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Resumo

Actualmente a sepsis continua a ser uma das principais causas de morte durante o
internamento em Unidades de Cuidados Intensivos (UCI). Apesar dos recentes avangos a nivel
terapéutico existem ainda lacunas por preencher nomeadamente ao nivel da identificacdo de
biomarcadores que permitam um melhoramento do prognéstico tendo em conta a necessidade
de identificagdo de doentes de maior risco. Este estudo foi realizado com o objectivo de
contribuir para uma melhor compreensdo da influéncia de alteragdes na microcirculagcdo na
sepsis. Para tal foram analisados diversos parametros hemorreolégicos, como a deformabilidade
e agregacdo eritrocitarias, NO e GSNO eritrocitario. Foi também avaliada a relacdo de tais
pardmetros com a inflamacdo e trombose através da avaliacdo da concentracdo sérica de
sCD40L. O estudo incidiu sobre doentes com choque séptico (n=22) e individuos saudaveis
(n=34). Os doentes com sepsis foram monitorizados na admisséo na UCI, 24 e 72 horas depois.
Verificaram-se varia¢fes longitudinais nos valores de agregacdo eritrocitaria, cujos valores
aumentam ao longo do tempo de internamento, até atingirem as 72h valores significativamente
diferentes do grupo controlo. Uma tendéncia inversa apresenta os valores de GSNO
eritrocitario, os quais estdo aumentados nos doentes em choque séptico aquando da admissao a
UCI, diminuindo para valores semelhantes ao grupo controlo. Observaram-se também variagoes
nas concentracBes de sCD40L, tendo sido registada uma diminuicdo ao longo do tempo
tornando-se evidente as 72 horas apds o internamento. Apesar de preliminares, a comparagao
entre doentes sobreviventes e ndo-sobreviventes permitiu inferir uma possivel relagdo do
aumento de sCD40L e diminuicdo de NO e GSNO eritrocitarios na admissdo com um pior
progndstico. Estes resultados vém fundamentar a ideia de que existe realmente uma relacéo

entre as alteracGes a nivel da microcirculacdo e a sepsis.

Termos-chave: inflamago, eritrécitos, hemorreologia, choque séptico, sSCD40L






Abstract

Nowadays sepsis is still one of the main death causes during hospitalization in intensive
care units (ICU). Despite recent therapeutic advances there are still several gaps to fill, mainly
when it comes to the identification of biomarkers which allow an improvement of the prognosis,
taking into account the need of identification of high risk patients. The goal of this study is to
create a better understanding of the influence of changes in the microcirculation in Sepsis. In
order to achieve that a series of hemorheological parameters were analyzed, like the
deformability and erythrocyte aggregation, NO and GSNO erythrocyte. An evaluation of the
relation of these parameters with inflammation and thrombosis was also conducted, by
analysing the serum concentration of sSCD40L. The study focused on patients with septic shock
(n=22) and healthy subjects (n=29). The patients with sepsis were monitored at the moment of
the admission at the ICU, 24 and 72 hours later. The results show an increase in erythrocyte
aggregation over time, reaching, at72h, values significantly higher than controls. The values of
erythrocyte GSNO had an inverse trend, since those levels are increased at UCI admission
comparing to controls, and decrease over time. The sCD40L serum concentrations also change
over time, decreasing over the length of UCI stay becoming evident 72 hours after the
hospitalization. Although preliminary the comparison between survivors and non-survivors
allow to infer a possible relation of higher levels of sSCD40L and lower erythrocyte NO and
GSNO, at UCI admission, with a worst outcome. Those results support the idea that there is in

fact a connection between the changes in the microcirculation level and the sepsis.

Key words: inflammation, erythrocytes, hemorheology, septic shock, sCD40L
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1. Introducio

1.1 Inflamacé&o e doencas inflamatoérias

A inflamacdo, a primeira defesa do organismo apds ter ocorrido algum tipo de dano a
nivel tecidular, é uma resposta biolégica e fisiol6gica complexa que envolve diversos
componentes vasculares, celulares e uma diversidade de substancias sollveis. Esta é
caracterizada por um conjunto de mecanismos locais que actuam na sua maioria junto a lesao,
estando associadas alteracdes sistémicas que tém como principal objectivo detectar e neutralizar
o0 estimulo indutor da resposta (Pinto et al., 2009).

O processo inflamatorio esta interligado com o sistema imunol6gico que é mediado por
inimeros mecanismos reguladores, 0s quais actuam de modo a que o sistema volte ao estado de
equilibrio e readquira a capacidade reactiva que existia antes do estimulo antigénico. Esta
capacidade permite uma resposta imediata a um novo estimulo, caso seja necessario, cumprindo
assim o papel fundamental de preservar a individualidade biolégica (Vilanova et al., 2007).

A nivel do foco inflamatério, a inflamagdo é também caracterizada pelos seguintes
sinais classicos: rubor (aumento do fluxo sanguineo), calor (secrecdo de interleucinas e factores
de necrose tumoral), edema (inchaco devido a transudacdo do plasma), dor (estimulacéo local
das fibras nervosas), ocorrendo também, por conseguinte, a perda de funcdo dos tecidos (Pinto
et al., 2009).

Para se manifestarem estes mecanismos de defesa reaccionais, tem de ocorrer
vasodilatacdo, consequéncia da libertacdo de mediadores pro-inflamatorios. Assim, é criada
uma diferenca de pressdo entre o espaco intra e extravascular, com diminuicdo da pressdo
osmotica sanguinea local, o que, aliado ao aumento da permeabilidade vascular, permite a saida
de varias células, nomeadamente leucécitos, para os tecidos perivasculares. Os leucdcitos, cuja
principal funcdo é defender o organismo contra antigénios, dividem-se em dois grupos: 0s
leucécitos polimorfonucleares (granuldcitos) e as células mononucleares (linfécitos e
mondcitos) (Cardoso, 2007).

Esta resposta inflamatéria € uma resposta inata, estereotipada que ndo depende da
origem do estimulo ou da existéncia de contacto anterior com 0 mesmo, sendo que 0s
mediadores da mesma constituem uma rede organizada de comunicacdo e de ampliagdo de
respostas bioldgicas. Este processo de reaccdo do sistema imunolégico pode sistematizar-se em
dois mecanismos de respostas que se encontram intimamente relacionados e funcionalmente sdo
definidos como: a resposta imunoldgica inata ou natural e a resposta imunoldgica adaptativa ou
adquirida (Pacheco et al., 2007).



A principal diferenca entre estes dois mecanisSmos encontra-se na rapidez e
especificidade dos mesmos. A resposta inata consiste numa reaccdo imediata ao estimulo
agressor e 0s seus mecanismos de reconhecimento possuem uma especificidade de largo
espectro. Ja a resposta adaptativa € uma resposta mais tardia, € 0s seus mecanismos de
reconhecimento tém uma especificidade mais restrita, ou seja, 0s receptores dos linfécitos T e B
reconhecem antigénios especificos (Schulte et al., 2013).

Embora distintas, tanto a resposta inata como a adquirida, sdo expressdo de um sistema
imunoldégico uno e integrado, composto por células e moléculas sollveis, interactuando e
funcionando sinergicamente com o objectivo de eliminar ou neutralizar o estimulo agressor.

A resposta imunolégica inata ocorre, como ja foi referido anteriormente, devido a uma
infeccdo ou lesdo tecidual. De modo a neutralizar esses estimulos exteriores, esta resposta tem
como principal mecanismo estimular a inflamacdo aguda, que consiste na acumulacdo de
leucdcitos, proteinas plasmaticas e fluidos derivados do sangue. Os leucécitos e as proteinas
plasmaticas sdo recrutados para o local de infeccdo, onde desempenham vérias funcdes
efectoras, com o objectivo de eliminar os agentes patogénicos e iniciar a reparagdo do tecido
danificado. Embora os macréfagos possam ser a populagdo mais abundante em algumas
reaccOes, 0s neutrofilos sdo a classe de leucocitos mais recrutada para actuar quando existe uma
producdo de estimulos por parte do tecido danificado.

Entre as varias proteinas plasmaticas que sdo recrutadas durante a resposta inflamatoria
(fig. 1.1), as mais importantes sdo as que fazem parte do sistema do complemento, os anticorpos
e as proteinas de fase aguda. A mobilizacdo destes componentes no local da agressao, esta
dependente das mudancas reversiveis dos vasos sanguineos no tecido infectado ou danificado.
Estas mudancas incluem: o aumento do fluxo de sangue para o tecido causado por dilatacdo
arteriolar, como foi acima referido; aumento da aderéncia de leucOcitos ao revestimento
endotelial das vénulas; e 0 aumento da permeabilidade dos capilares e das vénulas face as
proteinas plasmaticas e fluidos. Todas estas mudancas sdo induzidas por citoquinas e outras
pequenas moléculas mediadoras derivadas de mastocitos, macréfagos e também de células
endoteliais em resposta a microorganismos (Vilanova et al., 2007).

A inflamacdo aguda tanto se pode desenvolver em minutos, como em horas, como
chegar a se prolongar durante dias. O processo que ocorre apos a inflamagdo aguda, caso a
infeccdo ndo seja eliminada ou a lesdo do tecido se prolongue, denomina-se inflamagao crénica.
Neste caso, ha o envolvimento, recrutamento e activacdo de mondcitos e linfocitos.

Embora os estimulos causados pela resposta inata possam contribuir para o processo de
inflamac&o cronica, a resposta adaptativa também pode estar envolvida nesse processo, pelo
facto de as citoquinas produzidas pelas células T serem fortes indutoras de inflamagéo (Pinto et
al.,2009).
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Figura 1.1 — Mecanismo de resposta inflamatdria perante antigénio, mobilizagéo de

células e mensageiros quimicos. (adaptado de Pinto et al., 2009).

As doencas inflamatérias sdo consequéncia de uma perpetuacdo da resposta
inflamatoria por um periodo de tempo acima daquele que seria considerado normal para a
resolucdo do problema que desencadeou essa mesma resposta. Por sua vez, podem também ser
consequéncia de uma resposta adaptativa excessiva que se pode traduzir em lesdes tecidulares
ou, contrariamente a anterior, de uma resposta adaptativa deprimida que beneficia, por exemplo,
o desenvolvimento de infeccBes persistentes. Varias doencas metabdlicas (diabetes tipo 2),
cardiovasculares e neurodegenerativas constituem alguns exemplos de doengas inflamatérias

resultantes dessa perpetuacdo (Mueller, 2013).



Em resultado de uma resposta inflamatéria intensa, pode desenvolver-se uma resposta
inadequada contra as células do préprio organismo, dentro dos mesmos sistemas/6rgdos, com
envolvimento de varias estruturas e células, levando ao dano ou eliminagdo dos mesmos. Tal
facto, surge perante a activacdo de linfocitos que migram para o local e contactam com as
células sequestradores de antigénios. Esta diminui¢do de tolerdncia ao “eu” distingue 0s
processos inflamatdrios descritos, de processos auto-imunes. Alguns exemplos de doengas auto-

imunes sdo psoriase, vitiligo e artrite reumatdide (Delgado, 2007).

1.2 Sepsis

1.2.1 Impacto na satde mundial

Vérias condicdes clinicas tais como queimaduras, traumas ou doencgas agudas severas,
para além do que se verifica na maioria das situacdes pos-operatdrias, podem desencadear uma
série de reacgdes organicas de resposta. Este processo é designado de sindrome de resposta
inflamatdria sistémica (SIRS) (Andrade et al.,2014).

Quando esta sindrome esta associada um processo infeccioso, é definida como sepsis ou
septicémia. A sepsis pode ser dividida em trés classes de acordo com a severidade do quadro
clinico apresentado pelo doente: sepsis, sepsis grave ou choque séptico (Martin, 2012).

Epidemiologicamente, existe uma grande variacdo em relacéo a incidéncia de sepsis e
sepsis grave nas Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), com indices compreendidos entre 0s
20 e 80%, registando-se uma taxa de mortalidade de cerca de 20 a 50% dos casos.

Choque séptico é definido como um estado de insuficiéncia circulatéria aguda,
caracterizado por hipotenséo arterial prolongada com hipoperfusdo dos tecidos. Esta classe de
sepsis afecta entre 10 a 30% dos doentes internados nas UCI, com progressivo aumento de
incidéncia. A morte causada por choque séptico nas UCI é estimada estar entre os 45 e 0s 63%
(Quenot et al., 2013).

Existem varios factores que condicionam o desenvolvimento da sepsis, sendo a idade do
doente um dos mais preponderantes. Embora qualquer individuo possa contrair sepsis
independentemente da idade, é mais comum estabelecer-se a sindrome em criangas e idosos,
uma vez que sdo 0S grupos etarios com o sistema imunitario menos desenvolvido ou mais

debilitado, respectivamente.



Para além disso, um estado de sepsis ocorre particularmente em sujeitos a partida
imunodeprimidos — cerca de dois em cada trés doentes que desenvolvem sepsis ja se encontram
significativamente doentes, pelo que o estado de salde do individuo constitui outro dos factores
de grande influéncia no desenvolvimento e na gravidade de um estado séptico. Patologias
agudas, como infeccdo do tracto urindrio ou pneumonia; patologias crénicas, como diabetes,
hepatopatia, nefropatia ou cancro; condigdes de supressdo imunitaria apos quimioterapia,
tratamento prolongado com corticosterdides ou infec¢Bes por retrovirus (HIV); ou casos em que
foram introduzidos implantes de dispositivos ou tubos endotraqueais, representam um grande

aumento de risco no desenvolvimento de sepsis (Neviere, 2013).

Resumidamente, estudos epidemioldgicos tém vindo a demonstrar que o estado de
sepsis € uma condicgdo prevalente, que afecta cerca de 20 milhdes de pessoas por ano a nivel
mundial, e que possuiu uma elevada taxa de mortalidade associada Esta taxa esta intimamente
ligada a aquisicdo de resisténcias por parte de agentes patogénicos a diferentes farmacos. Deste

modo, geram-se elevados custos tanto a nivel financeiro como social (McDaniel et al., 2013).

1.2.2 Descrigdo do mecanismo da sepsis

A sepsis é uma doenga inflamatéria aguda que se pode desenvolver como consequéncia
a condicGes médicas prévias, tais como infeccbes respiratorias, do trato urinario, da pele ou da
cavidade abdominal (por exemplo, apendicite). Procedimentos médicos invasivos, como a
colocacdo de um cateter vascular, podem conduzir levar ao desenvolvimento de sepsis
iatrogénica (NIGMS, 2013).

A nocdo de quais sdo 0s agentes primarios de um processo de sepsis, tem vindo a
evoluir ao longo dos anos. Primeiramente, a sepsis era descrita como uma doenca relacionada
exclusivamente com bactérias Gram-negativas em resposta a producdo de endotoxinas.
Actualmente, sabe-se que antigénios como bactérias, fungos e virus, podem estar envolvidos na
origem da sepsis, sendo as bactérias os agentes mais prevalentes. Estudos epidemiolégicos mais
recentes, comprovam que infeccBes bacterianas, nomeadamente por organismos
Gram-positivos, constituem a maior causa de sepsis nos Estados Unidos a partir dos anos 80. Os
casos de sepsis causados por fungos tém vindo a aumentar a um ritmo muito elevado. Este facto
pode ser consequéncia do aumento dos casos nosocomiais (infeccOes hospitalares) de sepsis,
bem como reflectir a eficacia de tratamento de infec¢cdes bacterianas, o que promove um

aumento comparativamente mais significativo de infecgdes fungicas (Martin, 2012).



A probabilidade de uma infeccdo local progredir para sepsis, varia de acordo com o tipo
de tecido. Infeccbes pulmonares e abdominais tem uma probabilidade oito vezes superior de
desenvolver sepsis do que infeccBes do trato urindrio. Os principais locais de infeccdo que

levam a sepsis sdo: pulmdes, abdémen, rins e corrente sanguinea (fig. 1.2) (Munford, 2008).
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Figura 1.2 - Principais 6rgédos afectados e efeitos causados com o desenvolvimento

de sepsis. (adaptado de Iskander et al., 2013).

Para além do agente etioldgico e do sistema/drgdo afectado, o estabelecimento de sepsis
também depende de factores relacionados com o individuo e com o seu sistema imunitario.

Comparativamente a uma reac¢do inflamatéria que se mantem localizada, uma reacgéo
séptica é disseminada através da circulacdo sanguinea, atingindo véarios 6rgaos e sistemas.
Doentes com sepsis apresentam grandes concentracdes de moléculas pro-inflamatérias em
circulagdo (De Backer,2014).

Foi demonstrado que a sepsis é causada por uma amplificacdo e desregulagdo da reposta
imune inata que leva a um desequilibrio entre as respostas pro-inflamatorias e
anti-inflamatdrias. A resposta inata € a que desempenha um papel mais importante na
patofisiologia da sepsis, visto que com a activagdo deste mecanismo de defesa primario, ocorre

uma libertagdo excessiva de citoquinas e outros reguladores inflamatorios.



As citoquinas regulam grande parte da resposta inflamatoria, nomeadamente a migragéo
de glébulos brancos até ao foco de infec¢do. Este mecanismo é crucial, pois contribui para que a
infeccdo se restrinja ao foco priméario de lesdo, prevenindo que se torne sistémica. Em
contrapartida, uma desregulacdo na libertacdo de citoguinas conduz a vasodilatacdo e, por sua
vez, ao aumento da permeabilidade capilar, o que pode causar hipertensdo, hemoconcentracao,
extravasamento macromolecular e edema, processos recorrentemente encontrados em doentes
com sepsis (Schulte et al., 2013).

A disfuncdo epitelial torna o hospedeiro vulneravel a invasdo por parte de agentes
patogénicos e dos seus produtos derivados. Assim, sdo provocados distlrbios nos mecanismos
de regulacéo e, em consequéncia, disfuncdo de drgdos vitais (Remick, 2007).

Tradicionalmente, a sepsis era vista como reaccao pro-inflamatéria sistémica excessiva
a uma infecgdo. Schulte et al., (2013), propbs que a fase inicial do processo de hiper-inflamacéo
¢ seguida ou sobreposta por um estado de imunossupressdo prolongado, denominado
imunoparalise induzida por sepsis. Este estado de imunoparelesia é caracterizado por
mecanismos deficientes de resposta imunitéria inata e adquirida, e pode desempenhar um papel

central na leséo tecidual, faléncia multipla de 6rgéos e morte induzida por sepsis.

Em resumo, a sepsis comeca como uma reposta inflamatoria tipica a uma infeccao.
Como qualquer resposta inflamatoria, inicia-se com a mobilizagdo de macrofagos e neutrofilos
para o local de infeccdo e com a activacdo do sistema do complemento e do sistema de
coagulacdo. De seguida, uma variedade de citoquinas pro-inflamatérias € produzida e héa
formacdo de edema. Contudo, a reaccao séptica diverge de uma reac¢do normal, uma vez que na
sepsis 0s processos finais da resposta inflamatdria fisiol6gica ndo se desenvolvem. De acordo
com Neviere (2013), a sepsis tem vindo a ser referenciada como um processo inflamatério
intravascular maligno. Inflamatério, pois todas as caracteristicas de uma reacgdo séptica sdo
exacerbadas relativamente a uma resposta inflamatoria recorrente; intravascular, uma vez que ao
contrario da interaccdo normal célula-a-célula no espaco intersticial, propaga-se pela corrente
sanguinea; e maligno, dado que é um processo descontrolado, desregulado e auto-sustentavel.

Estudos realizados sugerem gue a morte causada por sepsis ocorre maioritariamente
devido a faléncia de varios sistemas de 6rgdos, em prol da disfuncdo de um sistema de 6rgdos
em particular (maioritariamente do sistema cardiovascular, respiratério ou sistema nervoso
central) (Vincent et al., 2011).



1.3 Hemorreologia

Entende-se por microcirculagdo uma rede de pequenos vasos sanguineos que incluem
arteriolas, capilares e vénulas, os quais garantem a perfusdo dos tecidos (Hernandez et al.,
2013). Diversos estudos experimentais realizados anteriormente demostraram que a sepsis induz
alteragdes na microcirculagéo, existindo uma diminuicdo da densidade capilar, associada ao
aumento da heterogeneidade da perfusdo. Tal sucede devido a presenca de capilares ndo
perfundidos, proximos de capilares perfeitamente perfundidos. Estas alteragc@es durante a sepsis
podem ser explicadas através de diversos mecanismos, nomeadamente através da disfuncéo
endotelial (Shapiro et al., 2014). De Backer (2014) demonstrou gue, a reactividade do endotélio
em relagdo a substancias vasoconstritoras e vasodilatadoras, diminui durante a sepsis, 0 que tem
efeito sobre a regulagéo da microcirculagdo sanguinea.

As células em circulagdo na corrente sanguinea também cumprem um papel
fundamental nestas alteracbes, nomeadamente os eritrdcitos. Os eritrocitos sdo anucleados e
ricos em hemoglobina. Sdo o componente com maior influéncia e maior proeminéncia na fase
celular do sangue ao nivel do sistema circulatorio, particularmente ao nivel da microcirculagéo.
Os eritrocitos tém como funcdo principal facilitar o transporte de oxigénio e dioxido de carbono
para os tecidos. De modo a garantirem a sua sobrevivéncia no ambiente hostil da circulacdo, os
eritrocitos possuem a capacidade de se deformarem rapidamente, mantendo a membrana
equilibrada quando expostos a forgas de cisalhamento extremas (Sallisalmi, 2013).

Os eritrocitos desempenham um papel primordial no processo de inflamagao sendo que,
alteragdes nos seus parametros hemorreolégicos, podem indiciar a presenca de inflamacéo.

A deformabilidade é uma propriedade dos eritrocitos que lhes confere a capacidade de
se comportarem como corpos elasticos de modo a responderem a pressdes aplicadas, isto €, a
diminuicdo do didmetro dos vasos sanguineos (como sucede em caso de infeccdo). Assim,
adaptam a sua forma voltando a forma inicial quando a forca é removida. A deformabilidade
eritrocitaria assume um papel fundamental na perfusdo de tecidos microvasculares, tendo em
conta que os eritrécitos, ricos em oxigénio, necessitam de passar através de microvasos com
calibre de trés um. A deformabilidade € o pard@metro hemorreol6gico com maior impacto, dado
que afecta o funcionamento normal do fluxo sanguineo e perfusdo tecidular. Em estados
patolégicos, como num estado de sepsis, ha diminuicdo da deformabilidade eritrocitéria, sendo
que o sequestro dos eritrocitos ocorre a entrada dos capilares, aumentando a resisténcia a

perfusdo do fluxo sanguineo microvascular (Piagnerelli et al., 2003).



Os eritrocitos tém tendéncia a formar arranjos lineares sob a forma de moedas
empilhadas. A agregacdo eritrocitaria depende da forca de cisalhamento aplicada e de como esta
actua sobre as células. Um aumento da forca aplicada vai diminuir a agregacdo e por
consequéncia reduzir a viscosidade sanguinea. Alteracdes na agregacao eritrocitaria tém vindo a
ser reportadas em diversas condigdes clinicas graves, nomeadamente na sepsis, em que existe
um aumento da agregacdo eritrocitaria, que por sua vez pode provocar um aumento na
viscosidade sanguinea. Por fim, 0 aumento da agregacdo eritrocitaria provoca diminui¢do da
perfusdo tecidular, devido a diminui¢cdo do fluxo sanguineo na microcirculacdo (Baskurt et
al.,2013).

O mondxido de azoto (NO) é um radical livre altamente reactivo formado a partir da
oxidacdo da L-arginina. Esta molécula é responsavel por diversos efeitos fisiologicos, entre 0s
quais potenciar a vasodilatacdo de modo a manter o tonus vascular; e modular varios parametros
hemorreoldgicos, tais como aumentar a deformabilidade eritrocitaria, reduzir a adesdo de
leucdcitos e plaquetas e aumentar a capacidade de agregacdo plaquetaria. NO é uma molécula
chave na auto-regulacdo vascular. Por exemplo, no choque séptico, citoquinas pro-inflamatérias,
como 0 TNF-a, a interleucina-1 e 0s lipopolissacarideos sdo estimulados pela producdo de NO
(fig. 1.3) (Fortin et al.,2010).
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Figura 1.3 - Altercdes na microcirculagdo por efeito da estimulagdo da produgéo

do NO. (adaptado de http://rjjaramillo.wordpress.com/2012/11/09/sepsis).

A sobreregulacdo heterogénea de NO sintetase indutivel (iNOS), entre e dentro dos
tecidos, desencadeia uma diminui¢do do fluxo sanguineo, uma vez que os tecidos que carecem
de iNOS possuem menos NO. Este processo induz vasodilatacdo que, por consequéncia,

diminui o fluxo e a perfuséo sanguinea a nivel dos tecidos.
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O NO tem vindo a ser amplamente estudado, e é um componente central na regulagdo
vasomotora dos vasos sanguineos. A sepsis é caracterizada por um aumento na producgdo de NO
em todo o organismo. O NO é também um importante factor no desenvolvimento do choque
séptico. Esta variacdo na concentracdo de NO em doentes com sepsis provoca uma diminui¢éo
na deformabilidade dos eritrocitos e maior agregacéo (Ince, 2005).

O nitrosoglutatido (GSNO) é uma molécula de baixo peso molecular que desempenha
um papel fundamental na sinalizagdo do NO, sendo biologicamente mais estavel que este. O
GSNO ¢ produto de uma reaccao eficiente, rapida e de alto rendimento entre o glutatido (GSH)
e 0 NO (Broniowsk et al., 2013).

O GSNO encontra-se presente nos tecidos e nas células em quantidades basais, porém
altos niveis do mesmo foram medidos em condigdes patoldgicas como isquémia e sepsis.

O GSNO tem vindo a ser amplamente estudado, sendo considerado como uma forma de
armazenamento de NO, bem como um componente essencial na transducdo de sinal dependente
do mesmo. Também se tem despertado interesse acerca do seu potencial caracter terapéutico. As
suas caracteristicas anti-inflamatérias tém vindo a ser demonstradas em varias doencas,
nomeadamente na sepsis (Corti et al., 2014).

A GSNO desempenha um papel fundamental na sinalizagdo do NO, sendo também uma
molécula biologicamente mais estavel que este. As suas caracteristicas anti-inflamatoérias tém

vindo a ser demonstradas em varias doencas, nomeadamente a sepsis (Foster et al., 2009).

1.4 sCD40L

Actualmente, esta estabelecido que a interaccdo entre o CD40 e o seu ligando
imunomodelador CD40L, estd envolvida em mecanismos trombdticos e que pode servir de
ligacdo entre processos inflamatérios e trombdticos (Lorente et al., 2011).

CD40L faz parte da familia dos factores de necrose tumoral (TNF), sendo
preferencialmente expresso na superficie de células T CD4" activadas, em plaquetas e em outras
células como as células imunes, endoteliais e em células das paredes vasculares. Ao ligar-se ao
receptor CD40, actua como um activador chave tanto na resposta imunitaria inata, como na
adquirida. Adicionalmente, esta proteina é clivada da superficie das células activas numa forma

soluvel biologicamente activa, SCD40L (Hausding et al., 2013).
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Dada a sua importancia ao nivel da activagdo celular, o0 CD40L assume um papel crucial
no desenvolvimento e progressio do processo inflamatorio. E também um factor chave na
activacdo de células endoteliais, na fisiopatologia da aterosclerose, tromboses, entre outras
doencas inflamatorias agudas (Hassan et al.,2012).

O CD40L ¢ armazenado em granulos a de plaquetas ndo estimuladas porém, sdo
rapidamente transportados para a superficie das plaquetas quando estas sdo activadas onde a
proteina é clivada e libertada para a circulacdo sob a sua forma soltvel sCD40L. Esta estabelece
ligacdo com mondcitos em circulagdo atravées do receptor principal CD40, promovendo a adesao
dos mesmos ao endotélio (Chew et al., 2010).

O sCD40L também se liga ao CD40L presente na superficie das células endoteliais.
Células endoteliais activas produzem factores transcricionais como o factor kappa B,
provocando uma sob-regulacdo de factores pro-inflamatdrios e pro-tromboticos. Deste modo, 0
sCD40L pode ter consequéncias pro-trombéticas através da inducdo de TF, atenuando a
expressdo de trombomodulina e através da ligacdo de glicoproteinas Ilb/llla aos receptores das
plaquetas. Estes efeitos podem contribuir para o desenvolvimento de tromboses, disfuncdo
endotelial, processos inflamatdrios como a sepsis, disfungdo de 6rgdos e por fim morte (Lorente
etal., 2011).

Como perspectiva futura, Lorente et al. (2011) sugerem que a modulacdo dos niveis de
sCD40L pode representar um alvo terapéutico bastante atractivo na sepsis.

O CD40L desempenha também um papel crucial no desenvolvimento de aterosclerose,
predispondo para a rotura e formacdo de trombos. Assim, o CD40L é expressado
maioritariamente pelas plaquetas, tal como descrito num estudo recente que aponta as mesmas
como sendo a principal fonte circulante de sCD40L. Deste modo para além do seu valor como
indice sistémico de inflamag&o, o SCD40L também representa um importante indicador de risco

trombdtico e cardiovascular (Ohashi et al., 2006).
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1.5 Objectivo

A sepsis continua a ser uma das principais causas de morte em unidades hospitalares por
todo o0 mundo, particularmente em Unidades de Cuidados Intensivos. Tendo em conta o impacto
desta doenca a nivel mundial, é importante esclarecer onde, quando e como se pode actuar de
modo a evitar um desfecho fatal.

O principal objectivo do presente trabalho é contribuir para compreender a influéncia de
alteragdes na microcirculacdo na sepsis. Para tal serdo analisados diversos paradmetros
hemorreoldgicos, como a deformabilidade e agregacéo eritrocitarias, NO e GSNO eritrocitario.
Ser4 também avaliada a relacdo de tais pardmetros com a inflamagdo e trombose através da
avaliacdo da concentracdo sérica de sSCD40L.

De forma a alcangar o objectivo proposto, os doentes com sepsis serdo monitorizados na
admissdo a UCI, 24h e 72h depois, e classificados de acordo com o desfecho a data da alta da
UCI em sobreviventes ou ndo-sobreviventes. Os resultados serdo ainda comparados com um
grupo controlo constituido por individuos saudaveis sem sinais aparentes de doencas
inflamatorias.

Pretende-se contribuir para esclarecer o papel da microcirculacdo na progressdo da
sepsis, e qual o contributo da hemorreologia e inflamag&o nesse processo e sua possivel relacdo

nas diferentes fases da doenca.
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2. Materiais e Métodos

Para atingir o objectivo proposto, foram recolhidas amostras de individuos com sepsis,
0s quais foram comparados com um grupo controlo tendo assim sido constituidos dois grupos

de estudo.

2.1 Caracterizacéo dos grupos de estudo

Um total de 56 individuos constitui os grupos de estudo. De entre estes, 22 constituiram
0 grupo de estudo de Sepsis, tendo sido recolhidas 34 amostras para o grupo de controlo.

A presente tese beneficiou da integracdo num projecto de investigacdo cientifica em
curso no Laboratorio Carlota Saldanha do Instituto de Medicina Molecular (IMM), designado
“Evaluation of inflammation profiles in septic patients - contibution to multiple cross prognostic

biomarkers” (Hospital Beatriz Angelo/2013).

2.1.1 Grupo de Sepsis

O grupo de sepsis é constituido por 22 doentes (13 mulheres e 9 homens) em choque
séptico, admitidos na UCI do Hospital Beatriz Angelo, Loures. As amostras de sangue foram
recolhidas em trés momentos diferentes: aquando a admissdo na UCI, as 24 e as 72 horas de
modo a ser realizado um acompanhamento longitudinal dos doentes em choque séptico durante
0 internamento.

Os critérios de diagnostico foram estabelecidos pela equipa médica no ambito do
projecto de investigacdo clinica acima referido e encontram-se discriminados em anexo (Anexo
A).

Todos os doentes incluidos no estudo assinaram um consentimento informado, e o
protocolo do projecto foi previamente subtido e aprovado pela Comissdo de Etica do Hospital

Beatriz Angelo.
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2.1.2 Grupo Controlo

Composto por 34 voluntarios saudaveis (5 mulheres e 29 homens). As amostras foram
recolhidas de dadores voluntarios no Banco Publico do Sangue no Instituto Portugués do
Sangue (Lisboa) ao abrigo de um protocolo com o Instituto de Bioquimca da Faculdade de
Medicina da Universidade de Lisboa. Este grupo foi constituido com o objectivo de estabelecer

valores de referéncia para os parametros estudados.

2.1.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo individuos com idade inferior a 18 e superior a 85, mulheres
gravidas, individuos portadores de VIH ou hepatite B e ainda doentes com diabetes mellitus ou

insuficiéncia renal crénica.

2.1.4 Protocolo de recolha de Sangue

As amostras de sangue, tanto dos doentes com sepsis como dos voluntarios saudaveis,
foram colhidas por punc¢do venosa. Foram recolhidas amostras para 3 tubos de colheita de
acordo com os diferentes ensaios realizados: um tubo com anticoagulante heparina 10 Ul/ml
(1,5 mg/ml), para a determinagdo dos parametros hemorreologicos, um de K3;EDTA para o
ensaio de viscosidade plasmaética e um tubo seco para a determinagdo da concentracdo sollvel
de CD40L no soro. Todas as amostras foram processadas num periodo méaximo de 4 hora ap6s a
colheita.

As amostras colhidas nos tubos de heparina e K;EDTA foram transportadas entre os
hospitais devidamente acondicionadas a temperatura ambiente, enquanto o tubo seco foi

transportado em gelo (4°C).
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2.2 Métodos

2.2.1 Determinacdo Agregacao Eritrocitaria

Para a determinacdo da agregacdo eritrocitaria foi utilizado sangue total em heparina,
tendo a mesma sido realizada com o auxilio de um agregémetro, Myrenne Aggregometer MA-1.
Este instrumento aplica e mede a transmissdo de luz infravermelha através da suspensdo de
eritrocitos entre um prato transparente e uma camara clnica rotativa. Os eritrocitos sdo
inicialmente dispersos pela cAmara por ac¢do de uma forca de cisalhamento de 600 s™ durante
10 segundos. O aparelho permite obter dois indices adimensionais, um que mede a agregacdo
em condigdes de estase (M) e outro sob forca de cisalhamento muito baixa (M,) (Vaya, et
al.,2013). As medicdes foram realizadas em triplicado para 5s e 10s de disperséo

respectivamente. Posteriormente foi calculada a média para os valores obtidos.

2.2.2 Determinacdo da deformabilidade eritrocitaria

Para determinar a deformabilidade eritrocitaria foi utilizado um ectacitometro Rheodyn
SSD. Este aparelho determina a deformabilidade dos eritrdcitos presentes numa amostra de
sangue, contendo anticoagulante (heparina), quando este é adicionado a uma solugdo de Dextran
(solucdo com alta viscosidade). A mistura é colocada entre um disco estacionario e um disco
rotativo (componentes do aparelho). A elevada viscosidade do meio a par com o aumento
progressivo da forca de cisalhamento exercida, forca os eritrdcitos a adoptar uma forma eliptica.
Consequentemente, esta deformacéo leva a diferentes padrdes de difrac¢do do laser que incide
no meio. A intensidade da luz difractada é detectada por quatro sensores Opticos equidistantes
situados em dois eixos ortogonais que medem a largura (A) e comprimento (B) da elipse. O
software do instrumento calcula o indice de alongamento a cada tensdo com o auxilio da
seguinte equacdo EI(%)=100(A-B)/(A+B) em que A é a largura e B o comprimento. Este indice

é directamente proporcional ao valor de deformabilidade (Rabai, 2012).
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2.2.3 Determinacdo de NO eritrocitario

A determinagdo de NO eritrocitario foi realizada com base no método descrito por
Carvalho et al. (2004). Este método baseia-se na medicdo, em tempo real, das concentracfes de
NO presentes numa suspensdo de eritrdcitos utilizando um sensor amperométrico, sensor
Amino IV (Innovative Instruments, Tampa, FL). Os autores concluiram que o NO se difunde
através da membrana tripleCOAT do sensor e seguidamente oxida-se no eléctrodo de platina,
obtendo-se assim uma corrente eléctrica. A corrente redox é proporcional & concentracédo de NO
fora da membrana, que é continuamente controlada com o auxilio de um software prdprio
conectado a um computador.

Na prética, para a determinacdo da concentracdo de NO, a amostra de sangue total foi
centrifugada tendo sido desprezado o sobrenadante (plasma). A suspensdo de eritrocitos foi
adicionado NaCl (0,9%, pH7.0) de modo a obter-se um hematdcrito de 0,05%. Em seguida, a
suspensdo € homogeneizada por inversao, e o eléctrodo de NO imerso na mesma. Uma vez
estabilizado o eléctrodo, foi adicionado 10 mM de ACh a suspensdo, provocando uma alteragédo
na corrente eléctrica.

Esta alteracéo é proporcional & quantidade de NO presente nos eritrécitos, e com o auxilio
de uma curva de calibracdo previamente calculada, determinou-se os valores de concentracao e

NO da suspensdo. Os valores foram registados a temperatura ambiente e a uma agitacdo suave.

2.2.4 Determinacéo da concentracdo de GSNO

A determinacdo da concentracdo de GSNO nos eritrdcitos foi realizada segundo o
método descrito por Guevara et al. (1998) baseado na capacidade do nitrosoglutatido com o
reagente de Griess de emitir fluorescéncia.

Para a determinacdo da concentracdo de GSNO foi necessario proceder-se a hemdlise da
suspensdo de eritrocitos. Primeiramente foi adicionada agua MILI-Q a suspensdo, e esta foi
ressuspendida. Em seguida foi adicionado sequencialmente etanol e cloroférmio, e a suspensao
foi homogeneizada no vortex e seguidamente centrifugada a 4000 rpm durante 5 minutos, sendo
0 sobrenadante armazenado para determinacdo de GSNO.

Posteriormente, para a quantificacdo de GSNO, foi preparada uma mistura de reaccao
contendo 57,7 mM de &cido sulfanilico (constituinte B do reagente de Griess) e 7,5 mM de
Nedd (constituinte A do reagente de Griess), e tampédo fosfato pH 7.4 (PBS). Seguidamente
foram preparadas diferentes solugbes: dois brancos, ambos contendo mistura de reacgéo e

apenas um contendo solucdo de HgCl, em dimetilsulfoxido, e duas outras solugdes, ambas
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contendo o sobrenadante hemolisado e mistura de reac¢do na presenca e na auséncia de HgCl,
em dimetilsulféxido de modo a obter uma concentracéo final de 100 mM.

As solugdes foram agitadas suavemente por inversdo e incubadas no escuro durante 20
minutos. Posteriormente foi lida a absorvéncia das amostras no espectrofotometro (Spectronic
20 Genesys) a 490 nm contra a solucéo de branco que ndo continha HgCl,. A concentracéo de

GSNO foi determinada de acordo com a curva de calibracdo previamente obtida.

2.2.5 Determinagdo quantitativa do ligando de CD40 Soluvel

A quantificacdo de CD40L soltuvel (sCD40L) foi realizada usando o método de
imunoensaio enzimatico ELISA, com o auxilio de um kit comercialmente disponivel (R&D
Systems, USA). Resumidamente, neste método um anticorpo policlonal especifico para sCD40L
foi imobilizado numa microplaca de 96 pocos e ir-se-a ligar a qualquer sCD40L que esteja
presente nas amostras ou controlos com que entre em contacto. Segue-se um passo de remogado
das substancias ndo-ligadas, adicionando-se posteriormente aos po¢os um anticorpo policlonal
especifico para SCD40L conjugado a um enzima. Apos nova lavagem para remocao de qualquer
reagente anticorpo-enzima ndo ligado, foi adicionada uma solucéo de substrato aos pogos com o
objectivo de obter-se uma coloragdo de modo proporcional a quantidade de sCD40L ligado no
primeiro passo. O processo de desenvolvimento de coloragcdo é parado e a sua intensidade
medida por espectrofotometria. O célculo das concentragcdes de sCD40L no soro baseia-se na
interpolacdo de uma curva de calibracdo utilizando o modelo de Boltzmann (sigmdide), de
acordo com as instrucGes do fabricante. Os valores de concentracdo de sCD40L sdo expressos
em ng/ml.

E de referir que, no presente trabalho, os valores do grupo controlo utilizados para este
parametro, foram gentilmente facultados pela Doutora. Patricia Napoledo, correspondendo a um
projecto de investigagdo em curso intitulado “Contribution of circulating microrna profile to
understand the differentiation of patients with acute myocardial infarction based on soluble
CD40L levels” (Liga dos Amigos do Hospital de Santa Marta/2013). Nesse ambito, foram
seleccionados 42 individuos saudaveis com teste de stresse cardiovascular negativos e auséncia
de historial de doenca coronédria ou doengas malignas, bem como presenca e/ou historial de

doengas infecciosas e inflamatdrias.
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2.3 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio dos programas informaticos SPSS 20.0,
R2.14.1 e ainda aos softwares de analise grafica Excel 2010 e GraphPad Prism 5.

Os valores obtidos foram considerados estatisticamente significativos para p<0,05.

De modo a comparar os varios parametros hemorreoldgicos e a concentracdo sérica de
sCD40L entre os dois grupos de estudo, controlo e sepsis, foi realizada uma analise paramétrica
ANOVA com teste post-hoc de Tukey.

Foi realizado um estudo longitudinal com trés pontos de recolha de amostras. Num estudo
longitudinal, os varios parametros medidos no mesmo individuo ao longo do tempo ndo sdo
independentes, pelo que sdo necessarios métodos estatisticos especificos. Deste modo, usou-se
um algoritmo de regressdo que incorpora as medidas repetidas realizadas. O método estatistico

escolhido foi o modelo linear de efeitos mistos (linear mixed effect model — LME).

Este modelo estatistico permite descrever as variagdes longitudinais de cada doente através do
calculo de declives e médias de cada varidvel em cada tempo de recolha. Assim, permite obter
uma estimativa das diferencas nos declives médios entre a admissdo ao hospital (0 horas) e os
outros pontos de recolha (24 e 72 h), dando uma medida da variacdo da percentagem dos varios

parametros medidos no decorrer do tempo de internamento.
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3. Resultados

3.1 Caracterizacao do grupo de estudo

Os dados clinicos, demograficos e fisioldgicos referentes aos individuos que
constituiram o grupo de doentes de sepsis encontram-se discriminados na tabela 3.1. A mesma
informacéo ndo foi disponibilizada para o grupo de controlo devido ao acordo estabelecido com

o Instituto Portugués do Sangue.

Tabela 3.1- Dados demograficos, fisioldgicos e clinicos dos individuos incluidos neste

estudo. IMC - indice de massa corporal.

CTR SEP

(n=34) (n=22)
Sexo (f/m) 5/29 13/9
Idade (anos) - 69114
IMC (kg/m®) - 2545
Pressdo arterial média (mmHQ) - 7016
Frequéncia cardiaca (bpm) - 105+21
Temperatura (°C) - 37+0,7
Mortes (n(%)) - 3 (100)
Medicacéo
Noradrenalina (n(%)) - 22 (100)
Dopamina (n(%)) - 7 (100)
Dobutamina (n(%)) - 8 (100)
Adrenalina - 8 (100)

Os valores representam a médiatdesvio padréo, excepto quando indicado.
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Aggregacao eritrocitaria

55 (s)

3.2 Comparacédo dos parametros hemorreoldgicos nos grupos de estudo

Os resultados obtidos para os parametros hemorreoldgicos e bioquimicos de doentes em
choque séptico e do grupo controlo estdo representados tabela B.1 do anexo B.
Comparando os valores de agregacao eritrocitaria, tanto para 5s como para 10s, entre 0s

dois grupos de estudo néo se verificam diferencas significativas (p>0,084; fig.3.1)
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Figura 3.1-Comparacdo da agregacdo eritrocitaria (a 5s e 10s) entre o grupo de doentes com

sepsis na admissdo na UCI e o grupo controlo.

Comparando os valores relativos ao pardmetro deformabilidade eritrocitaria (para
qualquer uma das forcas aplicadas, 0,6 Pa, 6,0 Pa ou 30,0 Pa), também ndo sdo verificadas

diferencas estatisticamente significativas (p>0,065; fig.3.2).
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Figura 3.2 - Comparacdo da deformabilidade eritrocitaria a (a 0,6Pa, 6,0 Pa e 30,0 Pa) entre o grupo de

doentes com sepsis na admissdo na UCI e o grupo controlo.

Relativamente aos valores obtidos nos ensaios de NO e GSNO eritrocitario (fig.3.3),

apesar de para o0 NO ndo ocorrerem variagdes entre 0os dois grupos (p=0,265), no caso das

concentracBes de GSNO verifica-se que os doentes em choque séptico apresentam valores mais

elevados comparativamente ao grupo de controlo (p=0,013).
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Figura 3.3 - Variagdo da concentracdo de NO e GSNO entre o grupo de doentes com sepsis

na admisséo na UCI e o grupo controlo.



3.3 Comparacéao da concentracédo de sCD40L nos grupos de estudo

Em relacdo aos valores obtidos para a concentragdo sérica de sCD40L ndo se verifica

diferenca significativa entre os dois grupos em estudo (p=0,163; fig. 3.4).
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Figura 3.4 - Comparacdo da concentracdo de sCD40L entre o grupo de doentes

com sepsis na admissdo na UCI e o grupo controlo.

3.4 Variagdo Longitudinal dos Parametros Hemorreologicos

A observacdo longitudinal dos parametros hemorreol6gicos dos doentes com sepsis
(Tabela B.2, Anexo B), permitiu constatar que os valores da agregacdo eritrocitaria aumentam
ao longo do tempo de internamento, atingindo as 72h valores maiores que o grupo controlo
(p<0,001 e p=0,047) para 5s e 10 s respectivamente (fig.3.5). Foram também observadas
diferencas significativas entre os valores de agregacdo nos trés tempos de recolha e os valores
dos controlos. Tanto as 24 como as 72 horas ap6s o internamento, os doentes em choque séptico
apresentam valores superiores de agregacdo eritrocitaria comparativamente aos controlos. No
caso da agregacdo eritrocitarias a 5s, as diferencas relativamente ao grupo controlo estdo
presentes logo as 24h (p=0,001). No entanto, 0 modelo de variagdo longitudinal LME n&o

permitiu verificar essas mesmas diferengas, j& que nao é significativo (F>1,95, p>0,052).
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Relativamente aos valores da deformabilidade eritrocitaria para as diferentes forcas
aplicadas (0,6 Pa, 6,0 Pa e 30,0 Pa) ndo foi observada uma variacao significativa dos mesmos ao

longo do tempo de internamento do doente (F>0,02 e p>0,576; fig.3.5). Nem tdo pouco foram

observadas diferencas comparativamente ao grupo controlo (p>0,084).
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Figura 3.5 - Variacdo longitudinal de deformabilidade eritrocitaria (a 0.6 Pa, 6.0 Pa and 30.0 Pa) e de

agregacao eritrocitaria (a 5s and 10s) nos doentes em choque septico nos trés tempos de recolha.

Os modelos de varia¢do longitudinal tanto da concentragdo de NO eritrocitario (F=0,97

e p=0,388) como da concentragdo de GSNO (F=2,09 e p=0,14) também ndo sao significativos, o

que significa que as concentracfes destas moléculas ndo variam ao longo do tempo de

internamento (fig.3.6). Também ndo foram observadas diferencas comparativamente ao grupo

controlo (p>0,474).
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Figura 3.6 - Variacdo longitudinal da concentracdo de NO e GSNO eritrocitario nos doentes em

choque septico nos trés tempos de recolha.
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3.5 Variagdo Longitudinal das Concentracdes Séricas de sCD40L

A observagdo longitudinal das concentragdes séricas de sSCD40L nos doentes em choque
séptico permitiu constatar uma diminuigdo ao longo do tempo de internamento (fig.3.7). sendo
gue a mesma mais acentuada as 72 horas de internamento, altura em que as concentragdes nos
doentes com sepsis sdo significativamente mais baixas que no grupo controlo (p=0,007). No
entanto, o modelo de variacdo longitudinal LME ndo permitiu verificar essas mesmas

diferencas, ja que ndo € significativo (F=0,90 e p=0,422).

sCD40L (ng/ml)

0 24 72
Tempo (horas)

Figura 3.7 — Variacdo longitudinal da concentragdo de sSCD40L em doentes em

choque séptico nos trés tempos de recolha.

3.6 Estudo da Evolucao da Doenca

Dos 22 pacientes em choque séptico internados na UCI, quatro morreram durante o
internamento na mesma unidade, tendo sobrevivido em média dois dias na UCI. Os restantes 18,
permaneceram em média 13 dias na UCI até a alta.

Dado o reduzido nimero de doentes classificados como ndo-sobreviventes ndo foi
possivel realizar analise estatistica longitudinal, sendo os dois grupos de doentes com sepsis

apenas comparados graficamente de seguida.
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3.6.1 Comparagdo dos parametros hemorreoldgicos nos doentes com

sepsis consoante o prognastico

Quando comparados os valores de deformabilidade eritrocitaria entre os dois grupos
de sepsis (sobreviventes vs. ndo-sobreviventes), verifica-se que nos doentes ndo-sobreviventes
ocorre uma diminuicdo significativa as 72 horas dos valores de deformabilidade eritrocitéaria
com forcas aplicadas de 0,6 Pa e 6,0 Pa (fig.3.8). Tal diminui¢do ndo se verifica para 30,0 Pa. A
mesma tendéncia de diminuicdo as 72 h ocorre relativamente aos valores de agregacdo

eritrocitaria, tanto a 5s como 10s (fig.3.8).
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Figura 3.8 - Variacdo longitudinal de deformabilidade eritrocitaria (a 0.6 Pa, 6.0 Pa e 30.0 Pa) e de
agregacao eritrocitaria (a 5s e 10s) em doentes em choque séptico que sobreviveram (a cheio) e ndo-

sobreviventes (a tracejado) nos trés pontos de recolha.

Os valores de NO eritrocitario estdo diminuidos nos doentes ndo-sobreviventes na
admissdo a UCI, havendo a partir das 24h uma aproximacdo aos valores dos doentes
sobreviventes (fig.3.9). Ou seja, relativamente ao NO a diferenga maior entre doentes
sobreviventes e ndo-sobreviventes verifica-se na admissdo a UCI.

Os valores de GSNO eritrocitario no grupo ndo-sobreviventes seguem o0 mesmo padrao
(fig.3.9). No entanto, para além da diminuicdo aquando da admissdo a UCI nos doentes nao-

sobreviventes, verifica-se também uma diminuigdo dos valores de GSNO as 72h.

26



NO eritrocitario (nM)

=
2
el (=]
AP Ga i g
L .- ‘5 _O
i o " ~
o = - N
5 o %
O N
= ‘\
w N
o .
A
.
<
0 24 72 0 24 72
Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura 3.9 - Variacdo longitudinal da concentracdo de NO e GSNO eritrocitario em doentes em
choque séptico que sobreviveram (a cheio) e nédo-sobreviventes (a tracejado) nos trés pontos de

recolha.

3.6.2 Comparacdo das concentracfes séricas de sCD40L nos doentes com

sepsis consoante 0 prognaéstico

Na analise de prognéstico dependente da concentracdo sérica de sCD40L, pode-se
afirmar que os valores das concentracbes de sCD40L sdo superiores no grupo de ndo-

sobreviventes na admissdo a UCI (fig.3.10).
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Figura 3.10 - Variacdo longitudinal da concentracéo sérica de sCD40L em doentes em
choque séptico que sobreviveram (a cheio) e ndo-sobreviventes (a tracejado) nos trés

pontos de recolha.
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4. Discussio

Actualmente, apesar dos recentes avangos a nivel terapéutico, a sepsis continua a ser
uma das principais causas de morte durante o internamento em UCI. O choque séptico é
responsavel por 30-50% das mortes nas UCI (Piagnerelli et al., 2003). Tendo em consideracédo
0s varios estudos epidemiolégicos ja realizados sobre o impacto da sepsis no mundo, é crucial
continuar a investigar quais 0os mecanismos que levam ao desenvolvimento da mesma. Um
melhor conhecimento desses mecanismos resultard num diagnoéstico mais preciso, que por sua
vez contribuird para uma diminuicdo da elevada taxa de mortalidade e melhoria do prognéstico.

A sepsis induz alteracdes na microcirculacdo, existindo uma diminuicdo da densidade
capilar, associada ao aumento da heterogeneidade da perfuséo tecidual. Estas alteracdes podem
ser explicadas através de diversos mecanismos, nomeadamente através da disfuncdo endotelial.
De Backer (2014) demonstrou que a reactividade do endotélio em relagdo a substancias
vasoconstritoras e vasodilatadoras, diminui durante a sepsis, o0 que tem efeito sobre a regulacéo
da microcirculacdo sanguinea. Das alteracdes geradas a nivel da microvascularizacdo, resulta a
hipoxigenac&o celular, com disfuncéo e consequente faléncia de tecidos o que conduz, por fim,
a morte de multiplos 6rgdos (Piagnerelli et al., 2003).

As alterages ao nivel da microcirculagdo ocorrem no inicio do desenvolvimento da
doenca e sdo caracterizadas por, entre outros mecanismos, alteracdes nos parametros
hemoreoldgicos, nomeadamente: agregacdo e deformabilidade dos eritrdcitos e alteracdo das
concentraces de NO e GSNO eritrocitario (Vanina et al, 2011).

No presente trabalho procurou-se estudar essas alteragdes (bem como o efeito da
concentracdo de sCD40L) em doentes em choque séptico e quais 0s seus efeitos no progndstico

da doenca.
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4.1 Parametros Hemorreoldgicos

Foi demonstrado que no decorrer de um processo inflamatorio, a capacidade de repulsdo
dos eritrocitos decresce ndo s6 devido a presenca de macromoléculas como as proteinas de fase
aguda (particularmente o fibrinogénio), como também a alteracGes nas propriedades celulares
inerentes aos préprios eritrocitos (Baskurt et al., 2013; Alt et al., 2004). Segundo Ben Ami, et
al. (2001), a agregacdo eritrocitaria resultante das alteracGes nas propriedades celulares, estima-
se ser em 35% derivada de doengas inflamatdrias severas, entre as quais estd enquadrada a
sepsis.

Como consequéncia da diminui¢do da repulsdo, verifica-se um aumento da agregacao
eritrocitaria. Desta forma, ocorre um aumento da viscosidade sanguinea, 0 que, contribuindo
para a hemastase vascular, promove hipoxia local e lesdo endotelial (Piagnerelli et al., 2003).

A alteracdo deste parametro hemorreoldgico é um dos principais factores caracteristicos
da sepsis, como foi comprovado em estudos anteriormente realizados nomeadamente por
Piagnerelli (2003), Reggiori (2009), Baskurt (2013), Sallisami (2013) e colaboradores.

No presente trabalho a agregacdo eritrocitéria foi determinada em dois tempos: aos 5 e
10 segundos de dispersdo. Em ambas as medicGes, ndo se verificaram alteracdes significativas
dos valores de agregacdo eritrocitaria para o grupo de doentes com sepsis no momento da
admissao, quando comparados com os valores do grupo de controlo.

Deve-se realcar que a comparacdo com os valores normais deve ser interpretada com
cautela uma vez que a amostra de doentes com sepsis ndo é uniforme, isto é, a causa da sepsis
ndo é a mesma em todos os doentes. Esta observacdo aplica-se para todas as comparagoes
efectuadas entre os valores dos parametros obtidos na admissdo com os valores do grupo
controlo. Nos estudos com modelos animais de sepsis poder-se-4& comparar valores de
pardmetros em o grupo controlo e o grupo intervencionado da mesma espécie e estirpe. A
comparagdo dos resultados obtidos aos 5 e aos 10 segundos permitem inferir a rapida
capacidade de agregacdo eritrocitaria, dado o aumento deste indice entre a primeira e a segunda
medicéo, respectivamente.

Em relacdo ao estudo longitudinal, pbde constatar-se que os valores de agregacéao
eritrocitaria aumentam ao longo do tempo de internamento (para ambas as medicGes). Tendo em
conta que os doentes se encontram em UCI sob tratamento, seria expectavel uma diminuigéo
dos valores de agregacdo eritrocitaria ao longo do tempo, o que se poderia associar a melhoria
do estado clinico do mesmo. No entanto ha a notar que nesta comparacao de incluem doentes

com sepsis sobreviventes e ndo sobreviventes.
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Algumas justificacdes possiveis para os resultados mencionados residem principalmente
na dificuldade de controlo da doenca. Por um lado, uma vez instalado um estado de sepsis, a
libertacdo de fibrinogénio (que como ja foi referido, contribui para 0 aumento da agregacao
eritrocitaria) pode ocorrer de modo continuo no decorrer do processo, 0 que justificaria os
resultados obtidos. Por outro lado, a administracdo de excipientes no tratamento da patologia ao
longo do internamento pode ser causa de alteracGes de propriedades celulares, sendo este outro
factor que contribui para 0 aumento da agregacdo eritrocitaria.

A deformabilidade é a capacidade dos eritrocitos em adaptarem reversivelmente a sua
forma durante o fluxo sanguineo, reagindo a diversas forcas aplicadas sobre a sua superficie,
dependendo de varias caracteristicas celulares tais como propriedades relativas a membrana,
geometria da célula e a viscosidade citoplasmatica (Piagnerelli et al., 2003).

Todas estas propriedades podem ser alteradas perante o desenvolvimento de sepsis
(Reggiori et al., 2009). Fisiologicamente, os eritrocitos assumem uma forma biconcava
resultante de uma conjugacdo de propriedades estaticas e dindmicas inerentes a membrana
celular.

Durante um processo de sepsis, a deformabilidade eritrocitaria € um dos parametros
mais precocemente afectados (Baskurt et al.1998). Através de técnicas de citometria de fluxo,
Reggiori e seus colaboradores (2009), constataram uma rapida alteragdo na forma dos
eritrocitos, tornando-se mais esféricos. Baskurt et al. (1998) realizou um estudo, no qual
observou que a deformabilidade em doentes com sepsis € menor comparativamente a um grupo
de controlo, quando aplicadas forcas inferiores a 5 Pa.

Neste estudo, a deformabilidade eritrocitaria foi medida aplicando-se trés forcas de
cisalhamento diferentes: 0,6Pa, 6,0Pa e 30,0Pa. Através da comparacdo dos resultados obtidos
para os doentes em chogue séptico aguando a admissdo, com os do grupo controlo, ndo foram
registadas diferencas significativas dos valores de deformabilidade. Como foi descrito por
Reggiori e colaboradores (2009), varios componentes da membrana celular sofrem alteracoes
durante a sepsis, sendo a principal razdo de afeccdo da capacidade dos eritrocitos se
deformarem. Assim, demonstraram que 0 conteddo membranar em acido sialico diminui no
primeiro dia de estabelecimento de um estado séptico, 0 que pode contribuir para a fagocitose
dos eritrécitos. Outro componente membranar em cuja sepsis tem influéncia é a porgao proteica,
registando-se alteracdes na banda-3, uma proteina membranar dos eritrocitos que desempenha
varias funcBes no metabolismo e morfologia da célula, sendo também reconhecida como
essencial para a actividade ionica e glicolitica, estrutura do citoesqueleto e forma da célula.
Alteracdes nesta proteina estdo associadas a diminuicdo da deformabilidade eritrocitaria em
condigdes sépticas (Condon et al.,2007). Outros estudos demonstraram que alteracfes na parte
lipidica da membrana também sdo responsaveis por alteragdes ao nivel da deformabilidade

eritrocitaria em doentes com sepsis (Reggiori et al., 2009).
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Outra hipotese de causa para a disfuncéo da flexibilidade dos eritrdcitos foi proposta por
Esper e seus colaboradores (2008), que reportaram diminuicdo da deformabilidade eritrocitaria
guando expostos a endotoxinas bacterianas, sugerindo a sua relagéo.

Longitudinalmente, ndo foram registadas diferencas significativas nos valores de
deformabilidade para as diferentes forcas aplicadas ao longo do tempo de internamento. No
entanto, e tal como esperado, perante uma forca de 0,6 e 6,0Pa, os valores de deformabilidade
registados ap0s 72 horas de internamento foram inferiores aos do grupo controlo. Atendendo ao
qgue acima foi alertado, esta diferenca, poderia sugerir que, dado o caracter de doenca
inflamatoria severa que é a sepsis, apesar da intervencdo médica e terapéutica adequada, € dificil
controlar as alteracGes hemorreoldgicos associadas a patologia. Seria expectavel que, pelo
menos apo6s 72 horas de internamento, os valores de deformabilidade estivessem mais proximos
dos valores de controlo.

Outro dos parametros em estudo neste trabalho que sofre alterac6es devido ao estado de
sepsis é a concentracdo de NO. O monoxido de azoto é produzido pelas células endoteliais a
partir da L-arginina. Num estado séptico, a inducdo de INOS ¢é estimulada por
lipopolissacarideos (LPS) e citoquinas como o factor de necrose tumoral (TNF) e o interferdo
v (INF- ), o que resulta numa maior producdo de NO.

O monoxido de azoto actua sobre a musculatura vascular lisa, promovendo a
vasodilatacdo, portanto aumentando a perfusdo sanguinea ao nivel dos tecidos, contudo pode
contribuir para a hipotensdo arterial (Piagnerelli et al., 2003). Assim perante a ocorréncia de
sepsis 0 risco de hipotensdo arterial é proporcional a quantidade de mondxido de azoto
produzida.

No presente estudo, a concentracdo de NO eritrocitario ndo apresentou alteragdes
significativas nos doentes com sepsis no momento da admissdo, em relagdo a concentracéo
medida no grupo controlo. Ainda ndo foram realizados estudos em humanos relativamente ao
efluxo de NO eritrocitario em doentes com sepsis, contudo foram realizados estudos em relagdo
ao NO endotelial. Alguns autores justificam o aumento inicial da concentracdo de NO endotelial
como um mecanismo adaptativo, de defesa, induzido pela propria sepsis, a0 promover a
vasodilatacdo e assim compensar o fluxo sanguineo a nivel capilar, minimizando a hipoxia
celular e portanto, melhorando o prognéstico (Lundy et al., 2011). Fortin e colaboradores
(2010) reforcam a importancia da elevacéo inicial de NO endotelial ao clarificarem os seus
efeitos antimicrobianos, através da promocdo da eliminacdo de antigénios por células
fagocitérias.

Ao longo do internamento em UCI, ndo foram registadas alteracdes significativas da
concentracao de NO nos eritrocitos do grupo de doentes, A biodisponibilidade do eritrocito em

NO parece estar salvaguardada na medida em que a auséncia de variacdo sugerindo um estado
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estacionario de concentragdo intraglobular ndo contribui para 0 aumento vascular resultante da
NO sintase indutivel.

Como ultimo parametro hemorreoldgico em que recai o presente trabalho experimental,
avaliou-se a concentracdo de S-Nitrosoglutatido (GSNO), derivado de uma reac¢do entre 0 NO e
0 glutatido (GSH). Sendo importante na integridade da biologia quimica e funcdes fisioldgicas
do NO, o GSNO ¢é referido como forma de armazenamento de NO ou como sinal de transdugéo
dependente de NO. Deste modo, o GSNO é um mediador enddgeno essencial para o
desenvolvimento do papel biol6gico do NO. Para além disso, as suas potenciais propriedades
terapéuticas também tém sido alvo de investigacdo (Broniowska et al., 2013).

Em doentes com sepsis verifica-se 0 aumento da concentracdo de GSNO que, desta
forma, actua como dador de NO e promove a diminui¢do da deformabilidade eritrocitaria
(Saldanha et al., 2012).

No momento da admissdo em UCI, os doentes com sepsis apresentaram valores de
concentracdo de GSNO superiores aos niveis fisiol6gicos registados no grupo de controlo. Dada
a relacdo entre os varios pardmetros hemorreoldgicos descritos anteriormente, niveis elevados
de fibrinogénio caracteristicos de um estado séptico, podem justificar o aumento de GSNO
aquando a admisséo (Saldanha et al., 2012).

Os valores de concentracdo de GSNO eritrocitario obtidos nas trés medicgdes efectuadas
ao longo do internamento ndo apresentam alterac@es significativas tal como os niveis do NO, o

gue era previsto dadas as suas func¢des intimamente correlacionadas.
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4.2 sCD40L

O ligando CD40 (CD40L) é um ligando multifuncional pertencente a familia dos
factores de necrose tumoral. As respostas imunes mediadas por células e imunidade humoral
sdo influenciadas pela interaccdo do CD40 e o seu ligando. A forma solUvel deste ligando é
expressa a partir de plaquetas e células T activadas. A interac¢do entre o ligando (CD40L) e o
receptor (CD40) € responsavel pela mediacdo de uma grande variedade de respostas imunes e
inflamatorias.

No presente trabalho, verificou-se que as concentracdes de sSCD40L sdo inferiores nos
doentes em chogue séptico no momento da admissdo comparativamente ao grupo controlo.
Estes resultados sé&o inversos aos obtidos anteriormente por Chew et al. (2010) e Lorente et al.
(2011), os quais relatam aumento das concentragdes de sCD40L em doentes com choque
séptico e sepsis grave, respectivamente. Tais discrepancias relativas ao presente trabalho
poderdo em parte estar relacionadas com os critérios de inclusao/exclusdo dos grupos de estudo.

No estudo de Chew e colaboradores (2010), apenas 7 individuos controlo foram
incluidos, ndo tendo sido especificados os critérios de inclusdo e/ou exclusdo dos mesmos. No
segundo estudo, foram incluidos 50 individuos saudaveis, mas neste caso apenas foram
incluidos doentes com sepsis severa.

Relativamente ao estudo longitudinal, verificou-se um decréscimo das concentracoes de
sCD40L ao longo do tempo de internamento, nomeadamente entre as 24 e as 72 horas. Para
além disso, verificou-se também um aumento das concentragbes de sCD40L nos doentes ndo-
sobreviventes logo aquando da admissdo a UCI. Estes resultados estdo de acordo com
publicacdes anteriores (Nolan et al., 2008 e Lorente et al., 2011).

Enumeras evidéncias sugerem a sCD40L como um importante elo de ligacdo entre a
inflamacéo, aterosclerose e a trombose. Diversos estudos observaram o aumento deste em
doencas associadas a activagdo plaquetéria (Ivandic et al.,2007).

A sCD40L, como j& foi referido, exibe actividade pro-inflamatéria, que inclui a
conjugacdo entre plaguetas e leucdcitos, através da sua interaccdo com o CD40. Assim a
sCD40L, através de mecanismos que afectam as células plaquetéria, endoteliais e imunes,
promove a inflamacdo, a disfuncdo endotelial e a destabilizacdo a nivel vascular. Tal pode ser
comprovado dado que a SCD40L esta associada a um prognostico menos favoravel em doengas

em que se combina a inflamacéo e patologias vasculares, como a sepsis (Johansson et al.,2012)
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Como também ja foi referido, a SCD40L pode ter efeitos pro-trombéticos, provocando a
diminuicdo da expressdo de trombomodulina. Este efeito pode impulsionar o desenvolvimento
de tromboses (Lorente et al.,2014)

Segundo Lorente et al. (2011), embora o papel da sCD40L nédo esteja completamente
explicado, é possivel existirem semelhancas entre as funcGes desempenhadas por esta proteina

na sepsis com as que j& foram observadas em doentes portadores de doenga coronaria aguda.
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5. Conclusao

A Sepsis representa uma complexa simbiose entre um organismo infectante e a resposta
imune do hospedeiro, pode conduzir a varios danos a nivel celular e culmina na faléncia
multipla de 6rgdos o que, por sua vez, leva a morte do hospedeiro, tornando esta doenca uma
das maiores causas de morte nas Unidades de Cuidados Intensivos. Como tal, é de extrema
importancia entender o que difere nos individuos cujo prognostico é positivo em relacdo aqueles
em que o prognostico é o menos favoravel.

De entre os varios indicadores apresentados pelo sangue, no presente trabalho foram
escolhidos quatro pardmetros hemorreoldgicos, sobre cuja avaliacdo permite inferir acerca do
estado de desenvolvimento de um processo séptico. Ao longo do estudo, foi demonstrada a sua
importancia e caracterizados os critérios de avaliagdo de cada um desses parametros. Os
resultados obtidos, vieram, na sua maioria, confirmar estudos anteriormente realizados, o que
permite, com alguma seguranga, inferir acerca do prognéstico.

Também é preponderante a compreensdo da estreita relacdo entre esses parametros e o
desenvolvimento do processo inflamatdrio e trombético. Para tal, foi medida a concentragdo
sérica de sCD40L. A andlise de prognostico deste parametro permitiu associar concentragdes
mais elevadas deste ligando a taxas de mortalidade superiores.

Em suma, este estudo laboratorial tenta atribuir um valor de diagnoéstico importante a
mensuracdo de cinco pardmetros medidos através de técnicas especificas, com vista a
determinacdo precoce de diagndstico, desenvolvimento de novas técnicas terapéuticas para
promocdo de disponibilidade de oxigénio celular, e como tal, menor faléncia de drgéos
associada a hipoxia, com o objectivo de melhorar o prognostico relacionado com sepsis,

aquando do ingresso em UCI.

5.1 LimitacOes do estudo

O principal factor limitante deste estudo foi o nimero de doentes ndo-sobreviventes.
Apesar da total disponibilidade e esforgo por parte da equipa médica, o nimero de doentes em

choque séptico ndo-sobreviventes incluidos no estudo ficou bastante aquém néo foi do desejado.
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5.2 Perspectivas futuras e implicac6es

Tendo em conta a importancia da hemorreologia no diagndstico e prognéstico da sepsis,
seria importante continuar este estudo no sentido de melhor relacionar os varios parametros
hemorreoldgicos. Como tal, seria importante aumentar a amostragem de modo a obter
resultados estatisticos mais fiaveis, nomeadamente no que diz respeito a comparagao dos grupos
de doentes sobreviventes e ndo-sobreviventes. Seria importante também poder recorrer a um
grupo controlo mais homogéneo, tendo acesso ao seu historial médico e competéncia
imunoldgica, tal como também seria relevante para o grupo de doentes.

Para uma andlise de resultados mais completa e fidedigna, seria relevante, para estudos
futuros, incluir a consideracdo do hematocrito, nimero de eritrécitos e quantificacdo do
fibrinogénio nos vérios pontos de medi¢cdo em ambos os grupos, pois estes indicadores estdo
intimamente ligados as alteragdes hemorreoldgicas que ocorrem num processo Sepsis.

Seria relevante uma medi¢do mais precisa da concentracdo de NO eritrocitaria, dada a
sua importancia no diagnostico precoce da sepsis, mas também devido a sua possivel
importancia a nivel terapéutico. Para tal poderia ser utilizada a técnica de espectroscopia de
ressonancia paramagnética electronica (EPR) que permite a determinacdo quantitativa de NO
(Kleschoyov et al., 1996).
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Anexo A

Classificagéo clinica das classes de sepsis:
a. Critérios de inclusdo
O grupo de estudo de sepsis dividiu-se em trés grupos: sepsis, sepsis severa e choque

séptico definidos como:

Sepsis: Pacientes com Sindrome de Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS) causado
por inflamacdo ou suspeita da mesma. Este é definido com pelo menos dois dos seguintes

pardmetros descritos abaixo:

a) Temperatura corporal superior a 38°C ou inferior a 36°C;

b) Batimento cardiaco superior a 90 bpm;

c) Frequéncia respiratdria superior a 20 rpm;

d) Valor de Leucdcitos acima dos 12.000/mm3 (ou mais do que 10% de leucécitos

imaturos) ou leucopenia inferior a 4.000/mma3.

Sepsis severa: Pacientes que apresentem sepsis e faléncia de drgdos que estejam dentro

de pelo menos um dos parametros:

a) Lactato com valores acima de 18mg/dl;

b) SaO2 inferior aos 90% (ou pO2/FiO2 abaixo de 300);

c) PAs (pressao arterial sistolica) abaixo de 90mmHg ou PAm (pressdo arterial média)
abaixo de 65mmHg;

d) Creatinina acima de 2mg/dl ou oliguria aguda (fluxo urinario abaixo de 0,5ml/kg/h
em duas horas consecutivas);

e) INR acima de 1,5 ou APTT acima dos 60 segundos;

f) Contagem de plaquetas inferior a 100.000/mms3;

g) Bilirrubina total superior a 2mg/dl

h) Deterioracdo mental aguda.

Choque séptico: hipotenséo persistente apesar de adequada ressuscitagdo com fluidos;
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Anexo B

Tabela B.0-1 - Parametros hemorreoldgicos do grupo controlo e do grupo de doentes em

choque séptico no momento da admissao.

Parametros Hemorreoldgicos CTR SEP
(n=34) Admisséo
(n=22)
Deformabilidade eritrocitaria 0.6 Pa 5,8+3,3 5,9+4.5
Deformabilidade eritrocitaria 6.0 Pa 39,3+4,7 40,446,5
Deformabilidade eritrocitaria 30.0 Pa 48,7+4.5 54,2+6,1
Agregacdo eritrocitaria 5 s 11,2+3,0 14,2+45
Agregacao eritrocitaria 10 s 17,845,1 20,3+7 4
NO (nmol/l) 2,3+1,4 3,2+2,3
GSNO (uM) 7,8+3,7 15,8+12,7
sCD40L (ng/ml) 5,9+3,8 3,7+3,8

Os valores representam a médiatdesvio padrdo

Tabela B.2 - Variacao longitudinal dos par@metros hemorreoldgicos do grupo de doentes

em chogue séptico.

Parametros Hemorreol6gicos SEP SEP SEP
Admissao 24horas 72horas
(n=22) (n=22) (n=19)

Deformabilidade eritrocitaria 0.6 Pa 5,944 .5 5,844,1 4,9+3,7
Deformabilidade eritrocitaria 6.0 Pa 40,4+6,5 40,3+6,8 38,5+11,5
Deformabilidade eritrocitaria 30.0 Pa 54,2+6,1 54,045,6 51,1+13,6
Agregacao eritrocitaria5 s 14,2445 16,245,1 16,6+5,2
Agregacdo eritrocitaria 10 s 20,3+7,4 23,0+9,0 23,6%8,3
NO (nmol/l) 3,223 2,5+1,5 2,6+2,2
GSNO (uM) 15,8+12,7 11,5+6,9 10,3+9,6
sCD40L (ng/ml) 3,7£3,8 3,3+2,9 1,9+1.9

Os valores representam a médiatdesvio padréo
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