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RESUMO

Introdugao: Sepse € um conjunto de manifestagdes sistémicas graves produzidas
por uma infecgdo. Os marcadores sanguineos imunoldgico/inflamatérios sédo uteis na
deteccgdo precoce das disfungdes organicas, auxiliando no diagndstico de sepse e
do choque séptico. Embora a detecgao de biomarcadores no soro e/ou sangue seja
uma pratica padrdo, sua detecgdo em amostras nido invasivas, como a saliva, é
desejavel e tem sido bastante investigada. Objetivo: Investigar a saliva de pacientes
hospitalizados com sepse e sem sepse e identificar os niveis dos seguintes
marcadores da resposta inflamatdria: proteina C reativa (PCR), procalcitonina (PCT),
interleucina 6 (IL-6) e Oxido nitrico (ON). Métodos: Amostras de saliva foram
coletadas de 26 pacientes com diagnodstico de sepse internados em UTI e 26
pacientes hospitalizados sem sepse pareados (controle). Os niveis de PCR foram
determinados pela técnica de aglutinagcédo; de procalcitonina e IL-6, pelo método de
ELISA; e de o6xido nitrico, pela reacdo de Griess. Os resultados obtidos foram
comparados estatisticamente, considerando-se como menor nivel de significancia
p=0,05. Resultados: Dos 26 pacientes com sepse 12 eram do sexo feminino (46%)
e 14 do sexo masculino (54%), com média de idade de 63,81+3,48 anos. Os
pacientes do grupo controle apresentavam a mesma distribuicdo em relagdo ao
sexo, com média de 65,04 + 4,07 anos de idade, nao diferindo estatisticamente do
grupo com sepse (p=0,82). Ambos os grupos apresentavam boa higiene oral, e as
condicbes dentarias e bucais foram semelhantes. Quanto aos marcadores
inflamatorios, embora o grupo com sepse tenha apresentado médias de
concentracdes salivares de PCR, procalcitonina, IL-6 e ON superiores, somente para
IL-6 observou-se significancia estatistica (p=0,0001). Conclusdes: Conclui-se que
pacientes com sepse apresentaram niveis de IL-6 significantemente superiores na
saliva, sugerindo que esta amostra biologica e esta citocina possam ser uteis no
diagndstico deste quadro.

Palavras-chave: Sepse; Saliva; Unidade de Terapia Intensiva; Biomarcadores.
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ABSTRACT

Introduction: Sepsis is a severe systemic manifestation produced by an infection.
Blood inflammatory/immunological markers are useful in the early detection of organ
dysfunction, aiding in the diagnosis of sepsis and septic shock. Although detection of
sera/blood biomarkers is a standard practice, detection in non-invasive samples,
such as saliva, is desirable and has been extensively investigated. Objective: To
investigate the saliva of hospitalized patients in sepsis and without sepsis and
identify levels of the following inflammatory markers: C-reactive protein (CRP),
procalcitonin (PCT), interleukin 6 (IL-6) and nitric oxide (NO). Methods: Saliva
samples were collected from 26 ICU patients with a diagnosis of sepsis and 26
hospitalized patients without sepsis (control). PCR levels were determined by the
agglutination technique; procalcitonin and IL-6 by the ELISA method; and nitric oxide,
by the Griess reaction. The results obtained were compared statistically, considering
as lower level of significance p = 0.05. Results: Of the 26 patients with sepsis 12
were female (46%) and 14 males (54%) with a mean age of 63.81 + 3.48 years.
Patients in the control group had the same distribution with regard to sex, averaging
65.04 + 4.07 years of age, but was not different from the sepsis group (p = 0.82).
Both groups presented good oral hygiene, and dental and oral conditions were
similar. With regard to inflammatory markers, although the sepsis group presented
higher salivary concentrations of CRP, procalcitonin IL-6 and ON, only for IL-6 it was
observed statistical significance (p = 0.0001).Conclusions: It was concluded that
patients with sepsis had significantly higher levels of IL-6 in saliva, suggesting that
this biological sample and this cytokine could be useful in the diagnosis of this
condition.

Keywords: Sepsis; Saliva; Intensive Care Unit; Biomarkers.
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1 INTRODUGAO

A sepse € um conjunto de manifestagdes sistémicas graves produzidas por
uma infecgdo. A infeccdo pode estar localizada em apenas um 6rgao, como por
exemplo, o pulmao, mas provoca em todo 0 organismo uma resposta inflamatdria,
que pode vir a comprometer o funcionamento de varios dos 6rgaos do paciente
(ILAS, 2017).

A sepse € uma condicdo comum em ambientes de assisténcia a saude, e esta
associada a altas taxas de morbidade e mortalidade com incidéncias que variam
consideravelmente, podendo chegar a uma de cada duas ou trés mortes
hospitalares (Mariansdatter et al., 2017). De acordo com a Associacdo Médica
Brasileira (2016), o Brasil tem uma das mais altas taxas de mortalidades por sepse
do mundo e alguns estudos epidemioldgicos mostram que os indices brasileiros sao
maiores do que os de paises economicamente semelhantes, como a Argentina.

De acordo com dados recentes dos Estados Unidos e Alemanha, a sepse &
a mais dispendiosa razdo de hospitalizagdo. Por isso, a investigacdo de novos
diagndsticos e tratamentos da sepse tem sido uma prioridade na medicina intensiva.
Definir sepse € uma tarefa dificil, uma vez que ndo é uma doencga definitiva, e a
gravidade pode variar de uma forma leve de acometimento de um 6érgao a faléncia
de multiplos 6rgaos, que necessita de terapias invasivas para salvar o paciente.
Assim, a disfuncéo de 6rgaos deve ser reconhecida o mais cedo possivel e medidas
devem ser tomadas sem demora, a fim de estabilizar o paciente e evitar qualquer
dano secundario (Molnar et al., 2016).

Os marcadores laboratoriais sao Uteis na deteccao precoce das disfungdes

organicas, auxiliando no diagnostico de sepse e do choque séptico. As analises



Introducéo 8

laboratoriais, como a dosagem de gases sanguineos, creatinina e bilirrubina, acido
latico, eletrdlitos, glicose e marcadores da inflamagdao, como proteina C reativa
(PCR), procalcitonina (PCT), 6xido nitrico (NO), citocinas, entre outros, refletem as
alteragdes bio-fisico-quimicas que ocorrem nos tecidos na vigéncia da sepse e/ou
choque séptico (Zavariz et al., 2006).

Embora a detecgado de biomarcadores no soro e/ou sangue seja uma pratica
padrao, sua deteccdo em amostras nao invasivas é desejavel e tem sido bastante
investigada. Javaid et al. (2016) avaliaram a saliva como uma potencial ferramenta
de diagnéstico, devido a sua facilidade de obtencao e nao-invasiva acessibilidade, a
sua abundancia de biomarcadores, como material genético e proteinas. De acordo
com Zhang et al. (2016), considerando a precisao, a eficacia, a facilidade de coleta,
uso, armazenamento e custo, testes salivares poderdo estar disponiveis em
consultérios odontolégicos para diagnosticar doengas auto-imunes (sindrome de
Sjogren, fibrose cistica), doengas cardiovasculares, diabetes, virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), cancer bucal, carie, doengas periodontais, entre
outras. Além disso, testes diagndsticos salivares poderiam permitir o rastreio de uma
doencga especifica, numa populagédo inteira, em tempo habil (Javaid et al., 2016;
Prasad et al., 2016).

De acordo com Mello et al. (2011) os niveis salivares de cortisol em
pacientes com sepse grave pareciam ser melhores marcadores da atividade
glicocorticoide, quando comparados aos niveis de cortisol sérico.

Uma vez que estudos sobre biomarcadores da inflamacdo na saliva de
pacientes com sepse sao raros, considerando as vantagens na obtengdo e
armazenamento destas amostras bioldgicas, pesquisas que os investiguem sao

necessarias e terdo ampla aplicagdo na area médica e odontoldgica.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Sepse

A sepse é uma sindrome que surge quando a resposta do organismo a uma
infeccdo grave lesa seus proprios tecidos (Klouwenberg et al., 2015). Em 1992, um
consenso internacional definiu, diferenciou e classificou a sepse e condicdes
relacionadas da seguinte forma:

— Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS): reacao inflamatdria
a uma série de agressoes, infecciosas ou ndo, adotando-se para a caracterizagao do
envolvimento sistémico a presenga de, pelo menos, duas das seguintes alteragdes:
Temperatura > 38° C ou < 36° C, Frequéncia cardiaca > 90 batimentos/min,
Frequéncia respiratoria > 20 movimentos/min ou PaCO2< 32 mmHg (<4,3 kPa),
Leucécitos > 12.000 células/mm3 ou < 4.000 células/mm3 ou > 10% de formas
jovens (bastonetes);

—SEPSE: SIRS, acompanhada de foco infeccioso;

—SEPSE GRAVE: sepse com disfungdo organica, sinais de hipoperfusao
(acidose, oliguria, alteragdo aguda do estado mental, entre outros) ou hipotensao
arterial (PA sistélica < 90 mmHg ou redugédo de > 40 mmHg da linha de base, na
auséncia de outras causas);

— CHOQUE SEPTICO: sepse grave com hipotensdo, a despeito de
adequada reposicdo volumétrica, associada a presenga de anormalidades da
perfusao;

— Sindrome da Disfuncéo de Multiplos Orgdos (SDMO): disfuncéo organica

em que a homeostasia nao pode ser mantida sem intervengao (Pugin et al., 2012).
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Singer et al. (2016) discutem as definicdes de sepse e o choque séptico, e
apontam que a sepse deve ser definida como uma disfungéo organica com potencial
fatal (superior a 10%) e o choque séptico deve ser visto como uma subdivisdo da
sepse, onde ocorrem anormalidades circulatorias, celulares e metabdlicas, as quais
estdo associadas a maior mortalidade (superior a 40%).

Em 2017, o |Instituto Latino Americano reclassificou as condicbes
relacionadas a sepse, estabelecendo os seguintes conceitos: sindrome da resposta
inflamatodria sistémica (SIRS), infeccéo, sepse e choque séptico. A SIRS permanece
sendo reconhecida pelos mesmos sinais e sintomas. Paciente com INFECCAO é
aquele que nao apresenta disfungéo, tendo ou nao os critérios de SIRS, com foco
infeccioso suspeito ou confirmado (bacteriano, viral, fungico, etc.). Para sepse
adotou-se a definicdo de presenca de disfungdo organica ameacgadora a vida em
decorréncia da presenca de resposta desregulada a infecgdo. E choque séptico foi
definido pela presenca de hipotensdo nao responsiva a utilizacdo de fluidos,
independente dos valores de lactato (ILAS, 2017).

As taxas de mortalidade de sepse aumentaram durante a ultima década,
representando um de cada trés mortes em hospitais nos EUA. Entretanto, a
estimativa da incidéncia de sepse ainda é dificil, pois depende do consenso na
definigdo do quadro (que até 1992 nédo existia), do método utilizado para avaliar a
condigao da populagao subjacente (Mariansdatter et al., 2016).

A identificacdo precoce dos sinais e sintomas é de crucial importancia para a
instituicdo de medidas terapéuticas que se baseiam, fundamentalmente, em
reposi¢cao volémica, antibioticoterapia, emprego de costicosterdides, tratamento
anticoagulante, medidas de manutengdo da viabilidade biolégica e suporte

nutricional. Apesar da expressiva producdo de conhecimento acerca da
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fisiopatologia e do tratamento, a sepse permanece uma entidade de dificil manejo
clinico (Batista et al., 2011).

Embora a suspeita clinica de infeccédo seja um fator de diagnéstico da sepse,
pouco se sabe sobre a precisdo desse diagnostico no contexto de pacientes que
apresentam, em UTI, sinais e sintomas de uma "sindrome de sepse". Klouwenberg
et al., (2015) avaliaram a probabilidade de ocorréncia real de infeccdo em pacientes
que foram tratados para sepse na admisséo a UTI, e associaram com a mortalidade.
Os autores verificaram que de 2579 doentes tratados para sepse, somente 13%
tinham uma probabilidade de infecgcédo, geralmente associada com maior tempo de
permanéncia e complicagdes. Os pacientes com uma infecgdo improvavel tiveram
uma taxa de mortalidade mais elevada em comparagdao com os pacientes com uma
infeccao definida.

A hipotermia esta associada a desfecho adverso em pacientes com sepse.
Wiewel et al. (2016) estudando 525 pacientes com sepse, verificaram que a
hipotermia, identificada em 186 pacientes, foi significantemente associada a
mortalidade. Fatores de risco para ocorréncia da hipotermia incluiram baixo indice
de massa corporal, hipertenséo e insuficiéncia cardiovascular crénica. Além disso,
os marcadores de ativagcdo endotelial estavam aumentados nestes pacientes,
sugerindo que a disfungdo vascular desempenha um importante papel na sepse
hipotérmica.

A fisiopatologia da sepse depende das relagdes estabelecidas entre o agente
etiolégico e o hospedeiro. Muitos dos aspectos a respeito do desencadeamento
dessa condicdo morbida permanecem em aberto, provavelmente pela falta de uma
compreensao mais adequada dos aspectos bioquimicos da resposta imune e do

processo inflamatério. As hipoteses propostas para explicar a génese da sepse
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devem incluir o conhecimento da interacdo patdégeno/sistema imune inato, da
inflamacgao/mediagao imunolégica adaptativa e do sistema de coagulagao (Batista et
al., 2011).

E importante dizer, também, que os indices de sepse em UTls de paises em
desenvolvimento sao alarmantes. Machado et al. (2017) associam a prevaléncia e a
mortalidade de sepse no Brasil com fatores organizacionais, principalmente no que
se refere a recursos financeiros disponiveis. Os autores concluem que os locais com
menos recursos sao 0s que possuem piores desfechos da sepse, bem como
chamam a atencdo para a necessidade de instrumentos que visem a prevencéao, o

diagndstico precoce e o tratamento adequado de sepse no Brasil.

2.2 Biomarcadores Séricos

Os biomarcadores podem ser utilizados como valiosas ferramentas na
deteccao, avaliacdo de risco, diagndstico, progndstico e monitoragdo de diversas
condicbes patoldgicas, podendo apresentar-se de diversas formas, tais como:
microrganismos, anticorpos, DNA, RNA, lipideos, metabdlitos ou proteinas

(Morgado, 2015; Zhang et al., 2016).

Atualmente, proteinas de fase aguda, citocinas pro-inflamatorias, moléculas
de adesao, marcadores de superficie celular e quimiocinas estdo sendo usados para
diagnosticar a sepse neonatal. Os marcadores mais comumente utilizados sao fator
de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8),
proteina C-reativa (PCR), proteina C reativa altamente sensivel (hs -CRP) e pré-

calcitonina (PCT) (Ganesan et al., 2016).
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A proteina C reativa (PCR) é, provavelmente, o marcador mais
frequentemente utilizado para determinar a presenca e dimensionar a gravidade da
reacdo inflamatdria. E uma proteina de fase aguda produzida pelos hepatdcitos apés
um estimulo de mediadores inflamatérios, como a IL-6 e a IL-8. As elevacdes das
chamadas proteinas de fase aguda sdo importantes para o diagndstico e
monitoramento da evolugdo do processo infeccioso/inflamatério. Enquanto alguns
autores encontram uma associagao deste marcador com a severidade da sepse e
choque séptico, outros questionam o valor da PCR elevada no seu diagndstico e na
estratificacdo de sua gravidade (Zavariz et al., 2006).

A interleucina 6 (IL-6) € uma citocina pré-inflamatéria produzida pelos
linfocitos T e B, que desempenha diversas fungdes nas respostas imunes celulares e
humorais, sendo um biomarcador importante no diagnostico do processo
inflamatdrio (Volp et al., 2008). Segundo Mally et al. (2014) a IL-6 é mais sensivel
que a PCR, mas nao pode ser usada como unico marcador de sepse, pois tem
meia-vida curta.

Segundo Ganesan et al. (2016) a IL-6 € um marcador altamente sensivel e a
PCR é um marcador mais especifico para o diagndstico de sepse neonatal. Desta

forma, a combinacao de IL-6 e PCR sao os melhores preditores desta condigao.

A Procalcitonina (PCT) tem demonstrado a mais alta confiabilidade no
diagndstico precoce de sepse, sepse grave ou choque séptico, em comparagao com
outros biomarcadores séricos ou dados clinicos sozinhos. A PCT €& um precursor do
horm&nio calcitonina, secretado em pacientes saudaveis pelas células C da tiredide.
Durante as infeccbes sistémicas, a PCT é secretada por varios outros tecidos,

resultando num aumento sérico consideravel (Lanziotti et al., 2016). Além do
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diagnostico de sepse, PCT tem sido utilizada também para esclarecer a origem
bacteriana de algumas infecgdes localizadas (Angeletti et al., 2015).

Tem sido observado que a dosagem de PCT na admisséo hospitalar reduz a
antibioticoterapia precoce em situagdes de baixo risco e diminui o tempo de uso dos
antibidticos em casos de infec¢des severas (Sager et al., 2017).

Para Cabral et al. (2018), os biomarcadores sdo de suma importancia para
que sejam evitados cuidados médicos desnecessarios, e a PCT é a lider para
identificacdo de infeccbes, por ser considerada um método preciso e pratico,
melhorando os resultados dos pacientes.

De acordo com o estudo de Patel et al. (2015), os niveis de PCT fornecem
resultados relevantes (informagdes clinicas) sobre o estado de saude em pacientes
portadores da Doenca Pulmonar Obstrutiva Crbnica. Outros resultados apontam
também que a PCT pode desempenhar um papel durante o diagnéstico da
inflamacéao periodontal, e um nivel elevado de PCT salivar pode ser um indicativo de
outras doencgas periodontais (Hendek et al., 2015).

A analise da cinética da procalcitonina e da proteina C reativa em pacientes
recém-nascidos que passaram por cirurgia cardiotoracica indicou que a
procalcitonina € um bom biomarcador da sepse, € a mesma possui melhor
desempenho que a proteina C reativa nestes casos, sendo que valores acima de 5

mg/L entre as primeiras 48 horas indicam alto risco de sepse (Pérez et al., 2016).

Os niveis de procalcitonina podem ser utilizados, também, no diagnéstico de
sepse grave em pacientes que sofreram queimaduras graves, assim como no
monitoramento da terapia antimicrobiana, pois se trata de um método confiavel e de

facil medicao (Mokline et al., 2015).
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Nos casos de pacientes sépticos, o acompanhamento dos niveis de
procalcitonina pode ser utilizado para o conhecimento do prognostico e para prever
a mortalidade destes pacientes, conforme indica o estudo feito por Peschanski et al.

(2016).

Em pacientes com transplante de medula, os biomarcadores de sepse podem
ser utilizados no diagndstico complementar para distinguir as infecgdes de outras
causas de febre. Stoma et al. (2016) estudaram a presepsina, a procalcitonina e a
proteina C-reativa, e verificaram que a presepsina obteve melhor desempenho para

este fim.

No caso de pacientes com cancer, pode ser feito o uso da procalcitonina,
mas € recomendavel que sejam realizadas combinagbes com outros métodos, tais

como CD64 e Interleucina 6 (IL-6), conforme reportado por Sbrana et al. (2016).

Outra molécula sinalizadora chave na inflamagao, resposta imune e cancer é
0 6xido nitrico (ON), gerado pelo éxido nitrico sintetase (NOS) (Fukumura et al.,
2006). Embora sendo uma das mais simples moléculas biolégicas na natureza, o
oxido nitrico esta envolvido em muitos processos fisiolégicos no homem, que
incluem neurotransmissédo, controle da pressdo sanguinea, coagulagcéo do sangue e
participagdo na capacidade do sistema imunologico de destruir células tumorais e
parasitas intracelulares. Assim, a estimulacdo de sua producdo, bem como das
citocinas proé-inflamatérias, beneficia a defesa e impede a instalagado, multiplicacao e

permanéncia de patégenos nos tecidos (Jorjao, 2012).

Para Aranke et al. (2011), o 6xido nitrico € um excelente biomarcador da
inflamacdo, e apds a validacdo e padronizagdao do método para sua deteccgao,

havera um grande avango na medicina molecular.



Reviséo de Literatura 16

Sundar et al. (2013) avaliaram os niveis de o6xido nitrico na periodontite
crOnica e agressiva generalizada, e concluiram que o 6xido nitrico € um potente
biomarcador de doencas inflamatdrias e de condigdes patoldgicas. Os autores
chamaram a atencgédo para a importancia de combinagado da analise do soro e da

saliva na detec¢ao das condigdes inflamatérias.

2.3 Biomarcadores Salivares

A saliva é o liquido secretado pelas glandulas salivares, a qual umedece a
cavidade bucal. A saliva possui fungdes importantes, tais como: protecdo da mucosa
e dos dentes, formacdo do bolo alimentar, digestdo inicial de polissacarideos,
regulagéo do pH bucal e também tem sido um eficiente marcador no diagndstico de

diversas doencas (Bretas et al., 2008; Lima et al., 2014).

A saliva é um fluido corporal eficaz no diagnéstico de doengas orais e
sistémicas, tratando-se de um método adequado e confiavel, o qual pode ser

utilizado também no monitoramento de doencas (Helmerhost et al., 2018).

Diversas sado as fungdes desempenhadas pela saliva, contendo iniUmeras
vantagens, quando comparada ao sangue, na sua utilizacdo como fonte de
biomarcadores. Seu processo de coleta é pouco invasivo, ndo doloroso e de facil
aplicacdo, além das amostras salivares poderem ser manuseadas e armazenadas
com maior facilidade, ja que ndo coagulam como o sangue. Por isso, a saliva tem
sido reconhecida como uma fonte nao invasiva e segura de marcadores bioldgicos,
podendo ser um substituto do sangue no diagndstico e progndstico de doencas

diversas (Morgado, 2015).
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A saliva tem sido cada vez mais utilizada como um bio-amostra-biomarcador,
constituindo-se um diagndstico alternativo ao sangue, tendo em vista que o uso

desta oferece resultados confiaveis com custos reduzidos (Patel et al., 2015).

Lima et al. (2014) propdem o uso da saliva para o diagnostico de doengas
orais e sistémicas, pois se trata de um fluido corporal com elevada participagdo nas

fungdes patoldgicas e fisioldgicas do organismo humano.

Em uma reviséo de literatura Javaid et al. (2016) analisaram a evolugao do
uso de biomarcadores salivares no diagnostico das seguintes doencgas: doengas
autoimunes, doengas cardiovasculares, diabetes, HIV, cancer bucal, carie e doencgas
periodontais; ressaltando a sua precisdo, eficacia, facilidade de uso e custo. Os
resultados foram satisfatérios em todos os aspectos analisados, mas os autores
ressaltam a necessidade de padronizagdo no método, assim como a necessidade de
regulamentos que fortifiquem o uso deste no diagndstico, principalmente em clinicas

odontoldgicas.

Ding et al. (2016) realizaram uma meta-andlise sobre o uso potencial de
miniRNAs salivares como biomarcadores para diagnéstico do cancer. A partir de 17
estudos, os autores concluiram que a saliva poderia ser usada como fonte de
deteccao de miniRNAs, apresentando potencial para obtencdao de biomarcadores

para detecg¢ao do cancer.

A detecgcao de processos inflamatoérios crénicos utilizando a saliva também
tem sido estudada. Trabalhos sobre os principais biomarcadores da inflamacéo,
como: fator de necrose tumoral, IL-1, IL-6, IL-8, quimiocinas, ciclooxigenase (COX),
5-lipoxigenase e proteina C-reativa, destaca que tanto os marcadores salivares,

quanto os urinarios tém demonstrado grande eficiéncia na identificacdo de
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processos inflamatorios, e, no caso da analise da saliva, os autores ressaltam o fato

de ser “nédo invasiva, precisa, rapida, facil de usar e barata” (Prasad et al., 2016).

Em um estudo com pacientes diabéticos (Tipo 1 e 2-T1D e T2D), Dezayee &
AlINimer (2016), analisaram a taxa de fluxo salivar e quantificaram PCR em amostras
de saliva. Os resultados obtidos mostraram que a taxa de fluxo salivar era menor em
T1D, quando comparada aos individuos saudaveis e com T2D, e que PCR era
positiva (acima de 6 mg/ L) em 36% e 56% dos pacientes com T1D e T2D,
respectivamente. Concluiu-se que a PCR em saliva poderia ser utilizada como
biomarcador da sindrome metabdlica, sendo seu valor mais evidente em T2D

quando comparado a T1D.

A saliva também tem sido estudada para o diagndéstico de disfungao organica
em pacientes com sepse ou choque séptico. Dezayee & AlNimer (2016), analisando
o horménio adrenocorticotropico (ACTH), o cortisol salivar, o cortisol total, além de
colesterol e lipoproteinas, concluiram que o cortisol salivar ndo foi relevante no
diagnodstico de insuficiéncia adrenal em comparagao ao cortisol total, entretanto os
autores ressaltaram a necessidade de mais estudos sobre o tema para corroborar
tais resultados. Ja Elbuken et al. (2016), demonstraram a eficiéncia do uso de
cortisol salivar (SAC) em vez de cortisol total sérico (STC) para o diagnédstico de

insuficiéncia adrenal em pacientes com sepse grave.

Mello et al. (2011) também ja havia destacado a utilidade de SAC. Os autores
estudaram pacientes com sepse grave, pacientes em poés-operatério e pacientes
saudaveis. Nos pacientes com sepse grave, a concentragdo média de cortisol salivar
foi 2,6 vezes superior a dos pacientes pds-operatorios, que apresentaram niveis 5,4

vezes maiores que os pacientes saudaveis. O cortisol total sérico também foi maior
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nos pacientes com sepse grave, quando comparado aos pacientes controle e
pacientes em poés-operatério. Os autores concluiram que o cortisol salivar em
pacientes criticos poderia ser um melhor indicador laboratorial do que o cortisol total
no soro, pois refletiu de forma mais realista a gravidade dos pacientes. A principal
limitagdo que os autores encontraram na analise do cortisol salivar foi em coletar as
amostras em pacientes entubados e desidratados, problema que poderia ser

superado coletando-se as amostras apos a reposi¢cao volumétrica.

A utilizagdo da saliva para verificagdo de insuficiéncia adrenal parece ser
eficiente também em criangcas de 1 a 12 anos, em choque séptico (Singh et al.,

2013).

Embora a utilizagdo da saliva para diagnéstico das disfungbes organicas dos
pacientes com sepse esteja bem caracterizado, o encontro de um biomarcador
inflamatorio precoce e especifico poderia auxiliar na elaboracdo de medidas que

possibilitariam reduzir o risco de desenvolvimento destas disfungdes.
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3 PROPOSICAO

Este estudo teve como objetivo analisar a saliva de pacientes hospitalizados
com sepse e sem sepse, e identificar os niveis dos seguintes marcadores

inflamatdrios: proteina C reativa, procalcitonina, IL-6, 6xido nitrico.



21

4 MATERIAIS E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de
Taubaté (CAAE 89572717.0.0000.5501) e pelo Hospital Regional do Vale do
Paraiba, em Taubaté/SP, conforme determina a resolugao vigente sobre pesquisas
com seres humanos (Resolucdo n° 510/2016- Conselho Nacional de Saude).

Os acompanhantes dos pacientes foram informados sobre o objetivo e a
metodologia do estudo e, assinaram um Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (Apéndice A).

4.1 Calculo da amostra

Devido ao desconhecimento do tamanho da populagdo em sepse, trés
parametros desconhecidos foram definidos, os quais:

- O nivel de confianca desejado; o erro de amostragem permitido; a
verdadeira proporgéo de “sucesso”, n = (z)? p (1 —p)/ €2 O nivel de confianga usado
na determinagao do tamanho da amostra foi de 95% (caso em que o z=1,96) porque
proporciona bom equilibrio entre a precisdo e a confiabilidade. O erro da
amostragem permitido foi de 20% ou seja, €=0,20, que € o volume do erro que
estamos dispostos a aceitar ao estudar a propor¢cdo da populagédo, ou seja, € a
diferengca maxima provavel entre a propor¢do amostral e a verdadeira proporgao
populacional. Como a verdadeira proporcdo de sucessos € desconhecida, e nao
temos informacado do passado e nem experiéncias relevantes, foi usado o p=0,5
como o modo mais conservador de determinar o tamanho da amostra. Essa deciséo

resultou no maior tamanho da amostra possivel.
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Assim, quando p= 1/2 (0,5), n = (z)? / 4d2.

n=(1,96)%4 (0,20)?.

n=3,8416/0,16.

n=24,1.

Considerando 5% de perdas ou recusas, o tamanho da amostra ficou

estabelecido em 26 pacientes por grupo.

4.2 Populagao estudada

Ao todo, foram selecionados para o estudo 52 pacientes, divididos em dois
grupos distintos, os quais:

- Grupo sepse: 26 pacientes internados em UTI com diagndstico de sepse;

- Grupo controle: 26 pacientes hospitalizados sem sepse, com as mesmas

caracteristicas de sexo e idade do grupo teste.

4.3 Critérios de Inclusao

Os pacientes foram incluidos neste estudo de acordo com os seguintes
critérios:
- Pacientes hospitalizados;
- Pacientes em sepse, para o grupo “sepse”;
- Pacientes sem sepse, com condi¢des de sexo e idade ao grupo sepse, para o
grupo “controle”;
- Pacientes com consentimento ou com autorizagdo e consentimento dos

acompanhantes.
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4.4 Critérios de Exclusao

Os pacientes foram excluidos deste estudo de acordo com um critério basico,
o qual:

- Pacientes sem condi¢des de coleta de saliva.

4.5 Caracterizagao e diagnoéstico de sepse

A caracterizagao e o diagnostico de sepse foram feitos a partir dos sintomas a
seqguir:

1. Febre-temperatura corporal > 38,3 °C ou hipotermia temperatura corporal <
36°C

2. Taquicardia — frequéncia cardiaca > 90 bpm;

3. Taquipnéia — frequéncia respiratéoria > 20 irpm ou PaCO2< 32 mmHg;

4. Leucocitose ou leucopenia — leucécitos > 12.000 cels/ mm3 ou < 4.000
cels/mm3, ou a presenga de > 10% de formas jovens (bastdes) (ILAS, 2016).

5. Presenca de disfungao organica

Todos os pacientes foram identificados por cédigo, de tal forma que somente
os pesquisadores tivessem acesso as informacgdes.

De cada participante foi colhida a histéria médica do prontuario, e as
seguintes informagdes: sexo, idade, tempo de internagdo, motivo de internagao,
local de infecgdo (quando presente) e etiologia, momento do desenvolvimento de
sepse, tempo de sepse, uso de antibidticos, presenga de ventilagdo mecanica,

dados laboratoriais, 6bito e condigao bucal e dentaria (Apéndice B - Ficha Clinica).
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4.6 Coleta de saliva

Amostras de saliva dos pacientes foram coletadas por meio de pipetas
descartaveis e acondicionadas em tubos plasticos identificados. As amostras foram
armazenadas a -20°C até o momento das analises. Para o grupo teste, a coleta de

amostras ocorreu nas primeiras 24 horas apos o diagndstico de sepse.

4.7 Analise da saliva

Foram realizadas as analises de PCR, PCT, IL-6 e de 6xido nitrico. Os niveis
de PCR foram determinados pela técnica de aglutinagao, de IL-6 e PCT, utilizando-

se método de ELISA, e de éxido nitrico, pela reacao de Griess.

e Dosagem da proteina C reativa (PCR) - Método de aglutinagao

A saliva em analise foi colocada em contato com um reagente que contém
particulas de latex revestidas com anticorpo anti-PCR (Wama Diagndstica, Sao
Carlos-SP, Brasil). A PCR, se presente, provoca a aglutinagao visivel a olho nu das
particulas do latex.

De cada amostra de saliva foram pipetados 25uL em Iamina de fundo preto e
em seguida adicionados 25uL do reagente para PCR. Com auxilio de um bastao, foi
realizada a homogeneizagdo com movimentos circulares por um minuto e depois
disso realizada a leitura da reagdo. Nas amostras que nao ocorreram aglutinagéo a
amostra foi considerada nao reagente e a dosagem de PCR considerada inferior a
6,0 mg/l (sensibilidade do teste). J& nas amostras em que houve a aglutinagéo a

amostra foi considerada reagente e entdo foram realizadas diluigbes seriadas da
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mesma para obten¢cao do maior titulo positivo. Para estas amostras, a quantidade de

PCR foi calculada multiplicando-se o titulo por 6,0 mg/I.

e Dosagem de Procalcitonina

Os niveis de Procalcitonina foram determinados pela técnica ELISA (Human
PCT, ELISA Elabscience, Bethesda, USA).

Foram adicionados 100 ul da amostra de saliva ou do padrao de PCT com
concentragbes conhecidas (curva-padrdo) em cada pogo de uma placa de 96
orificios sensibilizada com anticorpo anti-PCT. Em seguida incubou-se por 90
minutos a 37°C.

ApOs a primeira incubagao, as amostras foram retiradas e foram adicionados
a cada pocgo 100ul de anticorpo de deteccdo especifico para PCT, conjugado a
biotina. Em seguida, a placa foi novamente submetidas a incubacgéo, desta vez, por
60 minutos a 37°C.

Terminada a incubacgao os liquidos foram aspirados e a placa foi lavada trés
vezes com tampao de lavagem. Apéds, foram adicionados 100 ul de estreptoavidina,
marcada como peroxidase e nova incubacéo foi realizada.

Depois da terceira incubacao, os pogos foram lavados e aspirados 5 vezes
com tampdao de lavagem, entdo, foram adicionados 90 ul de reagente de substrato.
Apés nova incubagao por 15 minutos a 37°C, foram adicionados aos orificios 50 ul
de solucdo de parada e a leitura das densidades o6ticas foi realizada.

Apo6s obtencdo das densidades Opticas, os niveis de PCT presentes nas

salivas foram determinados utilizando o programa GraphPadPrism 4.0.
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e Dosagem de IL-6

Os niveis de IL-6 foram determinados pela técnica ELISA (Human IL-6
DuoSet ELISA R&D Systems, Minneapolis, USA).

Placas de microtitulagdo de 96 pogos (Nunc) foram sensibilizadas com
anticorpos de captura especificos para IL-6 humana (100uL/poc¢o).

As placas foram mantidas “overnight” em temperatura ambiente. No dia
seguinte, as placas passaram por 3 lavagens com tampéao de lavagem (PBS com
0,05% de Tween 20) e foram bloqueadas com 300uL de tamp&o de bloqueio (PBS
com 1% de soro albumina bovina, BSA) por 1 hora a temperatura ambiente. Apés,
foram lavadas 3 vezes com tampao de lavagem e receberam 100 uL das amostras
de saliva ou 100 uL dos padrées de IL-6 com concentragdes conhecidas (curva-
padrao).

Os testes foram realizados em duplicata e as placas mantidas 2 horas a
temperatura ambiente. Apds, as placas foram novamente lavadas 3 vezes com
tampao de lavagem e houve o acréscimo de 100 uL de anticorpos de detecgéo
especifico para cada biomarcador marcado com biotina. As placas foram mantidas
por 2 horas em temperatura ambiente.

Apos lavagem, foi acrescentada estreptoavidina (100 ulL/pogo) e as placas
mantidas por 20 min cobertas com papel-aluminio para evitar luz direta. Apos
lavagem, a reacgao foi revelada com 100 ul/pogo de solugdo contendo substrato
cromogénico e peroxido de hidrogénio. As placas foram tampadas com papel-
aluminio para evitar a luz direta e mantidas em temperatura ambiente por 20
minutos. Em seguida, foram adicionados em cada pogo da placa 50 uL de solugao
stop (acido sulfurico 2 N). As densidades o6pticas (DO) foram lidas no leitor de

microplacas (Biotek) com comprimento de onda de 450 nm.
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ApoOs obtencdo das densidades oOpticas, os niveis de IL-6 presentes nas

salivas foram determinados utilizando o programa GraphPadPrism 4.0.

e Dosagem de oOxido nitrico
Os niveis de o6xido nitrico salivares foram determinados indiretamente
pela concentracdo de nitrito detectada pelo reagente de Griess, composto por
volumes iguais de trés solucgdes (A, B e C).

A solugao A foi produzida a partir de 0,6 g de acido sulfanilico dissolvido em
70 mL de agua destilada quente. Apds esfriar a solugao foi adicionado 20 mL de
acido cloridrico concentrado e de agua destilada até o volume de 100mL.

A solucao B foi produzida a partir de 0,6 g de alfa-naftalamina dissolvido em
20 mL de agua destilada e 1mL de acido cloridrico. O volume foi completado com
agua destilada até 100 ml.

A solugao C foi produzida com 16,4 g de CH3COONa 3H20 em agua destilada
no volume de 100mL.

Apos a mistura de partes iguais das trés solugdes, o reagente de Griess foi
acrescentado nos orificios de uma placa de 96 orificios. A seguir, 0 mesmo volume
das amostras de saliva foi acrescentado. A leitura utilizou o leitor de ELISA em
comprimento de onda 520 nm.

Para o calculo da concentracado do nitrito, foram utilizadas amostras padrao

de nitrito de 100mM a 0,32mM, constituindo uma curva padrao.

4.8 Analise Estatistica
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Os dados foram armazenados num banco de dados e posteriormente
submetidos a procedimentos de analise estatistica através do Software Graphpad
4.0. Foram utilizados os testes estatisticos adequados para o perfil de resultados
encontrados. Todas as discussdes no presente trabalho foram realizadas no nivel de

5% significancia.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil epidemiolégico dos pacientes

Dos 26 pacientes com sepse, 12 eram do sexo feminino (46,15%) e 14 do
sexo masculino (53,85%), com média de idade de 63,81+3,48anos. Os 26 pacientes
do grupo controle apresentavam a mesma distribuicdo em relagdo ao sexo, com
média de 65,04 + 4,07 anos de idade, nao diferindo estatisticamente do grupo com
sepse (p=0,82).

Todos os pacientes do grupo com sepse (100%) apresentavam boa higiene
oral, e quanto as condi¢des dentarias, 57,69% eram desdentados, 34,62%
apresentavam dentigéo total e 7,69% denticao parcial. A doenga periodontal estava
presente em 7,69% destes pacientes. Quanto as condigbes bucais do grupo
controle, também os 100% dos pacientes apresentavam boa higiene, 57,69% eram
desdentados, 38,46% eram dentados totais e 3,85% apresentavam dentigao parcial.
A doenga periodontal estava presente em 15,38% destes pacientes.

Dentre os pacientes com sepse, o principal foco infeccioso foi pulmonar
(73,08%), seguido de infecgdo urinaria, abdominal e cutanea (7,69%). O tempo
médio de internacdo destes pacientes foi de 23,96 + 3,30 dias, e na unidade de
terapia intensiva de 18,73+2,76dias. Dos 26 pacientes, 15 (57,69%) ja apresentavam
esta condicdo no momento da admissao hospitalar, enquanto 18 (69,23%)
desenvolveram sepse no hospital. O tempo médio de sepse foi de 3,73+1,48 dias

(Tabela 1).
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Tabela 1- Perfil dos pacientes com sepse: idade, localizacdo do processo infeccioso,
condicao dentaria (DS= desdentado, DP= denticdo parcial, DT= denti¢ao total), presenca de
doencga periodontal, momento da apresentagcao da sepse (A= na admissao hospitalar, H=
desenvolvida no hospital), tempo de sepse no momento da coleta salivar (em dias), tempo
de internagao hospitalar (em dias) e tempo em unidade de terapia intensiva — UTI (em dias)

IDADE | INFECGAO | peNTARIA | PERIODONTAL | SEPSE | ' 'sepse. | DEW | DEUTI
98 PULMONAR DS NAO A 2 5 5
85 PULMONAR DS NAO A 5 44 17
66 ABDOMINAL DS NAO H 4 16 12
46 ABDOMINAL DT NAO A 4 12 5
32 NEUROLOGICA DT NAO A 2 11 6
84 PULMONAR DS NAO H 7 25 19
84 PULMONAR DT SIM H 5 70 64
49 PULMONAR DT NAO A 5 54 38
57 PULMONAR DS NAO H 3 13 13
75 PULMONAR DP NAO A 2 34 28
71 PULMONAR DS NAO H 5 45 28
72 PUL/URINARIA DS NAO A 4 20 14
70 PULMONAR DP NAO H 4 25 16
82 PULMONAR DS NAO H 5 13 7
88 PULMONAR DS NAO H 7 46 44
79 PULMONAR DS NAO H 2 10 7
67 PULMONAR DT NAO A 2 32 29
82 PULMONAR DS NAO A 3 29 26
24 URINARIA DT SIM A 2 8 8
62 PULMONAR DS NAO A 2 3 3
72 PULMONAR DS NAO H 3 17 17
18 CUTANEA DT NAO H 3 19 19
34 PULMONAR DT NAO A 3 10 9
70 PULMONAR DS NAO H 5 6 24
75 CUTANEA DS NAO H 4 25 22
49 PERITONIAL DT NAO A 4 31 7

Ja no grupo

controle, a maioria ndo apresentava infeccao 21 (80,77%).

Quando presente, o principal foco era pulmonar 4 (15,38%), seguido de urinario 2

(7,69%) e abdominal 1 (3,85%). O tempo de internagdo médio destes pacientes foi
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de 8,77+1,78 dias e na unidade de terapia intensiva de 5,81 + 1,28 dias, diferindo

estatisticamente do grupo com sepse (p=0,002, p<0,0001) (Tabela2).

Tabela 2- Perfil dos pacientes sem sepse (controle): idade, localizagdo do processo
infeccioso quando existente, condicdo dentaria (DS= desdentado, DP= denti¢cao parcial, DT=
denticao total), presenca de doencga periodontal, tempo de internagéo hospitalar e tempo em
unidade de terapia intensiva - UTI

INFECGAO | B\ ARIA | PERIODONTAL|  H | DEUTI
94 - DS NAO 0 0
85 - DS NAO 7 3
63 ABDOMINAL DT NAO 28 23
40 PULMONAR DT NAO 32 17
39 - DT NAO 3 2
80 - DS NAO 0 0
74 URINARIA/PULMONAR DT SIM 17 14
70 - DS NAO 19 14
40 - DT NAO 5 3
57 - DS NAO 0 0
75 - DS NAO 13 1
76 - DS NAO 0 0
70 - DS NAO 7 4
70 - DS NAO 19 14
83 - DS NAO 8 3
74 URINARIA/PULMONAR DS NAO 17 14
60 - DT NAO 0 0
79 PULMONAR DS NAO 9 6
38 - DT SIM 9 5
57 - DP SIM 0 0
74 - DS NAO 14 6
19 - DT SIM 12 8
48 - DT SIM 0 0
69 - DS NAO 0 0
71 - DS NAO 0 0
54 - DT NAO 9 4

Com relacado a etiologia das infecgdes apresentadas pelos pacientes com
sepse, o principal micro-organismo isolado das amostras foi Acinetobacter (41,18%),

seguido de Klebsiella (35,29%) e Staphylococcus aureus (23,53%).
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Todos os pacientes com sepse fizeram uso de antibiéticos, ja que fazia parte
do protocolo de atendimento destes pacientes. A média de uso foi de 8,39 dias. No
grupo controle, 16 (61,54%) fizeram uso de antibiéticos, com tempo médio de uso
2,6 dias.

Em relacéo a ventilagdo mecanica, 17 pacientes com sepse (65,38%) tiveram
necessidade deste procedimento tardiamente, enquanto 4 (15,38%) receberam
ventilagdo precocemente e em 5 (19,23%) pacientes ela nao foi necessaria. Dos 26
pacientes com sepse, 10 (38,46%) foram a obito.

No grupo controle, a ventilagado mecanica tardia foi necessaria em 3 pacientes
(11,54%), a precoce em 5 (19,23%) e 18 (69,23%) ndo necessitaram de ventilagao

mecanica. Dos 26 pacientes sem sepse,1 (3,85%) foi a dbito.

5.2 Analise dos biomarcadores salivares

Apo6s a obtencdo dos resultados de concentracdo de PCR da saliva dos
pacientes, aplicou-se o teste de normalidade D’Agostino & Pearson e observou-se
que as amostras do grupo com sepse e do grupo controle ndo apresentavam
distribuicdo normal (p<0,0001 e p=0,0002, respectivamente). Apds a aplicagdo do
teste ndo paramétrico Mann Whitney para comparagdo das amostras, n&o foi

observada diferenca estatistica entre os grupos estudados (p=0,2356) (Figura 1).
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Figura 1- Concentracdo de proteina C -reativa (em mg/L) na saliva de pacientes com sepse
e sem sepse (controle), internados em Hospital Regional. (p=0,2356)
PCR= proteina C —reativa

Apos a analise da PCT na saliva dos pacientes, observou-se que ambos 0s
grupos nao apresentavam uma distribuicdo normal apos a aplicagdo do teste de
normalidade D’Agostino & Pearson (p<0,0001, p<0,0001), e entdo o teste nao
paramétrico Mann Whitney foi aplicado para comparacdo das amostras. Embora a
média da concentracdo de PCT tenha se mostrado superior no grupo com sepse,

esta diferenga ndo apresentou significancia estatistica (p=0,1786) (Figura 2).
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Figura 2- Concentragcdo de procalcitonina (em mg/L) na saliva de pacientes com sepse e
sem sepse (controle), internados em Hospital Regional. (p=0,1786).
PCT= procalcitonina

Com relacdo aos resultados das concentragcoes de IL-6 na saliva dos
pacientes, as amostras de ambos os grupos também ndo apresentaram uma
distribuicdo normal D’Agostino & Pearson (p=0,0303, p<0,0001), mas quando
aplicado o teste de comparagdo Mann Whitney verificou-se que o grupo sepse

apresentou concentragcdes de IL-6 estatisticamente superiores ao grupo controle

(p=0,0001) (Figura 3).
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Figura 3- Concentracdo de IL-6 (em mg/L) na saliva de pacientes com sepse e sem sepse
(controle), internados em Hospital Regional. (p=0,0001).
IL6= interleucina 6

Apos a analise do ON na saliva dos pacientes, observou-se que ambos 0s
grupos nao apresentavam uma distribuicdo normal apds a aplicagdo do teste de
normalidade D’Agostino& Pearson (p<0,0001, p<0,0001), e entdo o teste nao
paramétrico Mann Whitney foi aplicado para comparacdo das amostras. Embora a
média da concentracdo de ON mostrou-se superior no grupo com sepse, esta

diferenga nao apresentou significancia estatistica (p=0,1786) (Figura 4).
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Figura 4- Concentracao de 6xido nitrico (em mg/L) na saliva de pacientes com sepse e sem
sepse (controle), internados em Hospital Regional. (p=0,1786)
ON= 6xido nitrico

Correlacionando os dados dos pacientes com os valores de PCR, PCT, IL-6 e
ON, observou-se que somente IL-6 apresentou correlacdo significante com a
presenca de sepse (p<0,001), corroborando as analises anteriores, e também com
infeccdo e tempo de UTI (p=0,005, p=0,036). Também observou-se correlagao
significante entre sepse x infecgdo, sepse x tempo de hospital e sepse x tempo de
UTI, infecgdo x tempo de hospital e infeccdo x tempo de UTI, tempo de sepse X
tempo de hospital, idade x condigdo dentaria, condicdo dentaria x doencga
periodontal. Nas tabelas 3 e 4 podemos encontrar as matrizes com os coeficientes

da correlagcao de Spearman e os valores de p, respectivamente.
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Tabela 3- Coeficientes de Spearman das correlagdes dos niveis de proteina C reativa
(PCR), procalcitonina (PCT), IL-6 e oxido nitrico (ON) das amostras de saliva dos pacientes
hospitalizados com os dados obtidos: idade (ID), presencga de sepse (SP), de infeccao (INF),
condigbes dentarias (CD), presenga de doencgas periodontal (DP), tempo de sepse (TSP),
tempo de hospitalizacdo (HOS) e tempo de UTI (UTI). Em negrito encontram-se os valores
estatisticamente significantes

PCR | PCT | IL-6 ON ID SP INF CD DP | TSP | HOS | UTI

CR 0,109 | -0,141 | 0,082 | -0,002 | 0,167 | 0,192 | 0,105 | -0,130 | 0,384 | 0,203 | 0,172
CT 0,109 -0,167 | -0,023 | -0,084 | 0,017 | 0,039 | 0,005 | -0,258 | -0,182 | 0,055 | 0,013
IL-6 -0,141 | -0,167 0,071 | 0,063 | 0,562 | 0,390 | -0,023 | 0,118 | 0,119 | 0,233 | 0,298
ON 0,082 | -0,023 | 0,070 -0,147 | 0,190 | 0,168 | 0,175 | 0,049 | -0,344 | 0,049 | 0,045

D -0,002 | -0,084 | 0,063 | -0,147 0,068 | 0,081 | -0,697 | -0,252 | 0,352 | 0,136 | 0,136
SP 0,167 | 0,017 | 0,562 | 0,190 | 0,068 0,823 | -0,016 | -0,169 0,523 | 0,594
INF 0,192 | 0,039 | 0,390 | 0,168 | 0,081 | 0,823 0,066 | -0,135 0,641 | 0,709
CcD 0,105 | 0,005 | -0,023 | 0,175 | -0,697 | -0,016 | 0,066 0,450 | -0,225 | 0,111 | 0,059
DP -0,130 | -0,258 | 0,118 | 0,049 | -0,252 | -0,169 | -0,135 | 0,450 -0,030 | -0,104 | -0,070
TSP 0,384 | -0,182 | 0,119 | -0,344 | 0,352 -0,225 | -0,030 0,519 | 0,445
HOS 0,203 | 0,055 | 0,233 | 0,049 | 0,136 | 0,523 | 0,641 | 0,111 | -0,104 | 0,519 0,914
UTI 0,172 | 0,013 | 0,298 | 0,045 | 0,136 | 0,594 | 0,709 | 0,059 | -0,070 | 0,445 | 0,914
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Tabela 4- Valores de p das correlagbes dos niveis de proteina C reativa (PCR),
procalcitonina (PCT), IL-6 e oxido nitrico (ON) das amostras de saliva dos pacientes
hospitalizados com os dados obtidos: idade (ID), presencga de sepse (SP), de infecgao (INF),
condigbes dentarias (CD), presenga de doencgas periodontal (DP), tempo de sepse (TSP),
tempo de hospitalizacdo (HOS) e tempo de UTI (UTI). Em negrito encontram-se os valores

38

estatisticamente significantes

PCR | PCT IL-6 ON ID SP INF CD DP TSP | HOS UTI
CR 0,442 0,328 0,564 0,987 0,236 0,172 0,460 0,357 0,053 0,150 0,223
CT 0,442 0,247 0,872 0,554 0,905 0,785 0,970 0,065 0,374 0,697 0,927
IL-6 0,328 0,247 0,627 0,662 <0,001 | 0,005 0,874 0,415 0,570 0,104 0,036
ON 0,564 0,872 0,627 0,299 0,178 0,233 0,214 0,731 0,085 0,728 0,749
D 0,987 0,554 0,662 0,299 0,632 0,568 <0,001 | 0,072 0,078 0,335 0,338
SP 0,236 0,905 <0,001 | 0,178 0,632 <0,001 | 0,909 0,231 <0,001 | <0,001
INF 0,172 0,785 0,005 0,233 0,568 <0,001 0,642 0,341 <0,001 | <0,001
CD 0,460 0,970 0,874 0,214 <0,001 | 0,909 0,642 0,001 0,269 0,434 0,675
DP 0,357 0,065 0,415 0,731 0,072 0,231 0,341 0,001 0,886 0,465 0,623
TSP 0,053 0,374 0,570 0,085 0,078 0,269 0,886 0,007 0,023
HOS 0,150 0,697 0,104 0,728 0,335 <0,001 | <0,001 | 0,434 0,465 0,007 <0,001
UTI 0,223 0,927 0,036 0,749 0,338 <0,001 | <0,001 | 0,675 0,623 0,023 <0,001
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6 DISCUSSAO

A incidéncia, prevaléncia e mortalidade da sepse em UTI sdo elevadas no
Brasil. Estudo recente multicéntrico nacional demonstrou que a incidéncia de sepse
foi de 36,3 casos por dia para cada mil pacientes e a mortalidade observada foi de
55,7%. Os dados variaram consideravelmente e estavam associados ao acesso a
recursos e tratamento adequados, demonstrando a necessidade de se estabelecer
programas visando a prevencao da sepse, o diagnostico precoce e o tratamento

adequado (Machado et al., 2017).

No presente trabalho, a mortalidade verificada no grupo com sepse foi de
38,46% mais elevada que o grupo controle, entretanto mais baixa que a reportada
no estudo nacional. Esta diferenca em relacdo ao estudo nacional se deve,
provavelmente, ao diagnostico mais precoce e as melhores condi¢gdes e acesso a
saude na regiao do presente estudo. Ja a diferenga em relagdo ao grupo controle
era esperada, ja que a presenga de sepse inclui manifestagcdes sistémicas e
apresentacao de disfungdes organicas, que elevam o risco de obito do paciente. Nao
s6 a mortalidade foi superior no grupo com sepse, mas o tempo de internagao
hospitalar e em UTI, também sugerindo uma maior gravidade do quadro

apresentado por estes pacientes.

Neira et al.(2018), relataram as caracteristicas dos pacientes que
apresentaram sepse no servigo publico brasileiro durante o periodo de 2006 a 2015.
Durante este periodo, a propor¢cdo meédia de casos para pacientes do sexo
masculino foi de 52,3%. Em relacdo a idade, o grupo de adultos (de 18 a 64 anos)

apresentou a maior propor¢ao de sepse, que representou 32,5% dos casos, seguido



Discussao 40

pelo grupo criangas / adolescentes (de 0 a 17 anos) com 29,8% dos casos. A idade
média dos pacientes foi de 45,2 anos.

No presente estudo, o perfil do paciente com sepse se mostrou similar ao
de Neira et al. (2018), uma vez que a maioria era do sexo masculino (>50%).
Entretanto, a média de idade mostrou-se superior, uma vez que nao houve a
inclusdo de criangas e adolescentes, haja vista que os pacientes participantes foram
selecionados em uma UTI de adultos.

Zanon et al. (2008), estudando também pacientes com sepse de instituicoes
brasileiras, observaram uma média de idade de mais de 60 anos, que se
assemelhou ao do presente estudo, e verificaram que o foco infeccioso mais
prevalente também foi o pulmonar. Dentre os patégenos encontrados, em ambos os
estudos, destacaram-se Acinetobacter (53,0% vs 41,0%, respectivamente) e
Staphylococcus aureus (>20% em ambos).

Da mesma forma, Baykara et al. (2018) estudando pacientes internados em
diferentes UTls da Turquia, verificaram que a principal etiologia das infecgdes em
UTI foi Acinetobacter (33,7%), seguido de Pseudomonas (16,4%) e Klebsiella (16%).
Além das semelhangas entre os focos infecciosos e as etiologias, o estudo
demonstrou altas taxas de sepse naquele pais comparadas ao estudo de Machado

et al. (2017), sugerindo condi¢des de saude semelhantes as do Brasil.

Em relacdo a etiologia, de fato Acinetobacter, Pseudomonas spp., Klebsiella
pneumoniae e Staphylococcus aureus sao patdgenos comuns de pneumonias
associadas a ventilagdo mecéanica (PAV), principal infecgdo apresentada pelos
pacientes com sepse do presente estudo e de outros diferentes estudos (Patil &

Patil, 2017; Sistla et al., 2009; Sequiera, 2010).
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O uso de ventilagdo mecéanica na unidade de terapia intensiva (UTI) é
frequente e expbe os pacientes ao risco de desenvolver pneumonia e
consequentemente sepse. Em UTI, a incidéncia de PAV representa 9% a 27% das

intubagdes orotraqueais (American Thoracic Society, 2005).

Em relacdo a higiene oral dos pacientes estudados, observou-se que todos
apresentavam boa higiene, tanto no grupo com sepse, quanto no grupo controle.
Este fato se deve a existéncia de um protoco de higiente oral estabelecido no
Hospital de estudo, com o objetivo de evitar e reduzir as infec¢gdes e complicagdes

relacionadas a pobre higiene oral e melhorar as condi¢cdes gerais dos pacientes.

Duval et al. (2017), ao comparar os habitos de higiene bucal, condi¢gado oro-
dental e procedimentos odontolégicos em pacientes com endocardite infecciosa (El),
concluiram que pacientes com El causados por estreptococos orais, apresentam
resultados diferentes de pacientes com El causados por patégenos nao orais em
relagdo a caracteristicas de base, habitos de higiene bucal e procedimentos
odontoldgicos recentes, evidenciando que a higiene bucal poderia interferir no risco

e na etiologia da infecgao.

Ainda sobre, Rodriguez et al. (2017), concluiram em um ensaio clinico que ha
um aumento significativo das bactérias Gram negativas no fluido salivar nos
pacientes sem cuidados bucais, corroborando a importancia da higiene bucal na

presenca de micro-organismos na cavidade bucal.

As condi¢des dentarias dos grupos do presente estudo também mostraram-se
semelhantes e a doenca periodontal estava presente em 8% e 15% dos pacientes
com sepse e controle, respectivamente. Tais perfis semelhantes apresentados pelos

grupos estudados e a baixa frequéncia de doencga periodontal, foram favoraveis ao
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estudo, visto que as condi¢des bucais e dentarias, que poderiam alterar os niveis de
marcadores inflamatorios na saliva, provavelmente tiveram minima interferéncia nos
resultados encontrados. Além disso, quando realizada a analise de correlagao entre
estes parametros e os niveis dos marcadores inflamatérios, ndo foi observada

correlagao estatisticamente significante.

A saliva é um fluido corporal que desempenha um importante papel no
organismo, tanto nas func¢des fisioldgicas, quanto nas patoldogicas. Esse fluido vem
sendo cada vez mais utilizado no diagndstico e no monitoramento de doencgas,
mostrando excelente correlacdo com as condicdes sistémicas e marcadores seéricos.
Williamson et al. (2012), realizaram uma comparacao entre IL-6 e a PCR, salivares e
séricas, observaram elevada correlacéo entre eles. Slavish et al. (2015), em uma
revisdo de estudos publicados sobre os niveis de biomarcadores em amostras
salivares, concluiram que embora a PCR da saliva tenha sido associada a PCR em
sangue circulante de forma consistente, outros biomarcadores ndo puderam ser

correlacionados de maneira confiavel.

Os marcadores inflamatérios estudados (PCR, PCT, IL-6 e ON) possuem
aplicabilidades diversas no diagnostico e monitoramento de doengas. A PCR é um
dos mais comuns marcadores, principalmente para diagnosticar a presenca e a
gravidade da inflamacdo. A PCT tem mostrado alta confiabilidade no diagndstico
precoce de sepse, sepse grave ou choque séptico, a IL-6 se correlaciona com as
respostas imunes do organismo e sua quantificagcdo auxilia na identificacdo da
inflamacéo, e o Oxido Nitrico esta envolvido em inimeros processos fisioldgicos e

pode ser utilizado para identificagdo da existéncia de patégenos no organismo
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(Jorjao, 2012, Angeletti et al., 2015). Entretanto um marcador especifico de sepse na
saliva ainda ndo foi identificado.

No presente estudo, embora as médias das concentragcbes de todos os
marcadores tenham sido maiores no grupo com sepse, somente a IL-6 mostrou-se
estatisticamente superior neste grupo. Além disso, somente IL-6 mostrou correlagao
significante com infeccdo, obrigatoriamente presente nos casos de sepse. E
importante destacar que embora os pacientes do grupo controle ndo apresentassem
sepse e apresentassem condigdes bucais semelhantes aos pacientes com sepse,
também estavam hospitalizados, por diferentes causas como trauma, infarto, tumor e
até mesmo infecgcdo. Qualquer uma destas condigcbes estd associada ao
desenvolvimento de um processo inflamatério, com possivel elevagao dos
marcadores estudados. Isto poderia justificar a auséncia de significancia estatistica
para analise de PCR, PCT e ON, e sugerir uma baixa confiabilidade na utilizagao

destes marcadores salivares para o diagnéstico especifico de sepse.

Especificamente no que se refere aos valores de PCT, como mencionado
anteriormente, alguns trabalhos tém mostrado alta confiabilidade no diagnostico
precoce de sepse, sepse grave ou choque séptico e alta especificidade para
presencga de infecgdo. A falta de significancia observada nos resultados do presente
trabalho sugere que, provavelmente, os niveis salivares de PCT ndo apresentam a

mesma importancia diagnostica que os niveis sericos.

Da mesma forma, Surti et al. (2018) relataram que nem o valor unico nem os
valores sequenciais da PCT foram uteis para diagnosticar ou prognosticar a sepse
em pacientes no pés-operatorio imediato. Além disso, PCT foi menos acessivel em

comparagao com outros parametros hematoldgicos simples, como contagem de
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leucdcitos e plaquetas. Apesar disso, Cabral et al. (2018) verificaram que a PCT
sérica refletia a gravidade do quadro infeccioso em pacientes queimados com sepse,

demonstrando um bom potencial como marcador prognostico.

Ja o encontro de significancia estatistica na analise de IL-6 do presente
trabalho, sugere um potencial uso desta citocina para seu diagndstico especifico na
saliva. Da mesma forma, Neunhoeffer et al. (2016) reconheceram IL-6 como um
marcador sérico precoce de infec¢gdes bacterianas graves com alta sensibilidade.
Para os autores, a IL-6 associada a PCR foram os marcadores mais confiaveis para

a discriminagao entre SIRS e sepse em periodos pés-operatorios.

Nakstad (2018) destacou o potencial de IL-6 para melhorar o manejo de
neonatos em risco de sepse. O autor encontrou niveis de IL-6 4,5 vezes maiores em
neonatos com sepse precoce, quando comparados com o0s niveis plasmaticos de
neonatos nao infectados. Entretanto para Lamping et al. (2018), a combinacao de
quatro parametros clinicos e quatro parametros laboratoriais, incluindo IL-6, revelou
maior acuracia na identificacdo completa dos casos de sepse, podendo reduzir

potencialmente o uso de antibiéticos em 30% em casos de SIRS nao infecciosas.

Apesar dos resultados do presente trabalho apresentarem significancia, faz-
se necessario mencionar as limitacbes encontradas no estudo como forma de
subsidiar o planejamento de novas pesquisas sobre o tema. Dentre as principais
limitagbes esta a possibilidade dos pacientes incluidos no grupo teste nao
apresentarem de fato sepse, j4 que o diagnéstico deste quadro representa um
enorme desafio para os clinicos. Também a variagdo do momento de obtencao das
amostras, sendo desejavel o estudo de pacientes com mesmo tempo de sepse € 0

mais precoce possivel a fim de evitar a influéncia de alteragbes transitérias dos
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mediadores inflamatérios e buscar o melhor, o mais especifico e 0 mais precoce

marcador.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que:

- Os niveis salivares de PCR, PCT e ON dos pacientes com sepse nao
diferiram estatisticamente dos pacientes hospitalizados sem sepse;

- Pacientes com sepse apresentaram niveis de IL-6 significantemente

superiores na saliva quando comparados com pacientes hospitalizados sem sepse.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa Marcadores de Sepse
na saliva de pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva do Hospital
Regional de Taubaté — SP”.

Descrigao: Sepse € uma situagdo com risco de vida, que ocorre quando um agente
infeccioso (bactérias, virus ou fungo) entra na corrente sanguinea de uma pessoa. A
infeccado afeta todo o sistema imune o que entdo desencadeia uma reacdo em
cadeia que pode provocar uma inflamagdo descontrolada no organismo. Esta
resposta de todo o organismo a infec¢do produz mudangas de temperatura, da
pressado arterial, frequéncia cardiaca, contagem de células brancas do sangue e
respiracao. A sepse requer cuidados médicos imediatos.

Esse estudo tem por objetivo analisar por meio da saliva marcadores inflamatérios
em pacientes em sepse.

Para esta pesquisa sera coletado uma amostra de saliva do paciente.

Para participar deste estudo o Sr. (a) ndo tera nenhum custo, nem recebera
qualquer vantagem financeira. Tera o esclarecimento sobre o estudo em qualquer
aspecto que desejar e estara livre para recusar-se a participar. A sua participagao é
voluntaria e a recusa em participar ndao acarretara qualquer penalidade ou
modificagcdo na forma em que é atendido pelo pesquisador, que tratara a sua
identidade com padrdes profissionais de sigilo.

Risco: nado existe nenhum risco em participar do estudo.

Os resultados da pesquisa estardao a sua disposi¢cao quando finalizada. Seu nome

ou o material que indique sua participacdo nido sera liberado sem a sua permissao.
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Sigilo: estou ciente de que qualquer informagdo a meu respeito obtida na pesquisa
sera confidencial. Foi me explicado que minha identidade ndo sera revelada em

qualquer descrigao ou publicacido desta pesquisa.

Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o
pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos, e apos esse tempo
serao destruidos. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias,
sendo que uma copia sera arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra sera
fornecida ao senhor.

Luciana Freitas Galhardo

(012) 991842551 “INCLUSIVE LIGAGOES A COBRAR”

Eu, )

portador do documento de Identidade fui

informado (a) dos objetivos da pesquisa “Marcadores de Sepse na saliva de
pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva do Hospital Regional de
Taubaté — SP”’, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a
qualquer momento poderei solicitar novas informacdes e modificar minha decisido de
participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar. Recebi uma copia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer
as minhas duvidas.

, de de 20 )

Assinatura
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APENDICE B - Ficha Clinica de Avaliagédo

Ficha Clinica de avaliagao

Numero da inscrigao:

Nome do paciente:

Género:
Idade:
Data da entrada Data da saida

Motivo da internagao

Local da infecgao

Tempo de internagao

Entrou com sepse ( ) sim () nédo
Desenvolveu a sepse no hospital () sim () néo

Se sim, em quantos dias internado

Secregao: sim () nao ( )
Alteracao radioldgica: sim () nao( )
Antibioticoterapia: sim ( ) nao ( )

Tempo do uso:

Houve troca de medicamento: sim () nao( )
Tempo de ventilagdo mecanica: tardia () precoce ()

Tipo de microrganismo:

Dados laboratoriais:

leucograma

PCR




Apéndice

Gasometria arterial

(calculo da relagao da pressao arterial de oxigénio e a fragao de oxigénio em uso

pelo paciente, para definir se o paciente esta em hipdxia grave ou nao).

Obito: sim () nao( )

Condicao bucal:

( ) Boa: sem biofilme/placa

( ) Regular: pouca quantidade de biofilme/placa
( ) Ruim: muita quantidade de biofilme/placa

( ) Dentado

( ) Desdentado

( ) Gengivite

( ) Periodontite

( ) Lesao bucal
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