital Sdo
José um estudo para verificar a incidéncia de Insuficiéncia Renal Aguda
e a producgdo de radicais livres em pacientes com doengas graves que
fazem hipotensdo arterial (queda da pressdo), e tentar controlar isso com
0 uso de duas medicacdes antioxidantes (contra radicais livres) que sdo a
N-acetilcisteina (NAC) e a Deferoxamina (DFX).

A Insuficiéncia Renal Aguda ocorre com muita frequéncia nesses
pacientes e a producdo de radicais livres também aumenta muito durante
estas situacdes, podendo causar mais lesdo em todos os outros 6rgaos do
organismo.

O objetivo deste trabalho experimental é determinar se o uso destes
antioxidantes diminui a producdo de radicais livres e a incidéncia de
insuficiéncia renal aguda.

A NAC é usada frequentemente para tratar pacientes que apresentam
infeccbes pulmonares para diminuir a quantidade de secrecdo que é
produzida nos pulmdes e também vem sendo muito usada para prevenir a
insuficiéncia renal aguda nos pacientes que fazem exames que utilizam
contraste como tomografias e cateterismos cardiacos. E uma medicacio
bastante segura que apresenta rarissimos efeitos colaterais.

A DFX é usada principalmente em pacientes que apresentam doencas
onde a quantidade de ferro no organismo encontra — se em excesso, Como
em alguns tipos de anemia. Apresenta alguns efeitos colaterais como
reacdes alérgicas que sdo raras e lesdes em outros 6rgdos como pulméo,
figado e cérebro que sdo mais raras ainda.

Para participar deste estudo o paciente receberd NAC na dose de
50mg/Kg por 4h seguido de 100mg/Kg/dia por 2 dias e DFX numa dose
Unica de 1g, numa velocidade de infusdo de 15mg/kg/h, ambos diluidos
em soro glicosado a 5%. N&o sera necessaria coleta de sangue extra do
paciente para a dosagem destas substancias, pois sera usado o sangue que
sobra das coletas feitas diariamente como rotina na UTI.
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Mesmo que o (a) senhor (a) decida ndo participar do estudo sobre
incidéncia de insuficiéncia renal e formagao de radicais livres apds 0 uso
de NAC e DFX, ndo havera nenhum prejuizo no seu atendimento no
hospital.

Declaro ter lido as informacGes sobre o estudo acima. Concordo em
participar do estudo e em coletar sangue para medir os radicais livres.
Estou de acordo que os resultados do estudo sejam publicados de forma
andnima numa revista cientifica.

Criciima, de de 20

Paciente

Responsavel pelo paciente

TERMO CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O
FAMILIAR

Anexo 1 — Termo de Consentimento Pés-Informacéo (modelo 1 — para
paciente)

Estudo — Incidéncia de IRA com uso de NAC e DFX em pacientes
hipotensos na UTI

Responsaveis: Dra Cassiana Mazon Fraga, Dra Cristiane Ritter, Dr
Felipe Dal Pizzol- Servi¢o de Medicina Intensiva

Esta sendo realizado no Servigo de Medicina Intensiva do Hospital Sao
José um estudo para verificar a incidéncia de Insuficiéncia Renal Aguda
e a producdo de radicais livres em pacientes com doencas graves que
fazem hipotensao arterial (queda da pressdo), e tentar controlar isso com
0 uso de duas medicagdes antioxidantes (contra radicais livres) que sdo a
N-acetilcisteina (NAC) e a Deferoxamina (DFX).

A Insuficiéncia Renal Aguda ocorre com muita frequéncia nesses
pacientes e a producdo de radicais livres também aumenta muito durante
estas situacdes, podendo causar mais lesdo em todos os outros 6rgéos do
organismo.

O objetivo deste trabalho experimental é determinar se o0 uso destes
antioxidantes diminui a producdo de radicais livres e a incidéncia de
insuficiéncia renal aguda.

A NAC é usada frequentemente para tratar pacientes que apresentam
infeccbes pulmonares para diminuir a quantidade de secrecdo que é
produzida nos pulmdes e também vem sendo muito usada para prevenir a
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insuficiéncia renal aguda nos pacientes que fazem exames que utilizam
contraste como tomografias e cateterismos cardiacos. E uma medicac&o
bastante segura que apresenta rarissimos efeitos colaterais.

A DFX é usada principalmente em pacientes que apresentam doencas
onde a quantidade de ferro no organismo encontra — se em excesso, Como
em alguns tipos de anemia. Apresenta alguns efeitos colaterais como
reacOes alérgicas que sdo raras e lesbes em outros drgdos como pulmao,
figado e cérebro que sdo mais raras ainda.

Para participar deste estudo o paciente receberda NAC na dose de
50mg/Kg por 4h seguido de 100mg/Kg/dia por 2 dias e DFX numa dose
Unica de 1g, numa velocidade de infusdo de 15mg/kg/h, ambos diluidos
em soro glicosado a 5% . Nao sera necessaria coleta de sangue extra do
paciente para a dosagem destas substancias, pois sera usado o sangue que
sobra das coletas feitas diariamente como rotina na UTI.

Mesmo que o (a) senhor (a) decida ndo autorizar a participacdo de seu
familiar no estudo sobre incidéncia de insuficiéncia renal e formacéo de
radicais livres ap6s o uso de NAC e DFX, ndo havera nenhum prejuizo
no atendimento de seu familiar no hospital.

Declaro ter lido e compreendido as informagdes sobre o estudo acima.
Como responsavel autorizo meu
familiar

___a participar deste estudo e a coletar sangue para medir os radicais
livres.

Estou de acordo que os resultados do estudo sejam publicados de forma
andnima numa revista cientifica.

Cricilima, de de20

Responsavel pelo paciente
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APENDICE D - COMITE DE ETICA E PESQUISA
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APENDICE E - REGISTRO NO CLINICAL TRIALS

B u.s. National Library of Medicine

ClinicalTrials.gov

Find Studies v About Studies ~ Submit Studies ~ Resources v About Site ~

Home >  Study Record Detail "] Save this study

N-acetylcysteine Plus Deferoxamine for Patients With Hypotension

ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00870883

The safety and scientific validity of this study is the
responsibility of the study sponsor and investigators.
A Listing a study does not mean it has been evaluated by

the U.S. Federal Government. Read our disclaimer for

Recruitment Status @ : Gompleted
First Posted @ : March 27, 2008
Last Update Posted @ : May 28, 2015

details.

Sponsor:
Universidade do Extremo Sul Catarinense - Unidade Academica de Ciecias da Saude

Collaborator:
Conselho Nacional de Desenvolvimento Gientifico e Tecnolégico

Information provided by (Responsible Party):
Felipe Dal Pizzol, Universidade do Extremo Sul Catarinense - Unidade Academica de Ciecias da Saude

Study Details = Tabular View No Results Posted Disclaimer  [E] How to Read a Study Record

Study Description Goto | ¥

Brief Summary:
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APENDICE F - PLANEJAMENTO

Inicio em margo 2016 e término em margo 2018

Periodo - Ano 2016 e 2017

Atividades
Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set  Out Nov Dez
1 Levantamento X X X X X X X X X X X
de Literatura
2 Montagem do X16 X16
Projeto
3  Coleta dos X16 X16 X16
Dados
4 Tratamento X17 X17 X17 X17 X17 X17 X17
dos Dados
5 Elaboragéo X17 X17 X17 X117 X17  X17
Final
6 Revisdo do X X X X X X X X X X
texto
X17

7  Entregada
dissertacao




