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RESUMO

Introducdo: A endocardite infecciosa (EI) é uma doenca grave, associada a altas taxas
de mortalidade apesar de avancgos recentes dos métodos diagnosticos e terapéuticos.
Citocinas, mediadores séricos da inflamagdo, podem contribuir para o diagnostico e
manejo da El. O presente estudo avaliou a dosagem sérica de algumas citocinas em
pacientes com EIl e comparou esses valores com 0s niveis séricos desses marcadores em
individuos saudaveis e em pacientes acometidos por infeccOes ativas, diferentes de El,
com o objetivo de explorar o perfil das citocinas na EI e em diferentes processos
infecciosos. Métodos: Foram incluidos 81 pacientes admitidos no Hospital das Clinicas
da UFMG com EI definitiva segundo os critérios de Duke. As amostras de sangue
desses pacientes foram colhidas em até uma semana apds a admissdo para dosagem
sérica de diversas citocinas. Dois grupos controle foram selecionados para a
comparacao dos niveis séricos de citocinas. O primeiro grupo foi constituido de 34
individuos saudaveis e o segundo grupo foi constituido de 30 pacientes com infec¢Ges
ativas, diferentes de EIl. As amostras séricas obtidas dos pacientes com El e dos
controles foram analisadas por meio da técnica cytometric bead array (CBA) para a
dosagem das interleucinas (IL) 1/, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e fator de necrose tumoral-a
(TNF-0). Resultados: A idade dos pacientes com EI foi 47 + 17 anos, e 40 individuos
eram homens. A condicdo predisponente mais comum foi protese valvar (33.3%), e 0s
microorganismos causadores predominantes foram os estafilococos (19.7%). Exceto por
IL-12, os pacientes com EIl apresentaram niveis séricos de citocinas significativamente
maiores do que os controles saudaveis. Os niveis séricos de IL -1, TNF-o e IL-12
foram maiores em pacientes com El do que em pacientes com outras infec¢des. Quando
0 grupo de pacientes com EI foi estratificado de acordo com o agente etioldgico, 0s
niveis de TNF-a e IL-12 foram significativamente maiores na El causada por
estafilococos do que nos outros subgrupos. Conclusbes: A dosagem de citocinas
apresentou-se elevada na EI em comparacdo com os controles saudaveis. Os niveis
séricos de IL-1B, TNF-a e IL-12 foram mais altos na El do que em outras infecgdes
ativas. ConcentracGes mais baixas de IL-10 foram observadas na El por estafilococos,
quando comparada com EI causada por outros agentes etiologicos e uma prevaléncia
elevada de altos produtores de IL-1B, TNF-a e IL-12 foi observada somente na EI por

estafilococos.
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ABSTRACT

Background Infective endocarditis (IE) is a severe disease associated with a high
mortality rate despite recent advances in its diagnosis and treatment. Cytokines, serum
inflammatory mediators, may contribute to the diagnosis and management of IE. The
aim of the present study was to determine serum cytokine concentrations in patients
with IE and to compare the levels of these markers with healthy subjects and a group of
patients with non-1E infections. Methods Eighty-one patients with definite IE according
to Duke’s Criteria were enrolled between January 2005 and May 2013 in University
Hospital, Federal University of Minas Gerais. Serum samples of all patients were
obtained within the first week of admission to assess the concentrations of several
cytokines. In order to explore the profile of cytokines in different infectious processes,
two control groups were selected. The first group consisted of 34 healthy individuals
who are volunteers, and the second group was comprised of 30 patients with non-1E
infections. Serum samples from patients with IE and from controls were analyzed for
the following markers: interleukin (IL) 15, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 and tumor necrosis
factor-a (TNF-a). Cytokine concentrations were measured by cytometric bead array
(CBA). Results Mean age of IE was 47 £ 17 years (range, 15 - 80 years), and 40 (49%)
individuals were male. The most common underlying heart disease was the presence of
valvular prosthesis (33.3%). The main causative microorganisms were staphylococci
(19.7%). Culture-negative endocarditis occurred in 44 patients (54%). Except for 1L-12,
patients with IE had significantly higher serum concentrations of the mediators than
healthy volunteers’ serum. Median of IL -18, TNF-a and IL-12 serum levels were
significantly higher in IE patients than in patients with non-1E infections. When IE
group was stratified according to the infecting microorganism, serum concentrations of
TNF-a and 1L-12 were significantly higher in staphylococcal IE subgroup than in the
non-staphylococcal IE group. Conclusions Cytokines were elevated in the IE in
comparison to healthy controls. Median IL-1B, TNF-a and IL-12 serum levels were
significantly higher in IE than in non-IE infections. Lower IL-10 production occurred in
staphylococcal IE, compared to non-staphylococcal IE and an elevated prevalence of
higher producers of IL-1B, TNF-o and IL-12 was observed only in staphylococcal

subgroup.

Key-words: cytokines; endocarditis; inflammatory markers
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1 INTRODUCAO

A endocardite infecciosa (EI) € uma doenca grave, ainda caracterizada por altas taxas de
mortalidade. (1) Estudos populacionais recentes realizados em paises industrializados
evidenciaram mortalidade intra-hospitalar elevada, variando de 15 a 22%, e uma taxa de
mortalidade em 5 anos de aproximadamente 40%. (1) A despeito dos avangos nos
cuidados a saude, a sua incidéncia ndo se alterou nas Gltimas duas décadas, devido as
modificagdes progressivas dos fatores de risco. A mudanga nas caracteristicas
epidemiologicas da El nos paises desenvolvidos ocorreu pelo aumento da longevidade,
novos fatores predisponentes e aumento dos casos de infec¢do nosocomial. (2)

A apresentacdo clinica da doenca € variavel, sofrendo influéncia do agente etioldgico,
tempo de evolucdo, caracteristicas do paciente (idade, condicdo predisponente,
comorbidades). O reconhecimento da doenca e a conducdo dos casos constituem

frequentemente desafios para a pratica clinica. (2)

Atualmente vem ganhando destaque a pesquisa de elementos presentes no soro e no
plasma relacionados a resposta inflamatdria. Estas substancias, como as citocinas,
seriam potenciais preditores do prognéstico na EIl, auxiliando no diagnostico e
monitoramento dos pacientes. E neste contexto que se insere a presente investigaco,

que teve como objetivo caracterizar o perfil de citocinas na El.



2 REVISAO

2.1 Endocardite Infecciosa

2.1.1 Definicao

A El é uma infeccdo microbiana da superficie endotelial do coracdo. As valvas
cardiacas sdo envolvidas com maior frequéncia; no entanto, a infec¢do pode ocorrer em
um defeito septal, nos cordBes tendineos ou no endocardio mural. Embora as infeccOes
de shunts arteriovenosos, shunts arterioarteriais (exemplo: ducto arterial patente), ou
coarctacdo de aorta sejam, na realidade, endarterites, sdo clinica e patologicamente
semelhantes a EIl. (3) Outros sitios possiveis de infeccdo sdo materiais cirlrgicos
intracardiacos e  dispositivos  (marcapasso, cardiodesfibrilador  implantavel,

ressincronizador). (2)

2.1.2 Classificacéo

A EI foi historicamente classificada como aguda e subaguda. O termo EIl aguda se
referia ao quadro clinico caracterizado por toxicidade acentuada e evolugdo ao longo de
dias até semanas para a destruicdo valvar. (3) O termo EIl subaguda era destinado aos
casos de evolucéo lenta, ao longo de semanas a meses. A El aguda era atribuida, embora
ndo de forma exclusiva, a infeccdo por Staphylococcus aureus. A El subaguda teria
maior probabilidade de ser causada por estreptococos viridans, enterococos,
estafilococos coagulase-negativos ou cocobacilos Gram-negativos. (3)

Atualmente, tal classificacdo vem caindo em desuso, diante da ampla variedade de
apresentagdes da doencga, nem sempre compativeis com as defini¢bes originais. Diante
desta crescente diversidade de situagdes clinicas e como uma tentativa de evitar
sobreposicOes, as diretrizes mais recentes da Sociedade Européia de Cardiologia sobre a
prevencdo, diagndstico e tratamento da El (2) propuseram a separacdo em quatro

categorias de EI, considerando o sitio de infeccdo e a presenga ou auséncia de
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dispositivos intracardiacos. Estas categorias sdo: El de valvas nativas de cémaras
cardiacas esquerdas, El de valvas protéticas de cadmaras cardiacas esquerdas, El de
camaras cardiacas direitas, El relacionada a dispositivos intracardiacos (com ou sem
envolvimento valvar). A categoria “El de valvas protéticas de camaras cardiacas
esquerdas” é subdividida em EI de valva protética precoce (<1 ano apds cirurgia valvar)

e El de valva protética tardia (>1 ano apds cirurgia valvar). (2)

A mesma diretriz também sugere uma classificacdo baseada na maneira de aquisi¢cdo da

doenca, exposta no Quadro 2.1. (2)

Quadro 2.1 Classificagdo da endocardite infecciosa conforme modo de
aquisicao

Classificacéo Definicéo
Relacionada a assisténcia medica, El em paciente hospitalizado > 48h antes
nosocomial do surgimento de sinais e sintomas

consistentes com El

Relacionada a assisténcia médica, ndo Sinais e sintomas de EI iniciando-se < 48h
nosocomial da admisséo de paciente com contato
prévio com assisténcia médica*

Adquirida na comunidade Sinais e sintomas de EI iniciando-se <48h
da admissdo de paciente sem contato
prévio com assisténcia médica

Associada ao abuso de drogas El em usuéario de drogas endovenosas sem
fonte alternativa de infecc¢do

Fonte: Habib et al., 2009. (2)
Nota: EI: endocardite infecciosa; *o termo “contato prévio com assisténcia

médica” abrange as seguintes situagdes: assisténcia domiciliar de enfermagem ou
terapia endovenosa, hemodialise ou quimioterapia endovenosa 30 dias antes do
surgimento de sinais e sintomas de El; hospitalizacdo em pronto atendimento 90 dias

antes do surgimento de sinais e sintomas de El; pacientes institucionalizados.

Sdo também mencionadas na referida diretriz (2) as classificagdes: “EI ativa” e
“recorréncia de EI”. A primeira reline as seguintes situacdes: pacientes com febre
persistente e hemoculturas positivas, achado a cirurgia de morfologia compativel com

inflamacdo em atividade, pacientes ainda sob terapia antimicrobiana e evidéncia
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histopatologica de EI em atividade. A segunda classificacdo ¢ subdividida em “recidiva”
(episodios repetidos de El causados pelo mesmo microorganismo menos de seis meses
apds o episddio inicial) e “reinfec¢do” (infeccdo por microorganismo diferente;
episddios repetidos de El causados pelo mesmo microorganismo mais de seis meses

apos o episadio inicial). (2)

2.1.3 Epidemiologia

A EI apresenta uma incidéncia anual estimada de trés a nove casos por 100.000 pessoas
em paises industrializados. (1,2) Esta variacdo parece refletir diferencas metodoldgicas
entre estudos populacionais, e ndo uma divergéncia verdadeira. Estes estudos revelam
que a incidéncia de El aumenta dramaticamente com a idade, sendo que a maior taxa
descrita foi de 14,5 epis6dios/100.000 pessoas-ano em pacientes entre 70 e 80 anos. (2)
Embora 0 aumento da média de idade de pacientes com EI seja um dado frequente em
estudos realizados em paises desenvolvidos, esse achado também tem sido mencionado

em estudos recentes realizados em paises em desenvolvimento. (4)

Segundo estudos epidemioldgicos sobre EI, os homens sdo mais acometidos do que as
mulheres, numa proporcdo de 2:1. As razbes para a maior propor¢do de homens

acometidos por El ainda séo desconhecidas. (2)

Os fatores de risco em paises industrializados mudaram de cardiopatia reumatica e
congénita para o uso intravenoso de drogas, doenca valvar degenerativa, dispositivos
intracardiacos, infec¢des adquiridas em servicos de saude e hemodidlise. (1) Entretanto,
em até 50% dos casos, a El se desenvolve em pacientes sem historia prévia de doencga
valvar. (1,5) Nos paises desenvolvidos, cardiopatia reumatica corresponde atualmente a
menos de 10% dos casos. (3) Essa condi¢cdo ainda é fator predisponente muito comum
em paises em desenvolvimento, embora menos prevalente do que em estudos

epidemioldgicos previamente realizados nesses paises. (4,6)

Outros fatores de risco incluem presenca de valva protética, historia prévia de El,

comorbidades como diabetes mellitus e infeccéo pelo virus da imunodeficiéncia humana
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(HIV). Mais de um terco dos casos de EI nos Estados Unidos, nos ultimos anos, foram
classificados como relacionados a assisténcia médica (nosocomiais ou nao-
nosocomiais). (1) Varios fatores predisponentes apresentam associacdo com a idade, o

que provavelmente explica a incidéncia crescente de El entre pessoas acima de 65 anos.

()

Considerando-se as taxas de mortalidade, estudos populacionais recentes realizados em
paises industrializados evidenciaram mortalidade intra-hospitalar elevada, variando de
15 a 22%, (7) e uma taxa de mortalidade em cinco anos, de aproximadamente 40%.
(1,8) As taxas de mortalidade, entretanto, variam amplamente de acordo com o0s
subgrupos de pacientes. A mortalidade intra-hospitalar € menor que 10% entre 0s
pacientes com El acometendo camaras cardiacas direitas e pode chegar a 40% ou mais

em pacientes com EI de valvas protéticas devido a Staphylococcus aureus. (1)

2.1.4 Microbiologia

Os estafilococos séo atualmente os microorganismos identificados com maior
frequéncia como causadores de EI. (1,2,7) Associados aos estreptococos, eles
correspondem a 80% dos casos de El, com propor¢des variando de acordo com o tipo de
valva (nativa, protética), fonte de infeccdo, idade do paciente e comorbidades. O
predominio de estafilococos parece resultar da maior propor¢do de casos de El
relacionados a assisténcia médica. (1) Esse achado também é observado em estudos
realizados em paises em desenvolvimento, onde vem aumentando de maneira crescente

0 acesso a centros medicos, bem como a utilizacdo de procedimentos invasivos. (6)

A infeccdo estafilococica de valvas nativas, considerando-se EI adquirida na
comunidade, é causada tradicionalmente por S.aureus, que na maior parte dos casos €
sensivel a oxacilina. A infeccdo estafilocécica de prétese valvar, em contraste, € mais
frequentemente atribuida a estafilococos coagulase-negativos, com resisténcia a
oxacilina. (2) Entretanto, estudos recentes apontaram S.aureus como 0 causador mais
frequente ndo apenas de El de valva nativa, mas também de valva protética. (2,9)

Destaca-se que estafilococos coagulase-negativos também podem causar El de valva



nativa, especialmente S.lugdunensis, que frequentemente ocasiona curso clinico

agressivo. (10)

Os estreptococos orais (previamente denominados viridans) formam um grupo misto de
microorganismos, que inclui espécies como S.sanguis, S.mitis, S.salivarius, S.mutans e
Gemella morbiliorum. Microorganismos deste grupo sdo quase sempre sensiveis a
penicilina G. Membros dos grupos S.mileri ou S.anginosus (S.anginosus, S.intermedius
e S.constellatus) devem ser distinguidos, uma vez que tendem a formar abscessos e
causam infeccdo hematogénica disseminada, frequentemente requerendo maior duracédo
de antibioticoterapia. ~ Similarmente,  estreptococos  variantes  defectivos
nutricionalmente, recentemente classificados em outros géneros (Abiotrophia e
Granulicatella), devem ser diferenciados por serem comumente tolerantes a penicilina
(concentracéo bactericida minima muito maior que a concentracdo inibitoria minima). O
complexo “S.bovis/S.equinus” foi criado em 2003 apds extensa revisdo taxonOmica.
Este complexo inclui quatro espécies pertencentes ao grupo D de estreptococos
(S.gallolyticus, S.lutetiensis, S.infantarius, S.pasteurianus). Eles sdo usualmente

sensiveis a peniclina G, assim como 0s estreptococos do grupo viridans. (2)

Considerando-se 0s enterococos, agentes também tipicamente causadores de El,

E.faecalis, E.faecium e, menos frequentemente, E.durans sdo isolados em hemoculturas.

@)

Bactérias gram-negativas também podem causar EI, com destaque para 0s organismos
do grupo HACEK (Haemophilus parainfluenzae, H.aphrophilus, H. paraphrophilus,
H.influenzae, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis,
Eikenella corrodens, Kingella kingae). Estas bactérias estdo presentes no trato
respiratério superior e também fazem parte da flora orofaringea, sendo capazes de
infectar valvas cardiacas anormais. Outras bactérias gram-negativas menos comumente
descritas como causadoras de EI sdo Pseudomonas aeruginosa, espécies de

Enterobacteriaceae e, raramente, Neisseria gonorrhoeae. (3,11)

Publicagdes recentes mencionam que hemoculturas negativas sdo observadas em 2,5 a
31% dos casos de EI. (1) Essa variagdo pode ser explicada por varios fatores, como

diferengas nos critérios diagndsticos utilizados e diferengas epidemioldgicas. (12)
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Estudos realizados em paises em desenvolvimento revelam taxas de hemoculturas

negativas tao elevadas quanto 30%. (4,6)

Casos de EI com hemoculturas negativas podem ser consequéncia do uso de
antibioticos antes do diagnostico da doenca e da coleta de amostras de sangue para
cultura. Nessas situacdes, 0s agentes causadores sdo mais frequentemente o0s
estreptococos orais ou estafilococos coagulase-negativos e as hemoculturas podem

permanecer negativas por muitos dias apos a suspensdo dos antibioticos. (2)

Outra razdo encontrada para a negatividade das hemoculturas € a presenga de
microorganismos fastidiosos, como variantes nutricionais de estreptococos, bactérias do
grupo HACEK, espécies de Brucella, fungos, bactérias intracelulares, como espécies de
Chlamydia, Bartonella, Coxiella burnetii (agente causador da febre Q), Tropheryma
whipplei (agente causador da doenca de Whipple). Nesses casos, testes soroldgicos,
ensaios de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) realizados em materiais como valvas
e amostras de sangue, além de técnicas microbioldgicas altamente especializadas podem

levar ao diagnostico do patégeno em até 60% dos casos. (1,2,12)

Finalmente, uma possivel razdo para a presenca de hemoculturas negativas e que nédo
pode ser negligenciada, principalmente em paises em desenvolvimento, corresponde a

técnicas inadequadas de coleta das amostras de sangue para hemocultura. (6)

2.1.5 Patogenia

O endotélio valvar normal € resistente a colonizacdo e infecgdo por bactérias
circulantes. Entretanto, caso haja lesdes mecanicas, ocorrera exposicdo de proteinas da
matriz extracelular, desencadeando o processo normal de reparacdo. A reparacdo se
caracteriza pela producdo de fator tecidual e pela deposigéo de fibrina e plaquetas. Este
material trombotico facilita a adesdo de microorganismos circulantes, sendo este evento

essencial no desenvolvimento da El. (2,3)



Lesdes endoteliais podem resultar de fluxo sanguineo turbulento, presenca de eletrodos
ou cateteres, alteracOes degenerativas em idosos ou injecdes intravenosas repetidas de
particulas sélidas em usuérios de drogas. Inflamacdo crbnica, como na cardiopatia

reumatica crénica, também pode promover El. (1,3)

O risco aumentado de El em faixas etdrias mais avancadas pode ser explicado pela
prevaléncia significativa de lesfes valvares degenerativas. Estas lesfes sdo detectadas
por ecocardiografia em até 50% de pacientes assintomaticos maiores de 60 anos, e em

uma proporc¢ao similar em pacientes idosos com EI. (2)

Inflamacdo endotelial sem lesbes valvares pode também promover El. A inflamacédo
local estimula a producdo de proteinas transmembrana pelas células endoteliais
(integrinas da familia B1). Estas proteinas ligam a fibronectina circulante a superficie
endotelial, sendo que S.aureus e alguns outros patdgenos apresentam proteinas ligantes
de fibronectina em sua superficie. Assim, quando células endoteliais ativadas ligam a
fibronectina, forma-se uma superficie de adesao para os estafilococos circulantes. Uma
vez aderidos, S.aureus realizam internalizacdo ativa pela célula endotelial,

estabelecendo a infecgéo. (2)

Conclui-se, assim, que a EI pode desenvolver-se a partir da infeccdo do endotélio
fisicamente danificado ou a partir da infeccdo do endotélio sem lesbes, ocasionada por
microorganismos virulentos como S.aureus e outros patdgenos potencialmente

intracelulares. (1,3)

Caso o microorganismo infectante consiga persistir e se multiplicar, tem inicio um
processo dindmico complexo caracterizado pela agregacdo de plaquetas e fibrina,
culminando com a producdo da vegetacdo. Replicagdes multiplas desse ciclo de
aderéncia e multiplicacdo de microorganismos e depdsito de plaquetas e fibrina
ocasionam 0 aumento progressivo da vegetacdo infectada. A infeccdo, caso ndo
controlada, pode se estender além do folheto valvar, acometendo o tecido paravalvar e

resultando, por exemplo, na formacéao de abscessos. (3)

Estudos desenvolvidos em modelos animais tém buscado definir o papel da bacteriemia

no contexto da El. (2) Tanto a magnitude da bacteriemia quanto a habilidade do
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patdgeno em aderir ao endotélio valvar danificado parecem ser importantes. Entretanto,
em estudo recente foi possivel produzir modelo animal de El utilizando-se bacteriemia
em baixo grau por S.aureus, evidenciando a patogenicidade desse microorganismo

conferida por suas proteinas de adesao. (13)

O resultado desse estudo estd de acordo com publicacBes recentes, que apontam a
ocorréncia de bacteriemia ndo somente apds procedimentos invasivos, mas também
durante atividades cotidianas como mastigar e escovar 0s dentes. (14) Essa “bacteriemia
espontanea” apresenta baixo grau e curta duragdo (1-100 unidades formadoras de
col6énia/ml de sangue/10 minutos), mas sua alta incidéncia pode explicar muitos casos

de EI ndo relacionados a procedimentos invasivos. (2)

2.1.6 Diagndstico

a) Diagndstico clinico

A apresentacdo clinica da EI pode ser bastante variada, dependendo do microorganismo
causador, da presenca ou auséncia de doenca cardiaca prévia e de caracteristicas
especificas do paciente (idade, comorbidades). Somam-se a esses fatores, o perfil
epidemiolégico da doenga, em processo constante de alteracdo. Essa complexa
combinacdo de diferentes situacdes pode fazer com que o diagndstico de El seja

frequentemente um desafio. (2,5)

A EI pode se apresentar de maneira aguda e rapidamente progressiva, mas também
como doenca subaguda ou cronica, com sintomas inespecificos. Ndo raramente, 0s
pacientes acometidos pela doenca sdo avaliados por varias especialidades médicas antes

que o diagndstico de El seja aventado. (2,3)

A presenca de febre & comum, relatada em até 80% dos casos e frequentemente

associada com sintomas sistémicos como calafrios, inapeténcia e perda de peso. (15)



O encontro de novo sopro ou acentuacdo de sopro pré-existente sao relatados em 48% e
20% dos casos, respectivamente. Outros sinais menos comuns sdo hematuria (25% dos

casos), esplenomegalia (11%) e hemorragias conjuntivais (5%). (1)

As manifestacbes periféricas classicas podem ainda ser vistas em paises em
desenvolvimento, sendo menos comuns em paises desenvolvidos, onde o paciente chega
ao servico de saude em estadios mais precoces da doenca. (2) Essas manifestacoes
incluem hemorragias ungueais, petéquias nas mucosas e extremidades (8% dos casos),
nodulos de Osler (nodulos pequenos e dolorosos nos dedos), lesdes de Janeway
(méculas hemorragicas indolores nas palmas e plantas dos pés, 5% dos casos) e
alteracdes na retina (“Roth spots”, 5% dos casos). (1-3)

Segundo publicacGes, em até 30% dos casos pode ocorrer embolia cerebral, pulmonar
ou esplénica, sendo frequentemente a forma de apresentagcdo da doencga nesses casos.
(16) Outras formas de apresentacdo podem ser sepse, meningite, insuficiéncia cardiaca
inexplicada, acidente vascular encefélico, oclusdo arterial periférica aguda e

insuficiéncia renal. (1)

AlteracGes laboratoriais podem corroborar o diagnostico, como dosagem elevada de
proteina-C-reativa e velocidade de hemossedimentacdo (VHS) aumentada (dois tercos
dos casos), leucocitose, anemia (cerca de metade dos casos), hematudria microscopica.
Entretanto, esses achados sdo inespecificos e ndo foram incluidos nos critérios

diagnosticos atuais. (1,2,15)

E importante destacar que a ocorréncia de febre é menos frequente em pacientes idosos
ou imunocomprometidos, que podem ter apresentacdo clinica atipica, sendo necessario

um alto grau de suspeicdo para que o diagndstico de El seja feito. (2)

As complicacdes cerebrais sdo as mais graves complicacfes da EI, bem como as mais
frequentes (15 a 20% dos pacientes). (17) Elas incluem acidente vascular encefalico
isquémico ou hemorragico (precedendo o diagnostico de EI em até 60% dos pacientes),
embolia cerebral silenciosa, ataque isquémico transitorio, aneurisma micotico,

meningite e abscesso cerebral. (1) A ressonancia nuclear magnética (RNM) cerebral
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revela anormalidades em até 80% dos pacientes, incluindo-se eventos embdlicos (a

maioria assintomaticos) em 50% dos casos. (18)

Algumas caracteristicas especificas das vegetacdes tém sido associadas com maior risco
de eventos embdlicos cerebrais sintomaticos, como maior extensao, maior mobilidade e
localizacdo na valva mitral. A infeccdo por S.aureus também parece acarretar maior

risco. (1)

Aneurismas micéticos ocorrem em pontos de ramificacdes dos vasos cerebrais, sendo
comuns em ramos da artéria cerebral média. Essas complicacbes podem resultar da
oclusdo do vaso por embolia séptica com arterites secundarias ou serem consequéncia
de embolismo arterial séptico para o vasa vasorum e disseminacdo da infeccdo pela
parede do vaso. Os aneurismas micoticos sdo relatados em 2 a 10% dos casos, mas
atualmente sdo detectados com maior frequéncia devido ao maior emprego de exames

de imagem, sendo a angiografia por RNM o melhor teste confirmatorio. (3)

b) Diagndstico ecocardiografico e o papel de outros exames de imagem

A ecocardiografia (transtoracica e transesofagica) tem importancia fundamental no
diagnostico, manejo e seguimento dos casos de EI. Trés achados ecocardiograficos sdo
considerados critérios maiores para o diagnostico de El: vegetacdo, abscesso e nova
deiscéncia de valva protética. O ecocardiograma deve ser realizado rapidamente, tdo

logo haja suspeita de EI. (2,19)

O ecocardiograma transtoracico (ETT) é realizado inicialmente, sendo recomendado
como método de imagem de primeira linha em casos suspeitos de EI. (1)

O ecocardiograma transesofagico (ETE) apresenta maior sensibilidade e especificidade
e é recomendado quando os resultados do ETT séo negativos e nas seguintes situacdes:
suspeita clinica alta, qualidade da imagem ruim, presenca de valvas protéticas, presenca
de dispositivos intracardiacos e nos casos em que 0s achados do ETT sdo sugestivos de

El, porem ndo definitivos. (1,20) O ETE apresenta grande valor na deteccdo de
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abscessos ou outras complicacdes de El, como disfuncdo aguda de prétese valvar,
perfuracdo de folhetos e fistulas, estando indicado para se programar o procedimento

cirargico.

A sensibilidade do ETT para deteccdo de vegetacGes é aproximadamente 75%, enquanto
este dado para o ETE varia de 85 a 90%. Os valores de sensibilidade tanto do ETT
quanto do ETE sdo menores para valvas protéticas se comparados aos mesmos valores
para valvas nativas. (20). O diagnostico pode ser particularmente desafiador quando a
infeccdo atinge dispositivos intracardiacos, mesmo utilizando-se o ETE. A identificacao
de vegetacdes pode ser dificultada pela presenca de lesdes severas prévias (prolapso
valvar mitral, lesdes valvares degenerativas calcificadas, valvas protéticas), se as
vegetagdes sao muito pequenas (<2mm), ndo ainda presentes ou se ja embolizaram. (2)

A taxa de ecocardiografia falso-negativa pode chegar a 15%. (20)

Algumas estruturas podem assemelhar-se a vegetagdes, como as alteragdes vistas na
doenca degenerativa mixomatosa valvar, no lUpus eritematoso sistémico (lesdes
inflamatérias de Libman-Sacks), em doencas reumatoldgicas, na sindrome
antifosfolipide priméria, nas neoplasias avancadas (endocardite marantica). Outras
condigBes potencialmente confundidoras s&o existéncia de trombo valvar, ruptura de
corda tendinea e associacdo com tumores intracardiacos pequenos (tipicamente
fibroelastoma). (2,21)

Abscessos representam o segundo achado ecocardiografico mais tipico sugestivo de El,
e podem ser complicados por pseudo-aneurismas ou fistulizacdo. A sensibilidade para a
deteccdo € de 50% para ETT e 90% para ETE. (20) Pequenos abscessos podem ser
dificeis de identificar, particularmente em estadios precoces da doenca, no periodo pds-
operatdrio, na presenca de dispositivos e quando o abscesso esté localizado em torno da

calcificacdo do anulo mitral posterior. (22)

Outros achados ecocardiograficos sugestivos de EIl incluem destruigéo valvar, prolapso

valvar, aneurisma e perfuracdo da valva. (20)

Considerando-se El de camaras cardiacas direitas, devido a menor pressdo e menores

velocidades do fluxo sanguineo, as vegetacfes crescem mais rapidamente e sdo maiores
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dos que as encontradas em camaras esquerdas. A El de camaras direitas é mais
comumente observada em pacientes com cateteres venosos centrais, cardiopatia
congénita, dispositivos intracardiacos ou usuarios de drogas endovenosas. (23) Nesses
casos, as vegetacOes podem ser encontradas em qualquer local no endocéardio, mas séo
tipicamente localizadas na face atrial da valva tricuspide ou nos eletrodos dos
dispositivos, ou, menos frequentemente, na valva pulmonar. O ETT fornece
informagdes valiosas, pois as estruturas das camaras direitas estdo localizadas
anteriormente, proximas ao transdutor. Entretanto, interferéncias anatdmicas podem
limitar o uso do ETT em alguns pacientes. A sensibilidade do ETT e ETE para detec¢édo
de lesBes em camaras cardiacas direitas foi comparada em alguns estudos recentes,
sendo encontrados valores similares em alguns estudos e superioridade do ETE em
outros. (20,24)

O ETT ou o ETE deve ser repetido sete a 10 dias ap0s 0 primeiro exame se persiste a
suspeita de EIl, ou mesmo antes, se ha bacteriemia por S.aureus. Nestes casos, a
ecocardiografia de rotina se justifica pelo alto risco de El e pela viruléncia deste
microorganismo, capaz de levar a efeitos devastadores apds estabelecimento da
infeccdo. (2,20) Recomenda-se também a repeticdo desses exames caso haja suspeita de
complicacdo da EIl com indicacdo cirurgica. (1,2) Ressalta-se que a sensibilidade e
especificidade do ETT e do ETE diminuem quando esses exames sdo empregados

indiscriminadamente, particularmente em pacientes com baixa probabilidade de EI. (25)

Outras técnicas de imagem, embora representem avancos tecnoldgicos, tém apresentado
impacto minimo na pratica clinica diaria. Essas técnicas, como ecocardiografia
tridimensional, tomografia computadorizada, RNM, tomografia por emissdo de
positrons, melhoraram a qualidade dos estudos, porém seu papel no diagnostico e
conducéo dos casos de EIl precisa ser mais bem estabelecido, segundo as diretrizes mais

recentes. (2)

A ecocardiografia tridimensional permite rapida aquisi¢do de imagem mais fidedigna da
morfologia e estrutura cardiaca. Essa tecnica tem particular utilidade na avaliagdo de
abscessos paravalvares, regurgitacdo paravalvar, perfuracdo ou deiscéncia valvar. Outra
vantagem da ecocardiografia tridimensional ¢ sua habilidade em fornecer uma “visao

cirurgica” durante os procedimentos de troca ou reparo valvar. (20) Entretanto, devido a
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sua baixa taxa de quadros (low frame rate), essa técnica pode ndo ser adequada para

deteccdo de pequenas vegetacoes. (26)

A tomografia computadorizada (TC) multislice permite a aquisicdo de imagens com alta
resolucdo temporal e espacial em poucos minutos e com pouca exposic¢do a radiagdo. O
ETE é superior na detec¢do de pequenas vegetacGes e perfuracBes valvares, enquanto a
TC multislice parece ter vantagem em pacientes com maior calcificagdo da valva e na
avaliacdo da extensdo perivalvar da infeccdo, como nos casos de abscessos e
pseudoaneurismas, ou nas infeccdes de valvas protéticas quando a sombra acustica pode
diminuir a sensibilidade do ETE. (2,20) Diferentes modalidades de imagem séo
frequentemente complementares em casos de dificil diagnostico. Uma limitagdo
importante do uso de TC multislice é a necessidade do uso de contraste iodado,
restringindo seu uso em pacientes com alteracdo da fungdo renal, em pacientes instaveis

hemodinamicamente e ou com alergia a iodo. (20)

A RNM tem sido usada no contexto da El para diagnosticar eventos cerebrais embélicos
clinicos e subclinicos. O uso sistematico da RNM demonstrou a presenca de lesdes
cerebrais em até 80% dos pacientes, sendo que eventos cerebrovasculares subclinicos
foram observados em 30-40% dos pacientes. (27) Entretanto, a realizacéo rotineira e
triagem com RNM néo é recomendada. Essa técnica é limitada por sua baixa resolucéo
espacial, pouca disponibilidade e maior gasto de tempo para sua realizacdo. Além disso,

ndo pode ser usada em pacientes com certos dispositivos intracardiacos. (20)

A utilizacdo da tomografia por emissdo de positrons com flior-18 fluordeoxiglicose
como marcador (F18-FDG PET/CT) permite a detec¢do do metabolismo aumentado da
glicose nos 6rgdos. Este método tem sido largamente empregado em neoplasias para
diagndstico e estadiamento. Recentemente, sua utilidade foi também comprovada para o
diagnostico e monitoramento de condicBes inflamatorias de origem infecciosa ou nao.
(28)

Em estudo recentemente publicado, analisou-se prospectivamente 72 pacientes com
suspeita de EI de valvas protéticas. Os pacientes foram submetidos a tomografia por
emissdo de pdsitrons utilizando-se como marcador flior-18 fluordeoxiglicose (F18-

FDG PET/TC). Observou-se que a inclusédo de uma captacdo anormal do marcador em
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torno das valvas protéticas como um novo critério maior, aumentou significativamente a
sensibilidade dos Critérios de Duke modificados a admisséo (70% para 97%; p= 0,008).
Entretanto, os proprios autores ponderam que essa modalidade de imagem nao substitui
a avaliacdo clinica, microbioldgica e ecocardiogréafica, constatando que futuros estudos
em larga escala serdo necessarios para se confirmar a custo-efetividade desta estratégia.
(29)

Considerando-se EI de valvas nativas, o uso de F18-FDG PET/TC pode ser limitado.
Embora a formacdo de abscessos e a extensdo perivalvar da infeccdo tenham sido
demonstradas com F18-FDG PET/TC, na maior parte dos casos, 0 método foi utilizado
para se confirmar o diagndstico. Uma potencial aplicacdo seria em casos de febre de
origem indeterminada; o uso de F18-FDG PET/TC mostrou-se (til neste contexto para
revelar EI na vigéncia de ecocardiografia transesofagica negativa. (20) Quando a F18-
FDG PET/TC é utilizada para diagnostico nos casos de El relacionada a dispositivos
intracardiacos, sensibilidade e especificidade de 89 e 86%, respectivamente, sao
relatados. (30) Entretanto, esses dados precisam ser confirmados por séries maiores.
(20)

Concluindo, apesar de suas limitacdes, a ecocardiografia continua exercendo papel
fundamental para o diagndstico e monitoramento dos casos de El. Novas técnicas de
imagem estdo sendo desenvolvidas e podem vir a trazer grandes contribuicGes.
Entretanto, as evidéncias séo ainda limitadas para que seu uso seja recomendado como

ferramentas de primeira linha para o diagnostico de EI. (20)

c) Diagnostico microbioldgico

A identificacdo do microorganismo causador é ponto central para realizar o diagnostico
de El e guiar a terapia antimicrobiana. Trés amostras contendo cada uma 10ml de
sangue, obtidas em trés sitios diferentes (veias periféricas) por meio de técnica de
puncdo esteril, sdo virtualmente suficientes para permitir a identificacdo do
microorganismo causador. O rendimento diagndstico de amostras repetidas

posteriormente é baixo. Coleta de amostras de cateteres venosos centrais deve ser
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evitada devido ao alto risco de contaminantes (falsos positivos, tipicamente

estafilococos) e resultados enganosos. (31)

As amostras devem ser colhidas antes do inicio da antibioticoterapia, embora pesquisas
sobre a préatica contemporanea revelem frequentemente violacGes a esta regra. (32)
Partindo-se do conceito de que a bacteriemia é quase constante na El, (2) ndo ha
justificativa em atrasar a coleta das amostras buscando coincidéncia com os picos febris.
Esse conceito também explica porque, virtualmente, todas as hemoculturas (ou a
maioria delas) sdo positivas. Assim, uma Unica amostra de hemocultura positiva deve
ser analisada com cuidado antes de ser considerada para o diagndstico de El,
principalmente se o microorganismo causador for um contaminante potencial, como 0s

estafilococos coagulase-negativos. (2)

As culturas devem ser incubadas em atmosferas aerdbicas e anaerdbicas, embora El
causada por anaerobios seja incomum. Esse cuidado permite a detec¢do de organismos
como espécies de Bacteroides ou Clostridium. Quando as culturas permanecem
negativas apds cinco dias, a realizacao de subculturas em agar chocolate pode permitir a
identificacdo de microorganismos fastidiosos. (2) Culturas prolongadas sdo associadas
com maior chance de contaminacdo, e nesses casos, técnicas ou diagndsticos

alternativos devem ser considerados. (33)

A presenca de hemoculturas negativas apds 48h, associada a sinais clinicos e ou
ecocardiograficos sugestivos de El deve levar ao inicio de tratamento com cobertura
para microorganismos causadores de EI com hemoculturas negativas, por exemplo,
microorganismos fastidiosos. Esses agentes podem ser comuns em pacientes com valvas
protéticas, cateteres profundos, dispositivos, faléncia renal e estados de
imunodeficiéncia. (2) Hemoculturas negativas ocorrem em até 31% dos casos e
frequentemente sdo consequéncia do uso de antibidticos previamente a coleta das
amostras. O atraso no diagnostico é comum nesse contexto, gerando impacto profundo

no prognastico. (12)

Testes sorologicos para Bartonella, C.burnetti e Brucella devem ser realizados em
pacientes com hemoculturas negativas que apresentam fatores de risco para estas

infeccOes. (12) O diagndstico microbioldgico pode ser alcangado, nos casos de EI com
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hemoculturas negativas, por meio do exame patolégico do tecido valvar ressecado, caso
a cirurgia seja necessaria. Fragmentos embolicos podem ser também analisados. O
exame patologico permanece como padrdo-ouro para o diagndstico de El e pode
também guiar a terapia antimicrobiana se técnicas imuno-histoquimicas ou coloragdes
especiais forem utilizadas. A amplificacdo genética por meio de PCR, apesar de ser
caracterizada por sensibilidade muito alta, apresenta limitacGes inerentes a técnica,
como o risco de contaminagOes, inabilidade em fornecer informacdes sobre a
susceptibilidade bacteriana a agentes terapéuticos e persisténcia da positividade a
despeito da remisséo clinica. A microscopia eletrénica apresenta alta sensibilidade e
pode auxiliar na caracterizagdo de novos microorganismos, porém demanda maior
tempo e alto custo. Mais estudos sdo necessarios para validar a incorporacdo desses

métodos nos critérios diagndsticos. (1,2)

d) Critérios diagndsticos

A variabilidade na apresentacéo clinica da El requer uma estratégia diagndstica que seja
ao mesmo tempo sensivel e especifica. Pesquisadores da Universidade de Duke
propuseram em 1994 um esquema diagnodstico denominado “Os critérios de Duke”. O
reconhecimento do papel da febre-Q (zoonose causada por Coexiella burnetii), a
prevaléncia crescente da infeccdo estafilocdcica e o uso disseminado do ETE levaram a
modificacfes nos critérios originais, resultando nos “Critérios de Duke modificados”.
(34) Esse esquema é atualmente recomendado para a classificacdo diagnostica na El e

baseia-se na presenca de critérios patoldgicos e critérios clinicos. (1,2,11)

Os critérios patoldgicos incluem a identificacdo de microorganismos, por meio de
cultura ou exame histolégico de material obtido apds ressec¢do cirurgica ou autopsia
(vegetacOes, fragmentos de vegetacdes que embolizaram ou material proveniente de
abscesso intracardiaco). Incluem também a identificacdo de endocardite ativa,

confirmada por exame histologico de vegetacdo ou abscesso intracardiaco. (34)

Os critérios clinicos podem ser maiores ou menores. Os critérios maiores incluem

achados microbioldgicos especificos e evidéncias de envolvimento endocardico.
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Considerando-se os achados microbioldgicos, é necessaria a presenca de hemocultura
positiva com caracteristicas especificas para que o critério diagnostico maior seja
atendido. Como exemplo, bacteriemia causada por S.viridans e membros do grupo
HACEK, que sdo patogenos classicamente causadores de EI, tem peso diagnostico
maximo. Bacteriemia por S.aureus e E.faecalis, em contraste, é valorizada apenas se a
infecgdo foi adquirida na comunidade e sem um foco primario aparente. Isto ocorre
porque S.aureus e E.faecalis comumente causam bacteriemias relacionadas ou néo a EI.
Se a infecgdo € adquirida na comunidade, hd maior risco de associagdo com El. Essa

estratégia mantém a alta especificidade dos resultados de hemocultura para EI. (11,35)

Também ¢é considerado critério maior microbiolégico a presenca de hemocultura
positiva para Coxiella burnetti (uma amostra positiva é suficiente) ou titulo de

anticorpos IgG para febre Q (antigeno fase 1) maior que 1:800. (1)

O critério maior “evidéncia de envolvimento endocdrdico” incorpora os achados
ecocardiograficos na estratégia diagndstica. Trés achados tipicos em EI recebem peso
diagnostico maximo: massas moveis aderidas a valvas ou endocardio mural, no trajeto
de jatos regurgitantes, ou aderidas a material intracardiaco implantado, na auséncia de
explicacdo anatdbmica alternativa; abscessos; nova deiscéncia de protese valvar.
Também € critério maior a presenca de regurgitacdo valvar nova, mas ndo a piora ou

alteracéo de sopro preexistente. (1,11)

Os critérios menores constituem achados comuns e menos especificos de El. Séo eles:
presenca de condicdo predisponente para EI, como valvopatia ou uso de drogas
endovenosas; febre, definida como temperatura maior que 38°C; fendmeno vascular,
como embolia arterial, infarto pulmonar séptico, aneurisma mic6tico, hemorragia
intracraniana, hemorragia conjuntival e lesGes de Janeway; fenbmenos imunolégicos,
como glomerulonefrite, ndédulos de Osler, manchas de Roth e positividade do fator
reumatdide; evidéncia microbioldgica: hemoculturas positivas, porém sem corresponder
a definicdo de critério maior; evidéncia sorolégica de infeccdo ativa por

microorganismo consistente com El. (34)
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O diagnostico de EI € considerado definitivo quando algum dos critérios patologicos
anteriormente referidos é atendido. Também se considera definitivo o diagnéstico de El
quando estdo presentes dois critérios clinicos maiores, ou um critério maior e trés
menores, ou cinco critérios menores. O diagnostico de El é classificado como possivel
se sao observados apenas um critério maior e um critério menor ou se sdo encontrados
apenas trés critérios menores. A hipétese de El é rejeitada quando existe um diagndstico
alternativo firmemente estabelecido, ou quando a sindrome febril resolve-se com quatro
dias ou menos apds inicio da antibioticoterapia. Também se rejeita a hipotese de El se
ndo foi encontrada a cirurgia ou autopsia evidéncia patoldgica de EI, com uso de
antibioticoterapia por quatro dias ou menos, ou quando ndo sdo atendidos os critérios
para El possivel. (1,2)

A analise direta dos critérios de Duke foi realizada em 11 estudos da década de 90, que
incluiram em conjunto cerca de 1700 pacientes. Essas amostras foram compostas por
grupos geograficamente e clinicamente diversos (adultos, criangas, idosos, pacientes
provenientes da comunidade, com ou sem historia de uso de drogas, pacientes com
valvas nativas e pacientes com valvas protéticas). (11) Estes estudos confirmaram a alta
sensibilidade e especificidade dos critérios de Duke e a utilidade da ecocardiografia na
identificacdo de casos definidos clinicamente. (36)

Segundo a mais recente diretriz de El, (2) os critérios de Duke apresentam sensibilidade
e especificidade aproximada de 80% para o diagndstico de El. Como previamente
mencionado, o reconhecimento do papel da febre-Q, a prevaléncia crescente da infec¢éo
estafilococica e o uso disseminado do ETE levaram a modificacBes nos critérios
originais, resultando nos “Critérios de Duke modificados”, sendo esse esquema
atualmente recomendado para a classificagdo diagnostica na EI. Deve-se lembrar,
entretanto, que estas modificacdes aguardam validagdo formal e que os critérios
originais foram desenvolvidos inicialmente para se definir casos de El para estudos
epidemioldgicos e ensaios clinicos. (2) Deficiéncias ainda existem, e o julgamento
clinico permanece essencial, especialmente nas situagdes em que a sensibilidade dos
criterios modificados é menor. Exemplos destas situagdes séo: casos de EI com
hemoculturas negativas, infeccdo envolvendo protese valvar ou dispositivos, ou ainda

em endocardite de camaras direitas. (37)
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2.1.7 Tratamento

A EI tem apresentacdo e evolucdo variaveis, constituindo-se a condugdo dos casos
frequentemente em desafio terapéutico. O tratamento dos casos suspeitos ou
confirmados de EIl deve ser realizado por equipe multidisciplinar com experiéncia em

Cardiologia Clinica, Cirurgia Cardiaca e Infectologia. (1)

O sucesso do tratamento depende da erradicacdo do agente causador, 0 que requer
tratamento antibidtico prolongado. A cirurgia pode contribuir para esse objetivo por
meio da remog&o do material infectado e drenagem de abscessos. (1,2)

a) Terapia antibidtica

As defesas do hospedeiro usualmente contribuem pouco para a erradicagdo do
microorganismo causador; isto explica porque os regimes bactericidas sdo mais efetivos
que as terapias bacteriostaticas, tanto em experimentos em animais quanto em seres

humanos. (1)

Os aminoglicosideos apresentam acédo sinérgica com inibidores da producdo da parede
celular (B-lactdmicos e glicopeptideos) para a atividade bactericida e sdo Gteis na
reducdo da duracdo da terapia e para a erradicacdo de microorganismos como 0S
enterococos. Entre os aminoglicosideos, somente a gentamicina foi satisfatoriamente
avaliada para o tratamento da El e deve ser usada quando a doenca é causada por cocos
Gram positivos. (1,38)

Um grande obstaculo para a erradicacdo bacteriana é a tolerdncia a antibioticos.
Microorganismos tolerantes sdo ainda susceptiveis a inibicdo do crescimento pela
droga, porém ndo sdo erradicados e podem reiniciar a proliferacdo apos a
descontinuacdo do tratamento. Eles permanecem presentes em vegetacGes e biofilmes
(por exemplo, em valvas protéticas), justificando a necessidade de antibioticoterapia

prolongada para esterilizagdo completa das valvas. (2)
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As diretrizes atuais apresentam regimes de tratamento direcionados para
microorganismos especificos e regimes de tratamento empirico (iniciados antes da
identificacdo do agente causador, geralmente direcionados para 0 grupo de
microorganismo mais comum conforme a situacdo clinica e a epidemiologia local).
(2,11)

Considerando-se El de valvas nativas causada por microorganismos comuns, a duracao
da terapia antibidtica varia de duas a seis semanas. Duas semanas de antibioticoterapia
sd80 necessarias para o tratamento de El ndo complicada devido a estreptococos
totalmente sensiveis a penicilina tratados com a combinagdo de [-lactdmicos e
aminoglicosideos, enquanto o tratamento da El por enterococos requer duracdo de seis

semanas. (1)

A duracéo do tratamento quando a infec¢do envolve uma valva protética é usualmente
seis semanas. Os regimes de tratamento sdo basicamente 0s mesmos utilizados na EIl de
valvas nativas, com excecdo da infeccdo de valva protética por estafilococos. Neste
caso, 0 regime antimicrobiano deve incluir rifampicina (se a cepa for susceptivel) e

gentamicina. (1)

A gentamicina deve também estar incluida no regime terapéutico quando a El é causada
por enterococos, a menos que a cepa exiba alto grau de resisténcia a este antibi6tico.
Apesar da administracdo usual de gentamicina por seis semanas, estudo observacional
recente evidenciou que um menor curso de tratamento (15 dias) pode ser efetivo. (39)
Esse regime é atrativo, pois reduz o risco de toxicidade renal. A combinacdo de
ampicilina (dose de 12g/24h) com ceftriaxone (2g, duas vezes ao dia) pode ser efetiva
na El causada por E.faecalis, independentemente de a cepa ser ou ndo altamente

resistente a gentamicina. (1,40)

Considerando-se o tratamento de EI estafilocdcica envolvendo valvas nativas, a
gentamicina ndo € mais recomendada por duas razdes principais: auséncia de beneficio
clinico documentado e risco de nefrotoxicidade. A excegdo e a El de valva nativa por
enterococos, em que a gentamicina permanece indicada. Além disso, conforme

previamente mencionado, a gentamicina permanece também indicada para o tratamento
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de EI de valvas protéticas por estafilococos, especialmente na infeccdo por S.aureus
resistentes a meticilina (MRSA). A utilizacdo de um regime que inclua a gentamicina
nas primeiras duas semanas é recomendada nesse caso, com 0 objetivo de reduzir o

risco de selecdo de microorganismos mutantes resistentes a rifampicina. (1,41)

Quando for realizada a troca de uma valva nativa infectada por uma protese valvar
durante o tratamento antibidtico, a duracdo da antibioticoterapia deve permanecer a
mesma recomendada para El de valva nativa e ndo deve ser trocada por aquela
recomendada para El de valva protética. Tanto para a EI de valva nativa quanto para a
El de valva protética, a duragdo do tratamento deve ser calculada tendo como ponto
inicial o primeiro dia de terapia antibi6tica adequada, ndo a partir do dia da cirurgia.
Ap0ds a cirurgia, um novo curso completo de tratamento deve ser iniciado somente se as

culturas das valvas forem positivas. (42)

A daptomicina foi recomendada como uma alternativa & vancomicina para o tratamento
de adultos com EI por MRSA. (1) Estudos observacionais mostraram a eficacia da
daptomicina em pacientes com El de camaras esquerdas e em pacientes com El
envolvendo dispositivos intracardiacos. (43) Além disso, ensaio clinico randomizado
mostrou a ndo inferioridade da daptomicina em relacdo a terapia padrdo (vancomicina
ou uma penicilina antiestafilococica). (44) Esse estudo fundamentou a aprovagdo da
daptomicina pela “Food and Drug Administration” (FDA) para o tratamento de adultos

com bacteriemia por S.aureus e EI de camaras direitas.

O tratamento da EI por fungos merece atencdo especial. A infec¢do flngica é observada
com maior frequéncia em EI de valvas protéticas, em pacientes com El e historia de uso
de drogas endovenosas ou em pacientes com EI e imunodeficiéncia. Candida e
Aspergillus s&o os géneros predominantes. As taxas de mortalidade s&o muito altas
(50%), e o tratamento requer a administracdo de antifingicos e a substituicdo da valva.
A maior parte dos casos € tratada com diferentes formulacbes de anfotericina B com ou

sem azolicos. (2)
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b) Tratamento cirurgico

A identificacdo de pacientes que requerem abordagem cirurgica € frequentemente
dificil. Cada caso deve ser individualizado e todos os fatores que impliquem em maiores
riscos identificados no momento do diagndstico. A consulta a equipe de Cirurgia
Cardiaca é recomendada para determinar a melhor estratégia terapéutica. (2)

A troca (ou reparo) valvar é considerada precoce quando realizada durante o curso da
terapia antimicrobiana da EI. Estudos observacionais nos quais se investigou
associacfes entre o momento da cirurgia e os desfechos, mostraram resultados
inconsistentes. Entretanto, a taxa de realizacdo de cirurgia valvar precoce vem
aumentando progressivamente nas Ultimas trés décadas para aproximadamente 50%.
(7,15)

Em ensaio clinico randomizado recente, comparou-se a realizacdo de cirurgia valvar
precoce com o tratamento convencional em 76 pacientes com El segundo os critérios de
Duke modificados. Esses pacientes apresentavam El de cdmaras cardiacas esquerdas,
doenca valvar grave e grandes vegetacfes (maior que 10 mm), porém sem indicacdes de
cirurgia de emergéncia no momento de inclusdo no estudo. Foi evidenciado que a
cirurgia realizada em até 48 horas apds o diagnostico reduziu a mortalidade global e a
taxa de eventos embdlicos que ocorreram em até seis semanas apds a randomizacao
(hazard ratio 0,10, intervalo de confianga 95% 0,01-0,82, p=0,03). O beneficio deveu-se
principalmente a reducdo de eventos embdlicos. (45) Esse resultado foi alcangado sem
aumento das taxas de mortalidade perioperatoria e de recorréncia de El. Esse estudo
apresenta, entretanto, graves limitagdes, entre elas a exclusdo de pacientes com El
acometendo valvas protéticas e EI complicada por abscesso aortico. Os critérios de
exclusdo também afetaram a frequéncia relativa dos microorganismos causadores, sendo
que a incidéncia de EI por S.aureus foi menor que a observada em estudos prévios. Os
pacientes incluidos nesse estudo foram mais jovens (idade média 47 anos) e com baixa
frequéncia de comorbidades. Os proprios autores comentam que os resultados do estudo
podem ndo ser aplicaveis a pacientes com alto risco operatorio. Segundo reviséo recente
sobre El, ainda ndo esta claro se esses resultados podem fundamentar a utilizacéo

rotineira da cirurgia valvar precoce. (1,45)
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A realizacdo da cirurgia em fase ativa, isto €, quando o paciente esta ainda recebendo
tratamento antibiotico, implica em risco significativo. Tal conduta se justifica em
situacbes de maior gravidade, em que a possibilidade de cura com o tratamento
antibidtico isolado é improvavel e em pacientes que ndo apresentam comorbidades ou
complicacdes que tornam muito remota a possibilidade de recuperacdo. A idade por si
sO6 ndo é contraindicacdo a cirurgia. (2) As principais indica¢fes de cirurgia valvar
precoce sdo insuficiéncia cardiaca (IC), infeccdo ndo controlada e prevencgdo de eventos

embolicos. (2)

A IC é a mais frequente complicacdo da EI (50-60% dos casos) e representa a indicagao
mais comum para a cirurgia. (46) A IC pode ser causada por insuficiéncia adrtica ou
mitral grave, fistula intracardiaca ou, mais raramente, obstrucdo valvar, quando uma
grande vegetacdo obstrui parcialmente o orificio valvar. IC moderada a grave € 0 mais
importante preditor de mortalidade durante a internacdo de seis meses apds alta
hospitalar. (2) A IC é mais frequente quando a infeccdo acomete a valva adrtica (29%)

em relacdo ao acometimento da valva mitral (20%). (11)

Infeccdo ndo controlada é a segunda indicacdo mais freqliente de cirurgia na El e
compreende infeccdo persistente (por exemplo, por microorganismos resistentes ou
terapia antibidtica inadequada) e infeccdo localmente ndo controlada (por exemplo,
extensdo perivalvar da EI). Complicacfes perivalvares incluem formacédo de abscessos
(mais comuns em EI de valva adrtica), pseudoaneurismas e fistulas. Outras
complicacbes menos frequentes sdo defeitos ventriculares septais, blogueio

atrioventricular de terceiro grau e sindrome coronariana aguda. (2,46)

Eventos embolicos sdo complicacdes frequentes e graves da El, relacionados a migragédo
de vegetacOes cardiacas. O embolismo pulmonar é mais comum em EI de cdmaras
direitas e El relacionada a dispositivos. O cérebro e o baco sdo os alvos mais comuns de
embolismo na EI de cAmaras esquerdas, Acidentes vasculares cerebrais estdo associados

com alta morbidade e mortalidade. (2,17)

Varios fatores estdo associados com risco aumentado de embolismo, porém o tamanho e
a mobilidade das vegetacOes sdo os preditores independentes mais potentes de eventos

embdlicos novos (0s que ocorrem apos o inicio de terapia antibiotica). Pacientes com
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vegetacOes de 10 mm de extensdo apresentam maior risco de embolismo, sendo este
risco ainda maior em pacientes com vegetacdes muito grandes (15mm) e mdveis,

especialmente nos casos de EI de valva mitral por estafilococos. (16,47)

O risco de novos eventos embdlicos € maior durante os primeiros dias que se seguem ao
inicio da antibioticoterapia e diminui rapidamente, particularmente ap6s as duas
primeiras semanas de tratamento. Algum grau de risco, embora menor, permanece
indefinidamente enquanto as vegetacOes estdo presentes. Portanto, os beneficios da
cirurgia para prevenir o embolismo sdo maiores durante a primeira semana de
tratamento antimicrobiano, quando o risco de eventos embdlicos atinge seu pico.
(16,47)

Apdbs um evento cerebral embdlico, a maioria dos pacientes ainda apresenta indicacao
para a cirurgia valvar. A decisdo de se realizar o procedimento deve levar em
consideragdo o risco de embolismo adicional e o risco associado a cirurgia. Geralmente,
a cirurgia €é realizada se o paciente ndo apresenta dano neuroldgico grave, desde que a

ocorréncia de hemorragia cerebral tenha sido excluida por métodos de imagem. (1)

A cirurgia valvar pode ser emergencial, quando realizada em até 24 horas ap6s a
identificacdo da condicdo que indica o procedimento; urgente, quando realizada em
alguns dias apds a observacdo da condicdo precipitante; ou eletiva, se realizada apds
uma ou duas semanas de antibioticoterapia e identificacdo da condi¢do que indica o
procedimento. (1)

As indicacdes de cirurgia valvar emergencial sdo: EIl de valva aortica ou mitral com
regurgitacdo aguda grave ou obstrucdo significativa gerando edema pulmonar refratéario
ou choque cardiogénico; El de valva adrtica ou mitral com fistula para uma camara
cardiaca ou pericardio causando edema pulmonar refratario ou choque cardiogénico.
(1.2)

As indicagOes de cirurgia valvar urgente sdo: El de valva aortica ou mitral com
regurgitacdo aguda grave ou obstrucédo significativa e IC persistente ou sinais de baixa
tolerancia hemodinamica (fechamento valvar mitral precoce ou hipertensdo pulmonar);

infeccdo localmente ndo controlada (abscesso, pseudoaneurisma, fistula, vegetacdo
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crescente, deiscéncia de valva protética); febre persistente e hemoculturas positivas por

mais de cinco a sete dias. (1,2)

Outras indicacdes de cirurgia valvar urgente, relativas a prevencdo de embolismo,
incluem: EI de valva aortica ou mitral com grandes vegetacdes (> 10mm) ap6s um ou
mais episodios de embolia, apesar de terapia antimicrobiana adequada, especialmente
durante as primeiras duas semanas de terapia; EI de valva adrtica ou mitral com grandes
vegetacOes (>10mm) e outros preditores de complicacdes (IC, infeccdo persistente ou
abscessos); vegetacdes isoladas muito grandes (>15mm), em que a cirurgia pode ser

preferida se um procedimento para preservar a valva nativa for factivel. (1,2)

A cirurgia valvar eletiva esta indicada nas seguintes situacfes: EI de valva adrtica ou
mitral com regurgitacdo grave e IC facilmente controlada com medidas clinicas;
infeccdo causada por fungos ou organismos multirresistentes, como Pseudomonas

aeruginosa e outros bacilos Gram-negativos. (1,2)

A mortalidade e morbidade perioperatorias na El variam de acordo com o
microorganismo causador, a extensdo da destruicdo das estruturas cardiacas, o grau de
disfungéo ventricular e a condicdo hemodinamica do paciente no momento da cirurgia.
A mortalidade operatéria na EI atualmente varia entre 5 e 15%, com taxas maiores
relacionadas a procedimentos realizados na primeira semana de antibioticoterapia. As
causas de Obito sdo frequentemente multifatoriais, sendo as raz6es principais faléncia de
maltiplos 6rgdos, IC, choque séptico refratario, coagulopatias e acidentes vasculares

encefalicos. (2,48)

c) Terapia antitrombotica

Segundo a mais recente diretriz de El, (2) ndo h& indicacdo para o inicio de drogas
antitrombdticas (tromboliticos, anticoagulantes e antiplaquetarios) durante a fase ativa

de El. Essa informagé&o é corroborada por reviséo recente sobre El. (1)
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Estudos observacionais mostraram resultados conflitantes em relacdo a associacao do
uso de aspirina anteriormente ao desenvolvimento de EI com riscos de morte e eventos
embolicos. O uso prévio de aspirina deve ser mantido, a ndo ser em casos de
hemorragia, mas seu inicio ndo é recomendado em pacientes com EI. Em estudo duplo-
cego avaliou-se pacientes com EI randomizados para receber 325mg de aspirina por dia
por quatro semanas ou placebo. Ndo houve diferenga entre a incidéncia de eventos
embdlicos e houve uma tendéncia de aumento da taxa de hemorragia cerebral no grupo

que recebeu aspirina.(1,49)

Pacientes com EI ja em uso de anticoagulantes orais apresentam risco de hemorragia
intracraniana, que parece ser maior em pacientes com EIl de valvas protéticas por
S.aureus e em pacientes com historia de evento neuroldgico prévio. As diretrizes da
Sociedade Européia de Cardiologia, atualmente, recomendam a substituicdo do
anticoagulante oral por heparina por duas semanas em pacientes ja em uso de
anticoagulantes orais com EIl complicada por acidentes encefalicos isquémicos e nao
hemorragicos. Esta diretriz, entretanto, refere que os niveis de evidéncia para esta

recomendacdo sdo baixos. (1,2)

2.1.8 Profilaxia

As indicagdes de profilaxia para El sofreram alteragGes na ultima década. Segundo a
mais recente diretriz sobre EI, essas alteracGes tiveram o objetivo de evitar o uso
extensivo e sem evidéncias de antibidticos para a profilaxia, limitando seu uso aos

pacientes de maior risco. (2,50)

Atualmente, as recomendaces das principais diretrizes para profilaxia da EI abrangem
um grupo especifico de pacientes. Apesar de pequenas diferencas entre essas diretrizes,
as orientagOes séo concordantes na indicacdo de profilaxia para pacientes com valvas
protéticas, pacientes com historia prévia de EI ou pacientes com doenca cardiaca
congénita sem reparo cirdrgico ou com defeitos residuais, que irdo submeter-se a
procedimentos odontologicos invasivos (por exemplo, perfuracdo da mucosa oral).
(1,2,51)
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A higiene oral adequada e regular é recomendada para a prevencdo de El. A bacteriemia
transitoria ocorre frequentemente no contexto de atividades rotineiras como escovar 0s
dentes e usar o fio dental. Assim, é plausivel que uma grande proporcao de bacteriemias
causadoras de EI possa derivar dessas acOes diarias. Bacteriemia pode ser observada em
pacientes com mé higiene bucal, independentemente da realizacdo de procedimentos
dentérios. (2,52)

O esquema antibiotico mais utilizado em adultos para a profilaxia e que consta nas
diretrizes atuais consiste na administracdo de 2g de amoxicilina ou ampicilina por via
oral ou venosa em dose Unica, de 30 minutos a uma hora antes do procedimento
dentario. Se ha histéria de alergia a penicilina ou a ampicilina, pode ser utilizada
clindamicina 600mg por via oral ou venosa, também precedendo o procedimento

dentario em 30 minutos ou uma hora. (2)

2.1.9 Conclusao

El é doenca grave, ainda caracterizada por altas taxas de mortalidade. A apresentacao
clinica é bastante variavel, dependendo do agente microbiano causador, pelas condi¢des

predisponentes e comorbidades do paciente.

Avancos cientificos recentes propiciaram melhoras no reconhecimento e tratamento da

doenca. Permanecem, entretanto, varias dificuldades e areas de incerteza.

A duragdo apropriada da terapia antibidtica, especialmente os aminoglicosideos,
permanece incerta. A combinacao de ciprofloxacina oral e rifampicina foi relatada como
efetiva para o tratamento de El por S.aureus em um estudo com usuérios de drogas
endovenosas; a terapia oral, entretanto, ndo pode ser ainda recomendada para o
tratamento de El. (1)

O momento adequado para a realizacdo da cirurgia permanece controverso, apesar do

beneficio sugerido por ensaio clinico randomizado recente. Quando a cirurgia é
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realizada durante a primeira semana de tratamento antibidtico, pode haver riscos

maiores de recidiva e disfungdo da protese valvar. (1)

Estudos adicionais sdo necessarios para melhor compreensdao da doenca e esforcos
devem continuar sendo empreendidos na tentativa de facilitar o diagnostico e 0 manejo

terapéutico.

2.2 Citocinas

2.2.1 Definicéo

As citocinas consistem em um grande grupo heterogéneo de proteinas sollveis de baixo
peso molecular produzidas por muitos tipos diferentes de células. As citocinas medeiam
e regulam todos os aspectos da imunidade natural e adaptativa. (53,54) O termo citocina

provém de “cyto”, “célula”, e do grego “kinein”, “mover-se”, denotando o papel destas

proteinas na comunicacao entre as células. (53)

O desenvolvimento de uma resposta imune efetiva envolve a mobilizacdo de diversos
tipos celulares, como células linféides, células inflamatorias e células hematopoiéticas.
Vaérias células efetoras, entre as quais as que agem sobre antigenos e reparam lesdes
teciduais, podem ser transportadas pela corrente sanguinea, atingindo 6rgaos e tecidos
ou estruturas mais organizadas do tecido linfatico. Esse estado dinamico representa um
desafio para o sistema celular, sendo necessaria a elaboracdo de uma resposta rapida e
integrada ao insulto antigénico em qualquer parte do corpo. (55)

Os mecanismos que permitem tal sofisticacdo na resposta imune dos mamiferos
abrangem uma enorme variedade de mensageiros sollveis. As citocinas constituem o
grupo melhor caracterizado dentre esses mensageiros. (55) As citocinas podem agir
localmente ou a distancia, de maneira especifica ou generalizada, transitoriamente ou de
maneira sustentada, funcionando como meio de comunicacdo fundamental para as

células do sistema imune. (53,55)
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2.2.2 Histérico

As citocinas evoluiram a partir de formas mais precoces de moléculas intracelulares,
antes do surgimento de receptores e cascatas sinalizadoras. Atividades semelhantes as
das citocinas foram demonstradas em invertebrados como Drosophilia e estrela do mar,
onde exercem papel essencial na defesa e reparo. A elevacdo da temperatura corporal
como um mecanismo de sobrevivéncia foi demonstrada em lagartos pecilotérmicos. As
funcBes iniciais das citocinas na evolucdo compreendem sua atuacdo como fatores de
transcricdo; posteriormente, passaram a atuar também como ligantes de receptores

especificos. (56)

O primeiro passo para a descoberta das citocinas e suas atividades é proveniente do
estudo microscopico em laboratério da secrecdo purulenta resultante de processos
inflamatorios e infecciosos. Estudos realizados na década de 1940 identificaram “fatores

soluveis” como produtos dos globulos brancos sanguineos. (56)

A atividade das citocinas foi reconhecida somente na década de 1960, quando “fatores
soluveis” foram descobertos em sobrenadantes de culturas in vitro de linfécitos.
Observou-se que estes fatores sollveis podiam regular a proliferacdo, diferenciacéo e
maturacdo de células do sistema imune. Posteriormente, detectou-se inducdo da

producdo destes fatores em resposta a estimulacdo com antigeno. (53)

As acbes desses “fatores soluveis” como reguladores das fung¢des dos linfocitos foi
descoberta apenas na década de 1970, com a primeira descri¢do de um “fator ativador
de linfocito” e posteriormente com a identificagdo de um “fator estimulador de

crescimento das células T.” (56)

As técnicas de clonagem génica desenvolvidas durante as décadas de 1970 e 1980
propiciaram grande avanco, pois tornaram possivel a producéo de citocinas puras. Havia
anteriormente grande dificuldade para o isolamento quimico e purificagdo das citocinas,

devido as baixas concentragdes em sobrenadantes de culturas. (53)
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O primeiro sistema de ensaios simples foi criado apds a descoberta de linhagens
celulares cujo crescimento dependia da presenca de citocinas especificas. O
desenvolvimento de técnicas quantitativas para deteccdo de cada uma das mais
importantes citocinas foi viabilizado ap6s a origem de anticorpos monoclonais

especificos. (53)

Durante os altimos 25 anos, o estudo das citocinas tem ocupado lugar de destaque na
Medicina, por sua utilidade potencial como agentes diagndsticos, prognosticos e
terapéuticos nas doencas humanas. As citocinas sdo estudadas atualmente em
praticamente todas as disciplinas bioldgicas; seus efeitos dominam principalmente os
estudos sobre inflamacdo, imunologia, aterosclerose e oncologia. (56)

2.2.3 Nomenclatura e classificacédo

Os “fatores soluveis” foram inicialmente nomeados de acordo com suas fontes
primarias: “linfocinas” (fatores secretados pelos linfécitos) e “monocinas™ (fatores
secretados por monocitos e macrofagos”. Essa nomenclatura, entretanto, nao

permaneceu por muito tempo e foi posteriormente modificada para “citocinas”. (53,56)

A designacdo de cada citocina especifica € um tanto aleatéria, e muitas delas sdo
arbitrariamente nomeadas com base em uma das atividades bioldgicas descobertas (por
exemplo, fator de necrose tumoral, interferons), enquanto outras sdo denominadas
interleucinas (IL), com um ndmero como sufixo, visto que se acreditava serem

produzidas pelos leucdcitos e neles atuarem. (54)

A designacdo das interleucinas por meio de um sistema numeérico simplifica o dilema da
existéncia de varios nomes descrevendo atividades bioldgicas. Essa nomenclatura,
entretanto, ndo fornece indicacdo das propriedades dessas moléculas. Os nimeros séo
apenas indicadores da ordem de descricio do DNA complementar associado a uma
atividade. (56)
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O quadro a seguir, presente em revisdo recente sobre as citocinas, (56) propde

classificagdo dessas substancias em classes funcionais. Essa classificagdo ndo inclui os

receptores solUveis de citocinas, como a proteina ligante da I1L-18. (56)

Quadro 2.2 Classes funcionais das citocinas

Classe funcional

Fatores de
crescimento de
linfocitos

Citocinas Thl

Citocinas Th2

Citocinas Th17

Citocinas pro-
inflamatorias

Citocinas anti-
inflamatorias

Adipocinas

Citocinas
sinalizadoras
gp130

Fatores de
crescimento de
nervos

Citocinas

Propriedade
primaria

Expanséo clonal

Aumentam resposta
Thl

Aumentam resposta
Th2

Aumentam resposta
Th17, IFN-y

Aumentam
mediadores
inflamatorios

Reduzem expressao
de genes
inflamatoérios

Pro-inflamat6rias

Fatores de
crescimento

Aumentam
producdo de nervos
e células de Scwann

Reabsorc¢do 0ssea

Outros efeitos

Polarizagéo
Th1/Th2/Th17

Expanséo clonal de
CTL

Aumentam a
producdo de
anticorpos

Respostas
autoimunes

Aumentam
respostas imunes
inatas

Reduzem a
letalidade mediada
por citocinas e a
atividade de
doencas autoimunes

Pro-aterogénicas,
anti-inflamatorias

Ativacdo de células
B, fase aguda

Ativacéo de células
B

Estimulacdo imune

Exemplos

IL-2, IL-4, IL-7,
IL-17, IL-15

IFN-y, IL-2, 1L-12,
IL-18

IL-4, IL-5, IL-18,
IL-25, IL-33

IL-17, IL-23, IFN-y

IL-1a, T1-1B, TNF-
o, IL-12, 1L-18, IL-
23, MIF, IL-32, IL-
33

IL-10, IL-13, TGF-
B, IL-22, IL-1Ra,
IFN-a/B

IL-1a, TNF-a, IL-6,
leptina, adiponectina,
resistina

IL-6, CNTF, IL-11,
LIF, CT-1

BNDF, NGF

RANKL
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ativadoras de
oesteoclastos

Fatores Hematopoiese Pro e anti- IL-3, IL-7, G-CSF,
estimuladores de inflamatorios GM-CSF, M-CSF
colénias

Citocinas Neovascularizagdo ~ Pro-metastaticas VEGF, IL-1, IL-6,
angiogénicas IL-8

Fatores de Fibrose Pré-metastaticos FGF, HGF, TGF-B,
crescimento BMP

mesenquimais

IFN tipo 11 Ativacéo de Aumentam MHC IFN-y
macrofagos tipo Il

IFN tipo | Anti-virais, Anti-inflamatério, IFN-0, IFN-
aumentam MHC anti-angiogénico
classe |

Quimiocinas Aumentam Aumentam ativacdo IL-8,MCP-1,
migragéo celular celular outras

Fonte: Modificado de Dinarello et al., 2007. (56)

Nota: IL: interleucina; Thl: linfocito T helper subtipo 1; Th2: linfdcito T helper subtipo
1; Th17: linfécito T helper subtipo 17; IFN: interferon; TNF: fator de necrose tumoral;
CTL: linfécitos T citotoxicos; MIF: fator de inibicdo da migracdo de macrdfagos;
MHC: complexo principal de histocompatibilidade; BNDF: fator neurotrofico derivado
do cérebro; CNTF: fator neurotrofico ciliar; CT-1: cardiotrofina-1; LIF: fator inibidor
de leucemia; NGF: fator de crescimento de nervos; RANKL: ligante RANK (ativador
receptor para fator nuclear ligante kB); G-CSF: fator estimulador de colénias de
granuldcitos; GM-CSF: fator estimulador de colénias de granuldcitos-macrofagos; M-
CSF: fator estimulador de col6nias de macréfagos;, VEGF: fator de crescimento
endotelial vascular; FGF: fator de crescimento de fibroblastos; HGF: fator de
crescimento de hepatocitos; TGF-f: fator de transformacdo do crescimento ; BMP:
proteina 6ssea morfogenética; MCP-1: proteina quimiotaxica de mondcitos-1.

Os termos “citocinas Th1”, “citocinas Th2” e “citocinas Th17” referem-se as citocinas
envolvidas, respectivamente, com os subtipos distintos de células T CD4+: Thl, Th2 e
Th17. Esses subtipos de células T auxiliares funcionam na defesa do hospedeiro,
estando cada um relacionado a diferentes tipos de agentes infecciosos e também a

diferentes tipos de lesdo ao tecido nas patologias imunomediadas. (57)
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As adipocinas sdo um grupo de citocinas produzidas pelo tecido adiposo branco
(incluindo macréfagos residentes) que apresentam papel na sindrome metabdlica,
particularmente na resisténcia a insulina, sendo também relacionadas a doencas
relacionadas a obesidade, como diabetes tipo 2. Varias adipocinas, como a IL-la e
TNF-0, ja s3o reconhecidas por sua atividade pro-inflamatéria em processos

ateroscleroticos. (56)

As citocinas sdo também agrupadas em familias, conforme sua atividade bioldgica. As
citocinas ndo sdo, entretanto, membros de uma Unica superfamilia de genes. Poucas
similaridades foram observadas em seu nucleotideo primario ou nas sequéncias de
aminoacidos e seus genes estdo, em sua maioria, dispersos pelo genoma humano. (55) O
genoma humano contém cerca de 180 genes que podem codificar proteinas com as

caracteristicas estruturais das citocinas. (54)

A familia do TNF inclui mais de 20 membros, sendo cada um deles um produto
genético distinto, mas com uma consideravel superposicdo de propriedades bioldgicas,

como participacdo no processo de morte celular. (56)

A familia da IL-1, de maneira semelhante, tem diversos membros e inclui IL-1a, IL-18
e IL-33. Cada membro da familia IL-1 é codificado por um gene diferente, mas, de
maneira semelhante aos membros da familia TNF, apresentam funcGes superpostas,
sobretudo pré-inflamatorias. A familia da IL-6 inclui varios membros como IL-6, fator
inibidor da leucemia, IL-11, oncostatina, cardiotropina-1. Todos 0s membros dessa
familia induzem producdo de proteinas de fase aguda pelo figado, apesar de

apresentarem outras propriedades bioldgicas ndo relacionadas. (56)

A familia da IL-10 incluiu a IL-22 e representa uma familia de citocinas que inibem a
inflamacéo e a resposta imune. Os fatores estimuladores de col6nias, como a IL-3, fator
estimulador de coldnias de granuldcitos (G-CSF), macrofagos (M-CSF) e granuldcitos-
macrofagos (GM-CSF), também apresentam funcdes bioldgicas semelhantes, apesar de

serem produtos genéticos distintos, com receptores especificos. (56)

A familia mais expressiva de citocinas corresponde as quimiocinas (citada no Quadro

2.2), uma grande familia de citocinas estruturalmente homdélogas. H& mais de 30 genes
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separados no genoma humano para as quimiocinas. Elas estimulam o movimento dos
leucdcitos e regulam a sua migracdo do sangue para os tecidos. O termo quimiocina é

uma contragao de “citocina quimiotatica”. (56,58)

O avango das técnicas cientificas tem permitido a descoberta crescente de novas
citocinas e novos receptores. Muitas atividades e interacGes entre estas proteinas, bem
como caracteristicas contraditorias, tém sido descritas. E importante destacar que todas
essas moléculas apresentam propriedades em comum, e aproximadamente todas as

citocinas recém-descobertas agem em conjunto com as citocinas ja descritas. (53)

2.2.4 Propriedades das citocinas

As citocinas compartilham muitas propriedades gerais, entre elas o mecanismo de
atuacdo. As citocinas ligam-se a receptores especificos de membranas nas células-alvo,
0 que desencadeia uma via de transducdo de sinais. O efeito final dessa via de

transducéo é a alteracdo da expressdo génica em células-alvo. (53,54)

As citocinas e seus receptores inteiramente montados exibem alta afinidade e liberam
sinais intracelulares. Essa alta afinidade permite que concentracfes pico molares de

citocinas possam ser responsaveis por efeitos bioldgicos. (53)

A presenca de receptores de membrana especificos determina a susceptibilidade de uma
célula-alvo a uma citocina particular. Os receptores de citocinas podem ser constituidos
de varias cadeias diferentes. A combinacgdo dessas cadeias pode variar de acordo com a
afinidade com a qual se ligam a citocina. (53)

As citocinas atuam, em sua maioria, nas proximidades do local em que séo produzidas,
seja na mesma célula que secreta a citocina (a¢do autocrina) ou em uma célula adjacente
(acdo paracrina). Isto pode ser um motivo pelo qual as citocinas frequentemente atuam
sobre células que estdo em contato com células que as produzem. Atualmente,
entretanto, sabe-se que algumas citocinas podem funcionar como proteinas de

membrana e algumas nunca sdo liberadas da célula. (54,56)
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Quando produzidas em grandes quantidades, as citocinas podem entrar na circulacéo e
atuar a distancia do seu local de producdo, o que é considerada uma acdo endocrina.
(54) As citocinas sdo entendidas por alguns pesquisadores como os “hormdnios” das
respostas imune e inflamatoria. Varias propriedades das citocinas escapam, entretanto,
desta defini¢do. Por exemplo, o papel das citocinas na resposta imune a antigenos nos
orgdos linfoides é principalmente local. Além disso, hormdnios sdo produtos primarios
de um tecido ou célula especificos, enquanto as citocinas sdo produtos da maior parte
das células. Durante a resposta inflamatoria sistémica, porém, as citocinas realmente
exibem atividades enddcrinas, como a estimulacdo da sintese de proteinas de fase aguda
pelo figado e a liberacdo de leucdcitos pelo tecido ésseo marrom, sendo nesses casos 0S

alvos de acdo distantes do local de infeccdo ou inflamacéo. (54,56)

Uma citocina pode atuar em diversos tipos de células e exercer multiplos efeitos
bioldgicos, propriedade designada como pleiotropismo. A maioria das citocinas possui
uma ou duas propriedades proeminentes, além de outros efeitos. Conforme mostrado no
Quadro 2.2, algumas citocinas atuam primariamente como fatores de crescimento dos
linfocitos T ou B; outras funcionam como mediadores da inflamagdo, enquanto outras

suprimem a atividade inflamatdria e as respostas imunes. (53,54,56)

O pleiotropismo é um conceito que em um primeiro momento se opBe ao fato de que
cada citocina liga-se a seu receptor especifico, iniciando uma cascata de sinais
intracelulares. Assim, como relacionar propriedades multiplas e variadas a uma Unica
citocina? Uma possivel explicacdo seria o fato de que, em alguns casos, 0 receptor da
citocina € encontrado primariamente em um tipo celular, enquanto em outros casos o
receptor € encontrado em quase todos os tipos celulares, como o que ocorre com IL-1 e
TNF-a. Uma outra explicagdo para a natureza pleiotropica das citocinas € sua habilidade

em funcionar como coativadores. (56)

Uma citocina pode estimular ou inibir a producdo de outras, e as citocinas podem
antagonizar umas as outras ou produzir efeitos aditivos ou sinérgicos. (59) O sinergismo
de citocinas ocorre quando o efeito combinado de duas citocinas € maior que os efeitos

aditivos das citocinas individualmente. (53)
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E importante mencionar que, em contrapartida, varias citocinas podem exercer a mesma
acdo, sendo descritas como redundantes. (54,59) Essa caracteristica € mais bem
explicada quando se consideram a defesa do hospedeiro e a fungdo imune. A existéncia
de poucas citocinas para resgatar o hospedeiro de uma infeccéo letal é pouco compativel
com 0s processos evolutivos. Quando existe ameaca causada, por exemplo, por uma
invasdo microbiana, varios genes sdo ativados, levando a producgdo de citocinas e
mobilizando varios mecanismos de defesa. Varias citocinas auxiliam as células
dendriticas no processo de apresentacdo de antigenos, resultando na geracdo de

linfdcitos citotdxicos e na producao de anticorpos neutralizantes. (56)

Outra propriedade importante das citocinas é a capacidade de inducdo de cascatas de
sinalizacdo: a acdo de uma citocina em uma célula-alvo induz a célula a produzir uma
ou mais citocinas, as quais podem induzir outras células-alvo a produzir outras
citocinas. Esse mecanismo permite respostas rapidas e amplificadas do sistema imune.
(53)

As citocinas também compartilham alguns mecanismos de controle de suas acdes, entre
0s quais a regulacdo da expressdo de seus receptores nas células. Esses receptores sdo
expressos em uma célula somente apds a interacdo desta célula com o antigeno. Esta
propriedade limita a resposta das citocinas a linfocitos ativados por antigenos. Além
disso, a secrecdo de citocinas ocorre apenas ap6s a interacdo da célula produtora de
citocina com a célula-alvo, determinando assim que concentracdes efetivas de citocinas
ocorram apenas localmente, sendo insuficiente para afetar células mais distantes. Outro
ponto de controle comum as citocinas é sua curta meia-vida na corrente sanguinea e em
outros fluidos extracelulares; essa propriedade assegura que as citocinas ajam por

periodo limitado de tempo e em curta distancia. (53)

2.2.5 Producéo

Toda célula, com excecdo das hemacias, pode produzir, bem como responder a uma
citocina. (56) Entretanto, a maior parte das linhagens celulares expressam somente um
subconjunto de genes relacionados as citocinas. A especializacdo contribui para a

localiza¢do anatdmica da sintese de citocinas, limitando a exposicdo a um largo espectro
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de potenciais alvos celulares em tecidos distantes. Enquanto algumas citocinas sdo
expressas por muitas e diferentes linhagens hematopoiéticas e ndo-hematopoiéticas (por
exemplo, IL-1, IL-6, TNF-a), outras estdo altamente restritas (por exemplo, IL-2, IL-3,
IL-4 e IL-5, cuja producdo é limitada a certos leucocitos como eosindfilos).
Especializacdes adicionais podem ser observadas, por exemplo, entre as células T, de

acordo com o estadio de diferenciacédo e estado de ativacdo. (55)

A sintese das citocinas € iniciada por nova transcricdo génica como resultado da
ativacdo celular. As citocinas ndo sdo armazenadas como moléculas pré-formadas, de
maneira geral. A ativacdo da transcricdo é transitoria, e oS RNA mensageiros que
codificam a maioria das citocinas sdo instaveis, sendo, frequentemente, rapidamente
degradados. Apods sua sintese, as citocinas sdo rapidamente secretadas, resultando em

um surto de liberacdo, quando necessario. (54,59)

A producéo de algumas citocinas pode ser regulada por processamento do RNA e por
mecanismos poés-traducdo, como a liberacdo proteolitica de um produto ativo de um

precursor inativo. (54)

Diferentes imunogenos induzem a sintese de diferentes citocinas que, por sua vez,
ativam diferentes mecanismos efetores do sistema imune. A natureza dessa resposta
seletiva de citocinas dita o desfecho da interagdo entre o hospedeiro e o “parasita”
(agente infeccioso, tumores, corpos estranhos ou outra fonte de antigenos) em muitas
circunstancias. Foram identificados varios mecanismos que capacitam as células
produtoras de citocinas a responderem aos estimulos do ambiente por meio da sintese de

citocinas apropriadas no local correto e pela duracdo necessaria. (55)

Conforme mencionado previamente, as citocinas geralmente ndo sdo produzidas
constitutivamente. A natureza do estimulo que desencadeia a sintese varia de acordo
com o tipo celular e seu estaddio de diferenciacdo e ativacdo, determinando quais
citocinas serdo produzidas por aquela célula. As células T helper, as principais
produtoras de citocinas, secretam essas proteinas quando o receptor de células T
reconhece um antigeno ligado a moleculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) em uma célula apresentadora de antigeno apropriada,

como macrdéfagos, células dendriticas ou células B. (53, 55)
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H& varios sinais que desencadeiam a sintese de citocinas. Entre os sinais mais
importantes estdo aqueles reconhecidos como elementos ‘“ndo-proprios”: antigenos
isolados ou ligados a moléculas MHC, complexos antigeno-anticorpo detectados por
receptores do sistema complemento, superantigenos, como algumas enterotoxinas
bacterianas, e outros constituintes de microorganismos (como os lipopolissacarideos
[LPS]) e virus (como RNA de fita dupla). (55)

A sintese das citocinas pode também ser induzida ou modulada por moléculas proprias
do hospedeiro, incluindo elementos ligantes de receptores coestimuladores presentes
nas células T e nas proprias citocinas. (55)

2.2.6 Receptores

Conforme mencionado previamente, as citocinas exercem seu efeito bioldgico por meio
da ligacdo a receptores especificos presentes nas membranas celulares das células—alvo.
Dependendo da citocina e da célula-alvo, o nimero de receptores pode chegar a mais de
10000, mas pode ser de apenas 10 por célula. (55) De fato, a caracterizacdo dos
receptores de citocinas progrediu de maneira lenta inicialmente, pois 0s niveis dos
receptores nas membranas de células responsivas sdo muito baixos. A clonagem dos
genes que codificam o0s receptores de citocinas propiciou avango importante para a

caracterizacdo desses receptores. (53)

Os receptores de citocinas apresentam constituicdo semelhante: uma ou mais proteinas
transmembrana composta por partes extracelulares e intracelulares. As partes
extracelulares sdo responsaveis pela ligacdo as citocinas; as partes intracelulares

(citoplasmaticas) iniciam as vias de sinalizacédo intracelular. (54)

As vias de sinalizacdo da maioria dos receptores compartilham a mesma maneira de
ativacdo: o ligante induz o agrupamento dos receptores, aproximando as partes
citoplasmaticas de duas ou mais moléculas do receptor, culminando com a estimulacéo

da atividade de tirosinocinases nao especificas para as receptoras. (54,59)
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Algumas familias de citocinas, como a familia do TNF, apresentam via de sinalizacéo

distinta: ap6s o contato com ligantes triméricos cognatos, o receptor pré-formado sofre

alteracdo de sua conformacdo. (59,60)

Os receptores de citocinas sdo muito diversos estruturalmente; entretanto, quase todos

pertencem a uma das cinco familias: (53)

a)

b)

d)

Receptores de citocinas do tipo I (ou familia do receptor de hematopoietina): os
membros desta familia contém motivos com sequéncias conservadas de
amino&cidos no dominio extracelular: um ou dois dominios contendo um par
conservado de residuos de cisteina e um motivo peptidico contendo a sequéncia

triptofano-serina-X-triptofano-serina, na qual X é qualquer aminoéacido. (53,54)

Receptores de citocinas do tipo Il (ou familia de receptores dos interferons): os
receptores do tipo Il sdo semelhantes aos do tipo | porque possuem dois
dominios extracelulares com cisteinas conservadas. Entretanto, os receptores do

grupo Il ndo tém o motivo triptofano-serina-X-triptofano-serina. (54)

Familia dos receptores de TNF: apresentam dominios extracelulares conservados
ricos em cisteina e mecanismos de sinalizacdo intracelular comuns, que em

alguns casos induzem a apoptose. (54,60)

Familia da IL-1/toll-like receptors (TRL): os receptores desta familia
compartilham uma sequéncia citosélica conservada conhecida como dominio do
receptor de IL-1/TRL e utilizam vias de transducao de sinais semelhantes as que

ativam a transcricdo de novos genes. (53,54,61)

Existe ainda uma familia de receptores ativados pelas quimiocinas. Estes receptores

existem em grande nimero e sdo estruturalmente distintos dos receptores de outras
citocinas. (53,58)
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2.2.7 Funcdes bioldgicas das citocinas: uma visao geral

As citocinas possuem inumeras funcbes bioldgicas, podendo ser secretadas por uma
grande variedade de células. As citocinas estdo envolvidas nas respostas imunes celular
e humoral, na inducdo da resposta inflamatdria, na regulagdo da hematopoiese, no
controle da proliferagéo e diferenciagdo celulares, entre outras atividades. (53)

O Quadro 2.2 classifica as citocinas dentro de grupos funcionais; € importante
mencionar que a maior parte das funcdes listadas foi identificada por meio de anélises in
vitro. Considerando-se as condic¢des fisioldgicas, as citocinas raramente agem
isoladamente, sendo que, in vivo, uma célula-alvo é exposta a um ambiente contendo
um conjunto de citocinas que podem agir de maneira sinérgica, ou antagdnica, ou ainda

em cascata, gerando resultados diversos. (53,56)

Algumas citocinas sdo mediadoras e reguladoras da imunidade inata (também
denominada imunidade natural ou nativa), que proporciona a linha de defesa inicial
contra microorganismos. Exemplos de células que as produzem séo células dendriticas,
macrdéfagos e mastocitos. As citocinas envolvidas com a imunidade inata participam
ativamente do processo da inflamacgéo ou contribuem para a defesa contra as infeccdes
virais. (53,54)

Além da imunidade inata, existe a imunidade adaptativa (ou adquirida), responsavel por
combater a infec¢do por meio de uma resposta especifica para o patdgeno agressor. A
imunidade adaptativa dispde do fenbmeno da memaria imunoldgica, em que exposicoes
sequentes pelo mesmo patdgeno geram respostas rapidas e mais vigorosas. Algumas
citocinas, particularmente aquelas produzidas por subgrupos de células T helper,
contribuem para a defesa do hospedeiro mediada pela imunidade adaptativa e também
regulam as respostas imunologicas. Membros dessa categoria de citocinas também sao

responsaveis pela ativacdo e diferenciacdo das células T e das células B. (53,57)

As citocinas participam ativamente dos processos de ativacdo dos linfocitos T, sendo
produzidas apds o reconhecimento do antigeno pelas células T virgens e contribuindo

para a proliferagdo de linfocitos especificos ao antigeno (expansdo clonal) e para a
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diferenciacédo das células virgens em linfocitos efetores. Apos a fase de expanséo clonal,
ocorrem episodios de apoptose em larga escala, resultando em uma reducao substancial
do nimero de células T antigeno-especificas. Entretanto, uma subpopulacdo de células
T escapa e permanece como uma populacdo estavel de células T de memoria. As
citocinas estdo também intimamente envolvidas nesta etapa, contribuindo para a

manutencdo, diferenciacdo e renovacdo das células T de memoria. (62)

As citocinas assumem papel importante em um processo fundamental para a elaboragédo
de uma resposta efetiva contra o0 patdégeno agressor: a diferenciacdo das células TCD4+
em células efetoras dos subtipos Thl, Th2 e Th17. Esse processo é ocasionalmente

denominado “polarizacdo das células T”. (57)

As citocinas envolvidas no desenvolvimento dos subtipos de células TCD4+ sdo
produzidas pelas células apresentadoras de antigenos e por outras células imunes (como
baséfilos e mastdcitos) presentes no local da resposta imune. Essas citocinas atuam
sobre as células T para induzir a transcricdo dos genes de citocina préprios da
diferenciacdo de cada subtipo. Uma vez ocorrida a diferenciacdo, as citocinas
continuam a ser produzidas pelo subtipo de células TCD4+ gerado, promovendo o
desenvolvimento desse subtipo e inibindo a diferenciagdo na dire¢éo de outros subtipos.
Estes sdo exemplos de alcas de retroalimentacdo positiva e negativa, respectivamente.
(53,57)

E importante ressaltar que cada tipo de patogeno leva a diferenciagdo de um
determinado subtipo de célula TCD4+; o subtipo gerado € justamente aquele que
melhor combate o patdégeno estimulador de sua diferenciacdo. Por exemplo, o
desenvolvimento das celulas Thl é induzido por microorganismos intracelulares. O
desenvolvimento das células Th2 e as citocinas produzidas por essas células sdo criticas
para combater os helmintos e estdo também envolvidas com o desenvolvimento de
doencas atdpicas. As respostas do tipo Th1l7 sdo induzidas por algumas bactérias e
fungos, sendo esta a resposta mais efetiva na defesa contra esses patdgenos. Essas

funcOes efetoras sdo exemplos da especializa¢do da imunidade adaptativa. (57,63)

As citocinas caracteristicas produzidas pelos principais subtipos de células T CD4+ sdo
IFN-y para as células Thl; IL-4, IL-5 e IL-13 para as células Th2; e IL-17 e IL-22 para
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as células Th17. (57) Estudos recentes permitiram identificar o envolvimento de mais
duas citocinas derivadas predominantemente de células epiteliais nas respostas tipo
Th2: IL-25 e IL-33. (63)

Algumas citocinas sdo fatores de crescimento para a hematopoiese e regulam a geracéo
de diferentes tipos de células do sistema imune e de seus precursores na medula dssea.
(54) Durante a hematopoiese, as citocinas funcionam como sinais direcionadores do
desenvolvimento das células progenitoras em linhagens especificas. Um progenitor
mieloide comum, conforme a citocina atuante, pode originar eritrocitos ou seguir uma
via diferente de diferenciacdo, produzindo mondcitos, neutréfilos e outros leucocitos.
(53)

As citocinas sdo também importantes para a homeostase das células do sistema imune.
Por exemplo, cerca de 10" linfécitos periféricos que estdo em excesso morrem todos o0s
dias. O tamanho da populagdo de linfocitos é limitado, em parte, pela competi¢do por
citocinas, como IL-7 e IL-15: as células que ndo conseguem sinalizacdo suficiente
proveniente dos receptores dessas citocinas ndo sdo capazes de sobreviver. A
manipulacdo genética de camundongos, envolvendo a alteracdo da producdo de
citocinas ou interferindo com os mecanismos de sinalizacdo destas substancias pode

gerar animais tanto com linfopenia quanto com linfocitose. (64)

As funcbes bioldgicas das citocinas sdo diversas e de importancia crucial para o
funcionamento adequado do sistema imune. Essas funcdes estdo sendo cada vez mais
estudadas, gerando informacbes que fundamentam sua utilizacdo como ferramentas
terapéuticas. Terapias baseadas em citocinas e seus receptores ja fazem parte da pratica
clinica. Exemplos atuais sdo a utilizacdo de citocinas hematopoiéticas, como o fator
estimulador de col6nias de granulécitos (G-CSF), como suporte de terapias para
pacientes com imunodeficiéncia resultante de defeito genético ou quimioterapia, e a
utilizacdo dos interferons (grupo de citocinas com acdo antiviral), empregados, entre

outras agdes, no tratamento da hepatite C. (53)
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2.2.8 A resposta inflamatdria e as principais citocinas envolvidas

A inflamacdo corresponde ao processo basico por meio do qual o sistema imune inato
responde as infeccdes e lesdes teciduais. Esse processo normalmente leva ao reparo
estrutural e funcional, sendo, portanto, fundamental para a manutencdo da homeostase
tecidual. (65)

O reconhecimento da inflamacdo data de tempos remotos. Os romanos descreveram ha
cerca de 2000 anos os marcadores da resposta inflamatoria: tumor, rubor, calor e dor. O
fisico Galen acrescentou, no século Il, outro marcador: a perda de funcdo (functio
laesa). Embora os processos relacionados a inflamacdo e suas implicacdes clinicas
sejam objetos de estudo por mais de 3000 anos, ainda hd campos sendo explorados.
Atualmente encontra-se em foco o envolvimento da inflamacdo em condigdes como

aterosclerose, neoplasias, asma, doenga pulmonar obstrutiva cronica. (65,66)

Considerando-se 0s processos evolutivos, a inflamacdo precede, em longo tempo, o
desenvolvimento da imunidade adaptativa: todos os organismos multicelulares
apresentam elementos da inflamacéo. Entretanto, a reposta inflamatdria fornece sinais
que induzem, juntamente com os antigenos, a proliferacdo e a diferenciacdo de
linfocitos T e B antigeno-especificos. Assim, apesar de sua interconexdo profunda com
a imunidade inata, a inflamacdo é um elemento fundamental para o inicio da resposta

imune adaptativa. (65)

A inflamacdo pode ser aguda, podendo desenvolver-se de minutos a horas e perdurar
por dias. Caso a infeccdo ndo seja eliminada ou caso haja lesdo tecidual prolongada, 0s
processos inflamatérios podem persistir, constituindo-se assim a inflamacdo crénica. A
inflamacédo cronica envolve remodelamento tecidual, angiogénese e fibrose, podendo
levar a consequéncias patoldgicas, como na artrite reumatoide. (59,66) Percebe-se assim
um paradoxo na inflamagdo: embora seja um processo essencial para a manutencdo da
homeostase tecidual, seus mecanismos podem também contribuir para a injuria aos
tecidos. (65)
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Os processos envolvidos na inflamacdo seguem uma sequéncia muito bem coordenada
pelo sistema imune. Cerca de minutos apds a lesdo tecidual, ocorrem alteracdes
reversiveis nos vasos sanguineos do tecido infectado ou danificado, incluindo dilatagcdo
arteriolar e aumento do fluxo sanguineo no tecido. Ocorre também aumento da
permeabilidade de capilares e vénulas as proteinas plasmaticas e aos fluidos, resultando
em edema tecidual. Outra alteracdo fundamental é a maior adesdo dos leucécitos
circulantes ao revestimento endotelial das vénulas, permitindo aos leucécitos a
passagem através das paredes capilares e a entrada no espaco tecidual. Os leucdcitos
recém-chegados fagocitam os patdgenos invasores, removem o0s debris celulares e
estimulam o reparo do tecido, além de liberar mediadores moleculares que contribuem

para a resposta inflamatdria e o recrutamento e ativacao de células efetoras. (59,65,66)

O principal leucécito recrutado do sangue aos sitios de inflamacdo aguda é o neutrofilo.
Estas células utilizam varias moléculas efetoras toxicas para combater 0s
microorganismos invasores. Além dessa acdo direta, os neutréfilos e outros granuldcitos
(eosinofilos e basoéfilos) também exibem propriedades imunomoduladoras importantes,
sendo capazes de produzir varios mediadores proinflamatérios. (59,67) O avango da
resposta inflamatéria é caracterizado pela presenca cada vez mais proeminente de
mondcitos circulantes, que se transformam em macréfagos nos tecidos e podem ser a

populacdo dominante em algumas reacdes. (59)

Além de células inflamatérias, importantes proteinas plasmaticas também adentram o
sitio inflamatdrio: proteinas do sistema complemento, anticorpos e proteinas de fase
aguda. As proteinas do sistema complemento realizam a opsonizacdo de
microorganismos, recrutam fagocitos para o sitio de infeccdo e, em alguns casos,
efetuam a morte direta de patégenos. (59,66) Considerando-se os anticorpos, aqueles
com milhdes de especificidades diferentes sdo produzidos por linfécitos B como parte
do sistema imune adaptativo. Existem, porém, subtipos de linfécitos B produtores de
anticorpos com ndmero limitado de especificidade, denominados anticorpos naturais.
Esses anticorpos ja estdo presentes antes da infeccdo e reconhecem padrdes moleculares
comuns em microorganismos ou celulas danificadas ou mortas, sendo capazes de
conferir protecdo contra infecgBes bacterianas e facilitar a fagocitose de células

apoptoticas. (59)
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As proteinas de fase aguda sdo produzidas principalmente pelo figado pelo estimulo de
algumas citocinas pro-inflamatdrias. O significado fisioldgico de muitas proteinas desse
grupo ainda ndo foi identificado; porém, sabe-se que algumas fazem parte da resposta
imune inata para infeccdes. A familia das pentraxinas € uma das mais estudadas, sendo
seus componentes mais classicos a proteina-C-reativa e o componente amildide P
sérico. Essas proteinas se ligam preferencialmente a mondcitos e neutrofilos e
opsonizam alvos (patégenos) para fagocitose direta por estas células ou indiretamente
por meio da ativacdo do complemento. A proteina-C-reativa é forte reagente da resposta
de fase aguda. Sua dosagem ¢ utilizada como marcador de inflamacéo e infeccdo. (66,
68)

Os processos inflamatorios mencionados sdo orquestrados por diversos mediadores.
Esses mediadores sdo moléculas solGveis que agem nas células inflamatorias por meio
de receptores especificos. Entre os principais mediadores estdo as citocinas, revisadas
anteriormente. As citocinas apresentam papel importante na regulagdo do
desenvolvimento e funcionamento das células efetoras imunes. As quimiocinas
constituem uma familia de citocinas cuja atividade caracteristica é sua capacidade
controlar a adesdo, quimiotaxia e ativacdo de varias subpopulacbes de leucocitos,
regulando o transito destas células. (65)

Diversas citocinas, pertencentes a outras familias além da familia das quimiocinas, estdo
envolvidas no processo inflamatorio. Destacam-se, dentre elas, 0 TNF-a, a IL1- e IL -
6. Também sdo importantes para 0s processos inflamatérios as citocinas I1L-8, IL-10 e
IL-12. Estas citocinas serdo abordadas a seguir, com énfase em suas fun¢des bioldgicas.
(59)

a) Fator de necrose tumoral -o. (TNF-a)

O TNF é o mediador das respostas inflamatorias agudas a bactérias e outros

microorganismos. (69)
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O TNF é também chamado TNF-a, para sua distingdo do TNF-B. O TNF-B foi
inicialmente descrito como linfotoxina, porém sua homologia com 0 TNF-o ¢ a
existéncia de receptores celulares em comum, levaram & alteracdo de sua denominagéao
para TNF-B. (59,60)

A historia da identificagdo dessa citocina tem inicio na década de 1940, quando foi
demonstrado que lipopolissacarideos isolados de extratos bacterianos eram capazes de
induzir regressdo tumoral em camundongos. (69) Entretanto, somente nas décadas de
1960 e 1970, os cientistas voltaram a dedicar-se seriamente ao estudo desses extratos.
Felizmente, os avangos da biologia molecular ocorridos nesta época permitiram a
identificacdo da substancia responsavel pela atividade de necrose tumoral, que acabou
recebendo o nome vinculado a acdo bioldgica inicialmente descrita: fator de necrose
tumoral. (60,69)

A maior fonte de TNF sdo as células da linhagem mondcito/macréfagos, sendo que
linfocitos T, neutrdfilos, mastdcitos e células endoteliais podem também contribuir para

sua producdo sob diferentes circunstancias. (70)

Os receptores de TNF sdo membros de uma grande familia de proteinas denominada
superfamilia do receptor de TNF, muitas das quais estdo envolvidas em respostas
imunoldgicas e inflamatdrias. Dois receptores distintos de TNF, chamados tipo | (TNF-
RI) e tipo Il (TNF-RII) s&o encontrados na maioria dos tipos celulares. A ligagéo do
TNF a alguns membros da familia de receptores desencadeia mecanismos que ativam
fatores de transcricdo, enquanto a ligacdo do TNF a outros membros leva ao
recrutamento de uma proteina que determina a apoptose. Assim, conforme o membro da
familia de receptores a que se liga, 0 TNF pode induzir a expressdo génica ou a morte

celular, sendo que alguns receptores podem fazer as duas acoes. (59)

Diversos estimulos potencialmente nocivos, desde os fisicos (calor, luz ultravioleta) até
0s quimicos e imunologicos, podem induzir rapidamente a producgéo e a liberagdo de
TNF. Esta citocina € a citocina pro-inflamatéria mais rapidamente produzida in vivo,
apresentando niveis séricos detectaveis em camundongos em 30 minutos. Essa elevagéo
provavelmente provém da liberagdo de estoques pré-formados da citocina em

macrofagos, neutrofilos e linfécitos T ativados. (70)
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O TNF é considerado um pirégeno enddgeno, sendo capaz de agir no hipotadlamo e
induzir o aumento da temperatura corporal (febre). Sua acdo envolve também a inducéo
da expressdo de proteinas de fase aguda pelos hepatocitos, que sdo secretadas no
sangue. (59,71)

Existem evidéncias sugerindo que o TNF coordena a resposta das citocinas a injuria
tecidual, agindo como um “alarme de incéndio”. O TNF leva ao aumento da producéo
de macrofagos pelas células progenitoras, aléem de promover a ativacao e diferenciacdo
desses macrdfagos e prolongar sua sobrevivéncia. Além disso, 0 TNF induz a producéo
de multiplas quimiocinas e moléculas de adesdo, atraindo rapidamente leucdcitos ao
sitio de infeccdo. Esta citocina também aumenta a adesividade de integrinas nos
neutrofilos (proteinas de superficie celular que medeiam a adesdo das células a outras
células ou a matriz extracelular). Assim promove o extravasamento dos neutrofilos para
os tecidos. O TNF foi ainda identificado como um dos principais mediadores da
ativacdo da coagulacdo induzida pela inflamacéo, apresentando acdo reguladora positiva

potente sobre a expressdo endotelial de procoagulantes. (70,71)

O TNF exerce também outras fungdes que corroboram com seu papel de regulador
principal da producdo de citocinas inflamatdrias. Se a rapida liberacdo do TNF em
momentos de estresse é bloqueada, a expressao de outras citocinas pré-inflamatorias,
como IL-1 e IL-6, é reduzida. O TNF tem também a capacidade de exercer regulacdo
positiva sobre o sistema imune, amplificando cascatas inflamatérias de maneira
autocrina e paracrina e estimulando macréfagos a secretar outras citocinas
proinflamatorias. Entretanto, a exposi¢do prolongada e excessiva a esta citocina pode

ser imunossupressiva. (70,71)

O TNF pode ser produzido em grandes quantidades durante infeccGes por bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas. Essas bactérias liberam de suas paredes,
respectivamente, substancias como lipopolissacarideos (LPS) e acido lipoteicoico. A
ligacdo destes componentes microbianos a receptores de diversos tipos celulares leva a
ativacdo de varias vias de sinalizacdo, induzindo a expressdo de genes cujos produtos

sdo importantes para a resposta inflamatdria. O TNF é um desses produtos. (59,72)
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Caso o estimulo para a producdo de TNF seja suficientemente forte, por exemplo, na
existéncia de infecgdes graves, a quantidade sintetizada pode ser muito grande. Niveis
muito elevados de TNF sdo capazes de atingir a corrente sanguinea e atuar em locais
distantes. O TNF é considerado um dos principais mediadores da sepse e de suas formas
mais severas, a sepse grave e o choque séptico. (71) A injecdo experimental de TNF em
animais causa uma sindrome praticamente indistinguivel do choque séptico e a infusdo
de TNF recombinante em humanos resulta na sindrome da resposta inflamatéria
sistémica (SIRS). (71)

Conforme mencionado previamente, o TNF amplifica cascatas inflamatorias, ativando a
producdo de outras citocinas proinflamatdrias, mediadores lipidicos e espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio pelos macréfagos. Quando o TNF é produzido em grandes
quantidades, suas acBes tém consequéncias sistémicas, como a inibi¢do da contratilidade
do miocéardio e do ténus da musculatura lisa vascular, causando grande reducdo na

pressao arterial e podendo levar ao choque circulatério. (59)

O TNF também estimula a expressdo de fator tecidual pelas células endoteliais, um
potente ativador da coagulacao, e inibe a expressdo de trombomodulina, um inibidor da
coagulagdo. Assim, pode haver o desenvolvimento de trombose intravascular,
contribuindo para o fendbmeno de coagulacdo intravascular disseminada, caracteristico

do choque séptico. (71)

Finalmente, a producéo prolongada de TNF pode levar a alteragdes metabdlicas, como a
diminuicdo do apetite e a reducdo da sintese da lipoproteina lipase. Essa enzima é
necessaria para a liberacdo de acidos graxos das lipoproteinas circulantes para sua
utilizacdo pelos tecidos. A consequéncia ¢é a fadiga de células musculares e adiposas,
também denominada caquexia. (59)

Em uma das primeiras abordagens para o tratamento da sepse utilizou-se antagonistas
de TNF, como anticorpos monoclonais contra TNF e receptores solGveis de TNF.
Resultados iniciais positivos foram obtidos em modelos experimentais, porém esses
antagonistas ndo se mostraram capazes de reduzir a mortalidade de pacientes sépticos
avaliados em ensaios clinicos. (71) A causa dessa falha terapéutica ndo é conhecida,

mas algumas explicacbes foram elaboradas. Uma delas diz respeito a fato de que,
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devido a propriedade de redundancia, outras citocinas provocam as mesmas respostas
que o TNF, ndo sendo possivel gerar um blogueio total das atividades inflamatorias
compartilhadas por estas substéncias. Outra explicagdo seria a agdo muito precoce do
TNF: durante a progressdo da doenca, os niveis circulatorios de TNF retornam
praticamente aos niveis basais apds poucas horas. Assim, haveria uma janela muito

estreita para a intervencao terapéutica. (59,71)

b) Interleucina -1p (IL-1 B)

A IL-1 foi a primeira interleucina a ser descrita, como o proprio nome sugere. Ela
apresenta duas formas, denominadas IL-la e IL-1B, que se ligam aos mesmos
receptores celulares de superficie e apresentam atividades bioldgicas idénticas. A IL-1B
circula de maneira sistémica, sendo a principal forma biologicamente ativa secretada.
(59,61)

As duas formas de IL-1 (IL-1a e IL-1B), apesar de se ligarem aos mesmos receptores ¢
exercerem as mesmas acoes, diferenciam-se de diversas maneiras. Enquanto a IL-1P
circula de maneira sisttmica, a IL-lo geralmente esta associada com a membrana
plasmatica da célula produtora, agindo localmente. Considerando-se as fontes celulares
produtoras, a IL-1p ¢ produzida principalmente por mondcitos € macrofagos, enquanto a
IL-1a pode ser produzida por queratindcitos e células endoteliais. Finalmente, 0s genes
de IL-1a e IL-1B sdo regulados de maneira diferente, resultando em contribuigdes

diversas durante a ativacdo da resposta imune. (59,61)

Muitos membros da familia IL-1 (IL-1F) foram identificados nas Ultimas décadas,
resultando na atribuicdo de novos nomes aos seus componentes (ver Quadro 2.3). (73)
Atualmente séo descritos 11 membros, entre eles IL-1a, IL-1p, antagonista do receptor
de IL-1 (IL-1Ra) e IL-18. Os membros desta familia provavelmente surgiram da
duplicacdo de um gene ancestral comum, pois possuem uma estrutura genética
altamente conservada. Considerando-se as familias de citocinas, a familia IL-1 é a Unica
que exerce controle da inflamacdo em dois niveis: nivel do receptor e nivel nuclear. Os

membros da familia de receptores de IL-1 apresentam ativadores e supressores da
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inflamacdo. Um exemplo importante € o IL-1Ra, que se liga ao receptor tipo | de IL-1
(IL-1RI) e bloqueia a atividade de IL-1a e IL-1B. O IL-1Ra é utilizado para tratamento
dos sinais e sintomas da destruicdo articular na artrite reumatoide. (61,73)

Quadro 2.3 Membros da familia IL-1 (IL-1F)

Novo nome Nome prévio Propriedade

IL-F1 IL-1a Agonista (inflamatdria)
IL-F2 IL-1B Agonista (inflamatoria)
IL-F3 IL-1Ra Receptor antagonista
IL-F4 IL-18; fator indutor de IFN-y  Agonista (inflamatoria)
IL-F5 FIL1d Anti-inflamatéria
IL-F6 FIL-1¢ Agonista (inflamatoria)
IL-F7 IL1H4, IL-1C Anti-inflamatdria
IL-F8 IL-1H2 Agonista (inflamatoria)
IL-F9 IL-1g Agonista (inflamatoria)
IL-F10 IL-1Hy2 Receptor antagonista(?)
IL-F11 IL-33 Agonista (inflamatoria)

Fonte: Modificado de Dinarello et al., 2009. (73)

A IL-1B ¢ um importante mediador de respostas inflamatorias agudas, sendo que muitas
de suas agdes sdo semelhantes as do TNF-a. A IL-1p aumenta a expressdo de moléculas
de adesdo em células vasculares e em células endoteliais, além de induzir a producéo de
quimiocinas. O resultado € a infiltracdo de células inflamatorias no espacgo extravascular

e nos tecidos. (61)

A IL-1p esta envolvida em fendmenos comuns ao processo inflamatério, como febre,
reducdo do limiar para dor, vasodilatacdo e hipotensdo. Estes quadros séo resultado da
acdo de substancias como prostaglandina E2, fator de ativacdo de plaquetas e 6xido
nitrico, cuja producdo é estimulada pela IL-1B. (61) A IL-1p é também um fator

angiogeénico, estando envolvida na formacéo de vasos sanguineos. (73)

Outras agOes da IL-1p, também compartilhadas pelo TNF-a, sdo o estimulo da sintese
de proteinas de fase aguda pelo figado, a proliferagéo de fibroblastos, a indugéo de IL-6,

a ativacdo de células T e B. A IL-1B também age na medula 6ssea marrom estimulando
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a diferenciacdo dos progenitores da série mieldide. (72) Além disso, assim como o
TNF-0, a IL-1B participa ativamente dos mecanismos relacionados a sepse, sepse grave

e choque séptico. (71)

Os processos sépticos caracterizam-se pela rapida liberacdo de IL-1p de macrofagos
ativados, em um periodo de tempo semelhante ao requerido para a liberagdo de TNF-a,
(cerca de 30 minutos ap6s o estimulo inicial). A IL-1pB apresenta a¢des semelhantes as
do TNF-a. De fato, estas duas citocinas agem de maneira sinérgica, ativando
macrofagos de maneira autocrina e paracrina. Essa acdo leva a producdo de outras
citocinas pré-inflamatorias, mediadores lipidicos e espécies reativas de oxigénio,
amplificando a cascata da inflamag&o. O resultado final é o aumento da permeabilidade

vascular, edema pulmonar grave, hemorragia e disfuncéo de maltiplos 6rgaos. (71)

A acdo potente e extensa de IL-1p exige que sua atividade bioldgica seja rigorosamente
regulada. Esta citocina é expressa em baixos niveis sob condi¢cBes normais; o
processamento e secrecdo de IL-1B sdo a¢des finamente controladas, € a perda dessa
regulacao resulta em sindromes caracterizadas por febre, erupcBes cuténeas e artrite,

manifestacdes tipicas das doengas autoinflamatdrias. (61,74)

O termo doencas autoinflamatorias foi inicialmente proposto em 1999 para classificar
um grupo de doencas herdadas caracterizadas por episodios recorrentes de febre
associada a manifestagdes inflamatorias em véarios 6rgdos, como articulagdes, pele,
olhos, ouvidos e sistema nervoso central. (74) Apesar de praticamente todas as doengas
imunes possuirem um componente inflamatério, estas doencas se distinguiam por serem
primariamente inflamat6rias em sua natureza, sendo marcadas por sua periodicidade e

forte associacdo com fatores desencadeantes exdgenos. (73)

As doencas autoinflamatorias tém em comum o fato de estarem relacionadas a mutagdes
especificas de proteinas que regulam a atividade de IL-1pB, resultando na excessiva
producdo dessa citocina. Assim, esse grupo de doencas é altamente responsivo ao
bloqueio de IL-1p, sendo esta propriedade utilizada na terapéutica clinica. Exemplos de
doencas autoinflamatorias sdo: febre familiar do mediterraneo, sindrome de Behcet,

sindrome de Sweet, gota. Foi incluida nesse grupo a diabetes tipo 2, uma vez que
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estudos recentes evidenciaram protecdo das células [ pancredticas produtoras de

insulina por meio do bloqueio de IL-1p. (73,74)

Conclui-se que a IL-1p é uma citocina pro-inflamatoria fundamental para a elaboragéo
da resposta imune, sendo que a perda do controle de suas acbes leva a alteracOes

capazes de gerar doencas caracterizadas por grande morbidade e impacto clinico.

c) Interleucina - 6 (IL-6)

A IL-6 é uma importante citocina inflamatdria, que apresenta efeitos locais e sistémicos.
(72) Sua identificacdo data da segunda metade da década de 1980, quando varios grupos
cientificos envolveram-se no reconhecimento de fatores aparentemente nao
relacionados; posteriormente concluiu-se que esses fatores correspondiam a mesma
proteina. Como resultado, antes de ser denominada IL-6, esta citocina recebeu diversos
nomes, cada um referindo-se a uma caracteristica diferente da proteina: fator 2
estimulador de células B, fator de crescimento de plasmocitoma, fator de crescimento de
hibridoma/plasmocitoma humano, entre outros. (75,76)

A clonagem de DNA complementar de IL-6 e estudos subsequentes confirmaram que
esta molécula havia de fato sido estudada sob diferentes nomes. Assim, foi possivel
perceber que a IL-6 apresentava varias atividades bioldgicas, ndo limitadas a acdo sobre
as células B ou outros grupos celulares descritos. Estudo importante demonstrou que
anticorpos anti-IL-6 bloqueavam a atividade de uma proteina derivada de mondcitos
denominada “fator estimulador de hepatocitos”, responsavel pela elevacdo da produgdo
de proteinas de fase aguda pelo figado. Foi detectado que esta proteina era na realidade

IL-6. Esta descoberta vinculou a IL-6 a regulacdo da resposta de fase aguda. (75,76)

A IL-6 é uma glicoproteina pequena (21 KDa), produzida por varios tipos celulares em
resposta a uma grande variedade de estimulos. Células do sistema imune inato, como
macrofagos, células dendriticas e mastocitos produzem IL-6; linfécitos B e, em menor
escala linfocitos T CD4 também produzem esta citocina. Células endoteliais,

fibroblastos, astrocitos, células do tecido muscular liso, células epiteliais e varias células
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malignas também sdo capazes de secretar 1L-6. (77) A producédo de IL-6 é induzida por
citocinas como IL-1p e TNF-a, além de substancias provenientes da parede celular de
bactérias, como os LPS. (71)

O receptor de IL-6 (IL-6R) é composto por uma cadeia polipeptidica capaz de interagir
com a citocina e uma subunidade capaz de transduzir sinal (denominada gp130). A
expressdo do IL-6R é restrita predominantemente a leucocitos e hepatocitos. A proteina
transmembrana gp130, de maneira diferente, é expressa por diversas células, sendo
também um componente da sinalizacdo de receptores de outras citocinas. (59,77) Além
do receptor IL-6R, presente na membrana celular, ha o receptor soltvel de IL-6 (sIL-
6R), cuja presenca foi demonstrada tanto em humanos quanto em camundongos. Esse
receptor se liga a IL-6 e a gpl30 de maneira agonista; considerando-se a expressao
ubiqua de gp130, conclui-se que a IL-6 pode interagir com varios tipos celulares.
(75,77)

A IL-6 é uma citocina multifuncional, sendo capaz de induzir a diferenciacédo celular e a
expressao de genes especificos. Esta citocina desempenha um importante papel nas
fases iniciais de infec¢Bes e injurias ao organismo, funcionando como sinalizador da

presenca de ameagcas. (78)

Concentracdes elevadas de IL-6 sdo observadas em muitas condi¢cBes agudas, como
queimaduras, grandes cirurgias e na sepse, sendo o pico desta citocina subsequente aos
das citocinas IL-1B ¢ TNF-a. Geralmente os niveis plasmaticos de IL-6 permanecem
elevados nestas condicGes e se correlacionam com varios indicadores de gravidade de
doencas, como escores clinicos e taxa de mortalidade global. E interessante observar,
entretanto, que, em contraste com IL-1B e TNF-q, a inje¢do experimental isolada de IL-

6 ndo produz um estado semelhante a sepse. (71)

A IL-6 € um importante mediador da resposta de fase aguda, agindo em trés principais
frentes: inducdo de febre, leucocitose e producdo de proteinas de fase aguda. (71,72)
Assim como a IL-1p e TNF-a, a IL-6 € um pirdgeno enddgeno, agindo no hipotalamo e
levando ao aumento da temperatura corporea. A IL-6 atua sobre a medula Ossea

marrom, ativando as células germinativas hematopoiéticas e estimulando a producéo de
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neutrofilos. (59) A IL-6 induz também a maturacdo dos megacariécitos, aumentando a

producdo de plaquetas. (78)

Considerando-se a producdo de proteinas de fase aguda, a IL-6 induz a producdo de
elementos como proteina-C-reativa, componentes do complemento e fibrinogénio pelos
hepatdcitos, enquanto reduz a sintese de albumina, fibronectina, transferrina e
citocromo P450 por essas mesmas células. (72,77) Estudos in vivo com camundongos
knockout para IL-6 demonstraram que a delecdo de genes codificadores desta citocina

reduz a inflamacgé&o pulmonar em um modelo de injdria pulmonar aguda. (71)

A IL-6 também atua sobre os linfocitos, induzindo a diferenciacdo de linfcitos B em
células produtoras de imunogobulinas e estimulando a diferenciacdo de células TCD4+
virgens em células produtoras de IL-17 (subtipo de linfocitos T helper 17- Thl7).
Finalmente, a IL-6 também age sobre as células TCD8+ para induzir sua agdo
citotoxica. (78)

A 1L-6 age sobre os fibroblastos sinoviais, induzindo a producdo de fatores promotores
da diferenciacdo de osteoclastos e da angiogénese. Além disso, a IL-6 estimula os
fibroblastos dérmicos a produzir colageno e promove o crescimento de células como as

celulas do mieloma/plasmocitoma e células mesangiais. (78)

Outra funcdo importante e que tem sido alvo de estudos recentes é a participacdo da IL-
6 na regulacdo da transicdo da imunidade inata para a imunidade adquirida. Entre as
atividades desta citocina que apontam para seu envolvimento nesta transicdo estdo: o
recrutamento, ativacdo e apoptose de leucOcitos; participacdo na regulacdo da
proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia dos linfdcitos T, bem como na regulacédo da

secrecao de imunoglobulinas pelos linfocitos B. (79)

Devido as diversas e importantes acGes da IL-6 sobre o processo inflamatério, varios
estudos foram desenvolvidos com o objetivo de estabelecer tratamentos para doengas
inflamatorias por meio do bloqueio das atividades desta citocina. Resultados
expressivos foram obtidos para o tratamento da artrite reumatoide e da Doenca de

Crohn. (79) A expectativa atual é que estas terapias possam também ser Uteis no
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tratamento de doencas ndo consideradas como doencas inflamatorias convencionais,

como a inflamac&o relacionada ao cancer e as alteragdes metabolicas. (77)

Finalmente, € importante destacar que a IL-6 também apresenta propriedades
antiinflamatdrias. Esta citocina é capaz de inibir a liberacdo de TNF-a ¢ IL-1 e aumentar
0s niveis séricos de mediadores antiinflamatérios, como IL-10 e cortisol. Assim, pode
proteger contra o desenvolvimento do choque séptico. O fator determinante da acéo pro

ou antiinflamatoria da IL-6 ainda néo foi esclarecido. (71,79)

d) Interleucina-12 (IL-12)

A 1L-12 apresenta importantes funcdes no sistema imune inato, estando também

envolvida com a resposta imune adaptativa.

Esta citocina foi identificada inicialmente em culturas de células infectadas pelo virus
Epstein-Barr (“EBV-transformed cell lines”). Foi reconhecida nessas culturas a presenga
de um fator que mediava vérias atividades biologicas de células T humanas e células
NK, incluindo a producéo de IFN-y. Esse fator foi denominado fator estimulador das
células NK (NKSF) e, posteriormente, purificado; foi demonstrado que o NKSF possuia
uma estrutura heterodimérica, diferente das outras citocinas descritas. Culturas de
células semelhantes permitiram a identificacdo de um fator de maturacédo de linfocitos
citotoxicos (CLMF), que foi purificado. A clonagem dos genes codificadores de CLMF
demonstrou que este fator e NKSF eram a mesma citocina, sendo as duas denominagdes
unificadas sob o termo 1L-12. (80)

A interleucina-12 é uma proteina heterodimera composta de duas subunidades unidas
por pontes dissulfeto. Estas subunidades sdo designadas como p35 e p40, baseando-se
nos seus pesos moleculares aproximados. Curiosamente, as subunidades de 1L-12 sdo
codificadas por genes nao relacionados, localizados em loci independentes no genoma
humano. Considerando-se a estrutura da IL-12 e a existéncia de sequéncias homologas,
é possivel que esta citocina tenha evoluido de uma citocina primordial similar a IL-6.
(81) Foram descritas recentemente outras citocinas heterodiméricas com subunidades

homologas a uma ou ambas as cadeias de IL-12, como a IL-23, IL-27 e IL-35,
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denotando que a IL-12 € na realidade o membro protétipo de uma pequena familia de

citocinas compostas por heterodimeros. (82)

A IL-12 ¢ produzida principalmente por células dendriticas e macrofagos ativados em
resposta a varios estimulos microbianos, como LPS, &cido lipoteicoico (substancias

provenientes da parede celular de bactérias) e virus. (59,80)

O receptor de IL-12 é composto por duas subunidades, B1 e B2. Essas duas cadeias sdo
necessarias para que a IL-12 se ligue com alta afinidade ao receptor. A expressdo da
subunidade 2 ¢ aumentada pelo IFN-y, cuja producdo ¢ estimulada pela propria 1L-12,

representando um exemplo da alga de amplificagdo positiva do sistema imune. (59,81)

A IL-12 é uma importante citocina proinflamatdria. Ela estimula a producéo de diversas
citocinas pelas células T e pelas células NK, sendo particularmente eficiente em induzir
a producdo de IFN-y. Sdo necessarias apenas baixas concentragdes de 1L-12 para a
producdo de IFN-y. (82) O IFN-y produzido por células NK ou por linfocitos T também

estimula a producéo de IL-12, gerando assim uma alca de alimentacdo positiva. (59)

O IFN-y apresenta varias atividades importantes para a resposta imune. Esta citocina
atua sobre os macrofagos, aumentando as funcdes microbicidas destas células; age
também sobre varias células, aumentando a expressdo de moléculas MHC de classe | e
classe II, resultando em aumento do processamento de antigeno e apresentacdo a células
T. Além disso, atua sobre as células T, estimulando a sua diferenciacdo no subtipo
linfocito T helper 1 (Th1l). (57,59)

A IL-12 apresenta a¢Bes importantes sobre os linfocitos. Considerando-se os linfocitos
T, esta citocina age sinergicamente com receptores de superficie dessas células para
facilitar sua proliferacdo ap6s a apresentacdo de antigenos, por exemplo, por células
dendriticas. A IL-12 também estimula a geracdo de linfocitos T citotoxicos. Além disso,
aumenta a citotoxicidade destas células e também das células NK por meio do aumento
da expressdo de moléculas de adesdo e da inducgédo da producdo de proteinas mediadoras
da morte de células-alvo. (82)
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A IL-12 pode afetar de maneira direta a proliferacéo de linfécitos B, sua diferenciacéo e
a produgdo de IFN-y por estas células; entretanto, os efeitos da IL-12 sobre a ativagio
dos linfocitos T e sobre a producdo de um isotipo particular de imunoglobulina s&o

indiretos e baseiam-se na acdo da IL-12 sobre as células Thl. (82)

A IL-12 promove a diferenciagdo dos linfocitos TCD4 + em linfocitos Thl. Esse
subtipo de linfocitos apresenta propriedades importantes para a defesa contra os
microorganismos intracelulares. Acredita-se que, durante a resposta de fase aguda, a IL-
12 induz as células T e as células NK a produzir IFN-y. Sequencialmente, a IL-12, em
cooperagdo com 0 IFN-y induz as células T que estdo se proliferando em resposta a
antigenos especificos a se diferenciarem em linfocitos Thl. Assim, percebe-se que a IL-
12 é um instrumento por meio do qual a imunidade inata influencia as respostas

imunoldgicas adaptativas. (80,82)

Foi evidenciado que a IL-12 estd envolvida com a patogenia de vérias doengas
autoimunes, como artrite reumatdide, além de participar da promoc¢do e manutencdo da
inflamacdo na doenca aterosclerética e nas lesbes psoriaticas. Esses dados colocam a
IL-12 e os mecanismos regulatérios de sua producdo como possiveis alvos para o
tratamento de diversas doencas; de fato, terapias anti-IL-12 vem sendo desenvolvidas e
testadas. Estudos adicionais sdo necessarios, entretanto, considerando-se as acdes

bioldgicas complexas da IL-12 e dos outros membros desta familia de citocinas. (82,83)

e) Interleucina-8 (IL-8)

A IL-8 é uma citocina pertencente a familia das quimiocinas. As quimiocinas
constituem uma grande familia de citocinas estruturalmente homologas, envolvidas com
a estimulacdo do movimento dos leucdcitos e regulacdo da migracdo destas células para
os tecidos. (58,84)

As quimiocinas sdo constituidas por polipeptideos, sendo sua estrutura caracterizada
pela existéncia de quatro cisteinas, resultando em duas algas de dissulfeto internas. As

qguimiocinas sdo classificadas em quatro subfamilias, com base no numero e na
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localizagdo destes residuos de cisteina. As duas subfamilias principais sdo as
quimiocinas CC (também denominadas ), em que os residuos de cisteina sdo
adjacentes, e a familia CXC (ou a), cujos residuos estdo separados por um aminoacido.
Os membros destas subfamilias diferem com relacdo a sua seletividade sobre as células-
alvo: embora haja excegdes, as quimiocinas CC agem principalmente sobre os
mondcitos e linfdcitos, enquanto as quimiocinas CXC em sua maior parte medeiam o

recrutamento dos neutrofilos. (58,85)

A nomenclatura das quimiocinas foi recentemente atualizada, sendo atualmente
baseada, em parte, nos receptores aos quais as quimiocinas se ligam. Considerando este
novo sistema, a IL-8 seria denominada CXCLS8. A sigla “CXC” demonstra que esta
citocina pertence a subfamilia de quimiocinas CXC. A letra “L” indica que esta citocina

¢ um ligante (e ndo um receptor), enquanto o “8” indica, obviamente, sua numeragao.

(85)

A IL-8 esta entre as quimiocinas mais estudadas, sendo o protétipo da subfamilia
CXC.(86) Esta citocina foi identificada originalmente em culturas de mondcitos séricos
humanos. Suas antigas denominagfes estdo vinculadas a descoberta de suas funcdes:
“fator quimiotatico para neutrofilos derivado de mondcitos”, “peptideo ativador de

neutrofilos”. (84,85)

Varios tipos celulares podem produzir 1L-8; virtualmente todas as células nucleadas do
corpo humano podem secretar esta citocina. As principais fontes celulares, entretanto,
sdo 0s mondcitos e os macrofagos. Outros exemplos de células que podem produzir IL-
8 sdo: celulas endoteliais, células epiteliais, fibroblastos, células sinoviais, condracitos.
(59,84,85)

A producdo de IL-8 pode ser induzida por varios estimulos, incluindo LPS, bactérias e
outros microorganismos. Citocinas proinflamatorias precoces, como a IL-1 e a TNF,
também induzem a producdo desta quimiocina. Até mesmo alteraces na pressao parcial

de oxigénio podem acionar a producéo de IL-8. (84,85)

Os receptores de quimiocinas expressos nos neutréfilos e nos mondcitos sdo diferentes.

Esse fato provavelmente constitui o determinante principal do comportamento
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migratorio de cada tipo de celula. Os neutrofilos expressam os receptores CXCR1 e
CXCR2, que se ligam a IL-8 e a outras quimiocinas. A IL-8 ¢é a principal quimiocina

que sustenta a migracéo dos neutréfilos para os tecidos. (58)

A IL-8 destaca-se como importante mediador nos processos inflamatérios. Essa citocina
¢ produzida precocemente e de maneira abundante pelos macrofagos residentes
teciduais, sendo fundamental para o recrutamento inicial dos neutréfilos. (58) Esse
recrutamento ocorre por meio do desenvolvimento de um gradiente quimiotatico,
fazendo com que a célula inflamatoria se direcione para a area de maior concentracdo da
quimiocina. O gradiente quimiotatico ndo s auxilia a movimentacdo dos neutrofilos

para o local da inflamacéo, mas também retém essas células apos sua chegada. (85)

A IL-8 também estéd envolvida com a ativacdo dos neutrdfilos, além de sua migracao.
Ela age sobre essas células induzindo a expressdo de moléculas de adesdo, a formacao
de lipidios bioativos, a producdo de espécies reativas de oxigénio e a liberagcdo de

enzimas lisossémicas. (84,86)

Outras propriedades de 1L-8 também contribuem para situa-la como importante citocina
para a inflamacéo e defesa do hospedeiro. Conforme mencionado, a IL-8 é secretada por
diversos tipos celulares, podendo assim ser produzida em potencialmente qualquer
tecido. Além disso, varios estimulos, inclusive ndo infecciosos, sdo capazes de levar a
producdo de IL-8, como isquemia, trauma e outros distirbios da homeostase tecidual.
Finalmente, a IL-8 apresenta caracteristicas especiais: ela é produzida precocemente no
curso da resposta inflamatdria, mas persiste por um longo periodo de tempo, mesmo por
dias e semanas, enquanto a maior parte das citocinas inflamatérias é degradada em
questdo de horas. A durabilidade de IL-8 se deve a resisténcia desta citocina a
temperatura, protedlise e a ambientes &cidos. Esta longevidade permite que a IL-8
permaneca em acdo e continue recrutando células inflamatorias para combater as
infeccdes. (84,85)

As concentracdes de IL-8 estéo significativamente aumentadas nos fluidos corporais nas
inflamacGes agudas mediadas por neutrofilos. Ha muitos exemplos de doengas humanas
em que foram observados niveis séricos elevados de IL-8. Varios estudos mostraram

que pacientes que progrediram para sindrome da injuria pulmonar aguda apresentavam
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altos niveis de IL-8 no lavado broncoalveolar. Outros estudos mostraram associacdo
entre niveis elevados de IL-8 e desenvolvimento de pneumonia associada a ventilacéo

mecénica. (85,86)

Elevacdo de IL-8 foi também detectada no liquor de pacientes com meningite, no
escarro de pacientes asmaticos e no liquido sinovial de pacientes com artrite
reumatoide. (85,87) Além disso, a IL-8 foi também implicada em muitos dos processos
patoldgicos envolvendo a progressdo de neoplasias, como cancer de prostata e cancer
colorretal. (88) Estes achados colocam a IL-8 como possivel alvo para a intervengédo
terapéutica em diversas situacgOes; esta perspectiva vem sendo focalizada por diversos
estudos. (86,88)

f) Interleucina-10 (I1L-10)

As respostas inflamatorias sdo extremamente importantes para a protecdo contra
microorganismos, porém, sdo potencialmente causadoras de leséo tecidual e doengas.
Diversos mecanismos regulam a magnitude e a duracdo da resposta imune inata,
limitando a possibilidade de ocorréncia de danos teciduais. Destacam-se, dentre esses

mecanismos, as a¢fes desempenhadas pela IL-10. (59)

A IL-10 foi identificada inicialmente em 1989; ela foi descoberta por meio da anélise de
um fator presente em clones de células Th2 que inibia as respostas do subtipo de
linfécitos Thl. Essa substancia foi denominada “fator inibidor da sintese de citocinas™.
Posteriormente, 0 DNA complementar do “fator inibidor da sintese de citocinas” de
humanos e camundongos foi clonado, sendo esta citocina renomeada como IL-10.
(89,90)

A IL-10 é o primeiro membro descrito de uma familia de citocinas heterodiméricas
constituida por varios membros, como IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26, IL-27. Esses
membros apresentam diferentes func¢des biologicas, sendo que a IL-10 destaca-se por

sua acdo supressora sobre respostas inflamatdrias excessivas. O receptor de 1L-10 é
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formado por duas cadeias, sendo ambas importantes para a estimulacdo celular por IL-
10. (91)

Logo ap6s a descoberta de 1L-10, foi evidenciado que essa citocina é produzida por
varios tipos celulares além dos linfocitos Th2, incluindo células do sistema imune inato
e da resposta imune adaptativa. Exemplos de células produtoras séo: células dendriticas,
macrdfagos, mastdcitos, celulas NK, eosinofilos, neutrofilos, linfocitos TCD4+ e
linfécitos TCD8+, linfdécitos T reguladores e linfécitos B. A IL-10 também pode ser
produzida por alguns tipos de células ndo imunes, como 0s queratindcitos, células

epiteliais e mesmo células tumorais. (89,91,92)

Quando comparada a secrecdo de outras citocinas, a producao de IL-10 é relativamente
tardia apds a ativacao de linfocitos T ou mondcitos, o que parece ser importante para o
papel regulador dessa citocina. (89) A importancia relativa da producdo de IL-10 por
cada tipo celular pode variar com o tipo, intensidade e localizagdo do estimulo

inflamatdrio, sendo os macrofagos geralmente grandes produtores. (92)

As acles anti-inflamatorias da IL-10 foram bem documentadas por varios estudos
experimentais in vivo. A administracdo de proteina recombinante IL-10 em
camundongos foi capaz de protegé-los contra endotoxemia letal apds injecdo de LPS. A
expressao aumentada dessa citocina em camundongos transgénicos aumenta a
sobrevivéncia desses animais durante sindromes de choque toxico e inibe a
imunopatologia observada durante a infeccdo por uma grande variedade de patdgenos.
De fato, foi observado que o virus Epstein-Barr (EBV) expressa uma proteina homdéloga
a IL-10, com atividades imunomodulatérias semelhantes. Essa proteina fornece ao virus
a habilidade de inibir a imunidade do hospedeiro; existe a possibilidade de que 0 EBV
tenha adquirido um gene similar a IL-10 durante sua evolucéo. (71,90)

A 1L-10 inibe respostas inflamatorias tanto da resposta imune inata quanto da resposta
adaptativa, sendo, portanto, uma citocina central para a resolucdo da inflamacdo. Essa

acao previne lesdes teciduais advindas de respostas inflamatdrias excessivas. (89,91)

Os principais efeitos biolodgicos de IL-10 parecem ser exercidos sobre os macréfagos e

células dendriticas. A 1L-10 inibe a expressao de moléculas do MHC de classe Il e de
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coestimuladores por estas células imunes, resultando em uma inibicdo potente da
apresentacdo de antigenos. Também é consequéncia dessa acao, a reducdo da ativacdo
de células T e o encerramento de rea¢Ges imunoldgicas mediadas por células. (92,93)
Além disso, a IL-10 é capaz de inibir a diferenciagdo de mondcitos precursores em
células dendriticas e macrofagos, reduzindo também a maturacdo destas células e

permitindo assim um mecanismo de auto-regulacéo destas populacoes celulares. (91,92)

Outra acdo importante da IL-10 é a inibicdo da producdo de varias citocinas e
mediadores inflamatorios pelos macrofagos e celulas dendriticas, dentre eles IL-1, IL-6,
IL-12, TNF e muitas quimiocinas. A IL-10 pode também exercer sua a¢do inibitoria por
meio do estimulo da liberacdo de mediadores anti-inflamatorios, como o antagonista do

receptor de IL-1, produzido por macréfagos. (89)

A inibicdo da producdo de citocinas pelas células apresentadoras de antigenos implica
em atividades imunoregulatérias da IL-10 sobre as respostas Thl e Th2. A IL-10 inibe
a producdo de IL-12 por células dendriticas e macréfagos ativados. Como a IL-12 € um
estimulo critico para a secrecdo de IFN-y, que participa de reagdes imunologicas
direcionadas contra microorganismos intracelulares, a IL-10 atua suprimindo estas
reacOes. A IL-10 também reduz a producéo de IL-4 e IL-5, inibindo as a¢Bes do subtipo

de linfocito Th2, responsavel pela defesa contra helmintos. (57,92)

E importante destacar que os proprios subtipos celulares Thl e Th2 produzem IL-10;
nesse contexto, essa citocina funciona como regulador de feedback negativo. Conforme
previamente mencionado, as células Thl apresentam papel fundamental na resposta
imune contra patdgenos intracelulares. Estudos experimentais realizados com
camundongos deficientes em IL-10 infectados por Toxoplasma gondii mostraram que a
auséncia da agéo controladora de IL-10 resulta em exacerbacdo da resposta Thl, sendo
gue a imunopatologia gerada é letal para os animais, mesmo com a obtencdo da

restricdo do crescimento do parasita. (90,94)

A supressdo da acdo da IL-10 no contexto das respostas contra infec¢des por helmintos,
lideradas pelo subtipo celular Th2, também pode gerar doencas. (90,94) As citocinas IL-
4, IL-5 e IL-13, secretadas pelos linfocitos Th2, se ndo controladas, podem iniciar,

amplificar e prolongar respostas alérgicas por meio do aumento da producdo da
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imunoglobulina E (IgE), além de acionar o recrutamento, expansédo e diferenciacdo de

eosinofilos e mastdcitos. (94)

O subtipo de linfécitos Th17 promove a inflamacdo e media a defesa contra fungos e
bactérias extracelulares. Muitos grupos de pesquisadores mostraram recentemente que
os linfécitos Thl7 também produzem IL-10, representando uma importante fonte desta
citocina durante doencgas infecciosas. Estudos recentes demonstraram que a IL-10
produzida pelas células Th-17 pode refinar as respostas mediadas por esse subtipo de
linfdcito, direcionando-as para patogenos especificos. Esses estudos também revelaram
que a inibicdo da secrecdo de IL-10 por essas células ocasiona condicGes patoldgicas
auto-inflamatdrias, denotando mais uma vez a importancia dessa citocina para a

imunoregulacdo. (91,92,94)

A IL-10 esta também envolvida com mecanismos regulatérios implicados na toleréncia
a antigenos-proprios (“self-antigens”) e a antigenos nao-préprios. Camundongos
knockout com auséncia de I1L-10 desenvolvem colite, provavelmente secundéaria a acao
descontrolada de macréfagos ativados que reagem contra microorganismos entericos.
(91,94)

E importante notar que a IL-10 pode também exercer acdes positivas sobre o sistema
imune, e ndo apenas acles supressoras. As atividades estimulatérias de 1L-10 parecem
ser dose-dependente. A I1L-10 pode contribuir para a estimulacéo das células B, além de
participar da ativacdo desta célula e prolongar sua sobrevivéncia. A IL-10 também €
capaz de coestimular a proliferacdo das células NK e a producdo de citocinas, além de

estimular a proliferacdo de alguns subtipos de linfécitos CD8+. (92)

Conforme evidenciado, a IL-10 exerce atividades reguladoras de extrema importancia
para o desenvolvimento de uma resposta imunoldgica adequada. As acdes dessa citocina
limitam respostas excessivas e previnem a autoimunidade. Assim, a manipulacdo da IL-
10 com objetivos terapéuticos mostrou-se promissora, sendo objeto de analise de
diversos estudos. Trata-se de proposta desafiadora, considerando-se a natureza
pleiotropica desta citocina. O bloqueio da IL-10 leva ao risco da autoimunidade,
enquanto a excessiva inducdo da expressdo dessa citocina pode conduzir a

imunossupressao. (91,94)
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2.3 Endocardite infecciosa e citocinas

2.3.1 Citocinas envolvidas com a resposta inflamatdria e fisiopatologia da

endocardite infecciosa

A EI permanece como doenca caracterizada por alta mortalidade, apesar dos avancos
obtidos nos cuidados a saude. A incidéncia da El também ndo diminuiu, em virtude
principalmente da mudanga progressiva dos fatores de risco, ampliando a populagdo
susceptivel ao desenvolvimento da doenga. (2)

Esse panorama coloca a EI como objeto constante de estudo pela comunidade cientifica,
na tentativa de melhor compreensédo dos mecanismos envolvidos na etiopatogenia da
doencga. O papel das citocinas e da inflamagdo no contexto da EIl tém sido recentemente
estudados, e os resultados dessas pesquisas forneceram subsidios para o entendimento
das consequéncias do encontro entre 0 microorganismo circulante e o endotélio valvar.
(95)

Estudo in vitro publicado na década de 90 evidenciou pela primeira vez, o aumento da
producéo de TNF-a e IL-1p por mondcitos provenientes de pacientes com endocardite
por C.burnetti. Esse estudo também revelou a correlacdo entre essas citocinas e a
atividade da doenga: a liberacdo de TNF-a e IL-1p foi significativamente maior em
monocitos de pacientes com diagndstico de ElI hd menos de seis meses, quando
comparada a liberacdo observada em pacientes com endocardite estabelecida ha mais de
um ano. (95,96)

Alguns anos ap0s, outros estudos evidenciaram associacdo entre infeccdo por
estreptococos, importantes agentes causadores de El, e niveis aumentados de citocinas.
Ainda na década de 90, um estudo envolvendo experimentos in vivo e in vitro
evidenciou que, quando injetado em camundongos, o S.mutans induz formacdo de um
infiltrado inflamatorio denso, correspondente ao perfil de citocinas induzido por meio
da estimulacéo in vitro de células humanas mononucleares pelo mesmo patégeno. O

S.mutans mostrou-se capaz de promover resposta imune do tipo Thl por meio da
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estimulacdo da expressdo de IL-12, INF-y e TNF-a. Os pesquisadores concluiram que a
producdo exuberante de citocinas estimulada por S.mutans poderia contribuir para o
processo patologico da infeccdo, pois estes mediadores teriam capacidade de aumentar a

expressao de quimiocinas e o recrutamento de células inflamatorias. (97)

A endocardite por S.mutans foi objeto de outro estudo que também utilizou
experimentos in vitro e in vivo. Ambos constataram aumento da producgdo de IL-6 na
infeccdo por esse patdgeno, induzida por glucosiltransferases, uma familia de enzimas
encontradas em varias (porém ndo todas) as espécies de S.viridans. (98) Curiosamente,
estudo clinico realizado poucos anos antes, evidenciou niveis séricos elevados de 1L-6
em pacientes com EI durante a fase aguda da infeccdo. Esses pacientes apresentavam El

causada por espécies de S. viridans que expressavam glucosiltransferases. (99)

A producdo de citocinas inflamatdrias como IL-1p, IL-6, IL-8 e TNF-a foi observada
apos a exposicdo in vitro de mondcitos humanos a material proveniente de placas de
cultura de S.sanguis (100) Recentemente, outros estudos in vitro confirmaram o
aumento da expressdo de citocinas inflamatorias e moléculas de adesdo na EI causada
por espécies de S.viridans, relacionando a producdo desses mediadores a processos
inflamatorios e a formacédo da vegetacdo. (101,102)

A infeccdo por S.gallolyticus gallolyticus, previamente conhecido como S.bovis biotipo
I, também foi relacionada ao aumento da producdo de citocinas na endocardite. Este
patdégeno oportunista ganhou importancia na pratica clinica ap6s a descoberta de sua
relacdo com doencas malignas colénicas. Experimento in vitro revelou que a infeccao
por S.gallolyticus gallolyticus ativa células epiteliais e endoteliais humanas para a
secrecdo de IL-8, além de induzir a producdo de TNF-o por mondcitos humanos. A
habilidade desse patdgeno em estimular a producdo de citocinas parece contribuir para

sua patogenicidade. (103)

Modelos experimentais de EI utilizando animais apresentam importancia historica na
construcdo do conhecimento sobre a etiopatogenia da EIl, assim como os estudos in
vitro. Estudo publicado em 1984, no qual foram utilizados coelhos com endocardite
causada experimentalmente por E.faecalis, demonstrou que a ativacdo da coagulacéo,

que em ultima analise leva a formacdo da vegetacdo, ocorre por meio do aumento da
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expressao do fator tecidual por mondcitos e outras células locais em valvas infectadas.
O fator tecidual, uma glicoproteina transmembrana, é o mais importante fator envolvido

no inicio da via extrinseca da coagulacdo. (104)

Esses conhecimentos foram complementados por estudo in vitro realizado
posteriormente, que mostrou a expressdo de altos niveis de fator tecidual em mondcitos
aderentes a matriz de fibrina infectada por S.sanguis (reproducdo da superficie da
vegetacdo que ocorre in vivo). Esse achado foi acompanhado do aumento da producéo
de citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a, IL-1B e da citocina reguladora IL-10,

envolvidas com a producédo de FT pelos mondcitos. (105)

Estudos envolvendo modelos animais também tém sido importantes para a elucidacao
dos mecanismos relacionados a patogenia do principal microorganismo causador de El
na atualidade: S.aureus. Estudo recente, no qual foi utilizado um modelo murino de
bacteriemia por S.aureus, demonstrando que animais infectados por cepas que
expressavam proteina de adesdo extracelular apresentavam importante perda de peso,
revelando maior gravidade da infeccdo. A proteina de adesdo extracelular apresenta
atividades pré-inflamatorias, dentre elas o estimulo a liberacdo de TNF-a. Por sua vez,
TNF-a aumenta a expressdo de varios receptores na superficie das células endoteliais,
facilitando a adesdo do S.aureus e, consequentemente, a infeccdo por este patdgeno.
(106)

O papel patogénico de S.aureus foi alvo de outro estudo atual, e, novamente, a acdo das
citocinas envolvidas com a resposta inflamatdria foi implicada. Cepas de Lactococcus
lactis recombinantes, expressando proteinas de superficie de S.aureus, foram inoculadas
em ratos, de maneira continua e em pequenas quantidades. Tal forma de inoculacdo
procurou reproduzir a bacteriemia transitéria e de baixo grau que provavelmente
ocasiona a El por S.aureus em seres humanos. Foi demonstrado que a propriedade de
adesdo ao fibrinogénio e a fibronectina foi fator determinante da patogenicidade da cepa
infectante. Essa pesquisa evidenciou também que adesdo ao fibrinogénio e a
fibronectina favorece a producdo de IL-1 e IL-6, demonstrando a participacdo dessas

citocinas na resposta inflamatoria na endocardite por S.aureus. (13)
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Finalmente, em estudo recente, utilizou-se analise imuno-histoquimica para avaliar a
expressdo local de IL-1B e IL-8 em tecido cardiaco de porcos. Foram produzidos
experimentalmente modelos de endocardite trombotica ndo-bacteriana, El por S. aureus
e sepse por S.aureus sem endocardite; esses modelos foram comparados a controles. Foi
observado que porcos com EI apresentavam expressao local moderada a alta de IL-1f ¢
expressao alta de IL-8. A IL-1B é uma importante citocina da resposta de fase aguda,
apresentando atividades pro-coagulantes e promotoras da inflamagdo. A IL-8 é uma
citocina quimioatraente para neutrdfilos, participando também da ativacdo destas
células. Além disso, foi também constatada a expressao leve de IL-1p e IL-8 em porcos
com trombo endocardico estéril, indicando que danos mecénicos ao endocérdio séo
suficientes para induzir a expressédo local de citocinas. Estes resultados colocam as

citocinas IL-1p e IL-8 como importantes contribuintes para a patogénese da EI. (107)

Conclui-se, conforme evidenciado por diversos estudos, que as citocinas envolvidas
com a resposta inflamatdria apresentam papel fundamental na etiopatogenia da El,
contribuindo ndo apenas para a defesa imune, mas participando de processos como a
formacdo da vegetacdo e mesmo o surgimento de lesdes valvares. Estudos adicionais
sd0 necessarios, entretanto, para esclarecer os complexos mecanismos envolvendo as

citocinas e a patogénese da El.

2.3.2 Citocinas como ferramentas para diagndéstico e prognostico da El e
como marcadoras da atividade da doenca

O envolvimento das citocinas na patogénese da El e a intima relacdo desses mediadores
com a atividade inflamatdria levaram naturalmente a investigacdo do potencial das
citocinas como marcadores da atividade da doenca. O papel das citocinas envolvidas
com a resposta inflamatoria no diagnéstico e avaliacdo do prognostico da EI tem sido
alvo de pesquisas pela comunidade cientifica, embora ainda ndo haja grande nimero de

estudos explorando este tema.

A busca de ferramentas auxiliares para o diagnéstico de EI torna-se particularmente

atraente diante do desafio frequente do reconhecimento da doenca em tempo habil.
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Apesar do avanco dos métodos diagnosticos, o perfil clinico dos pacientes tem sofrido
alteracbes nas ultimas décadas. Além disso, a porcentagem de pacientes com El e
hemoculturas negativas tem crescido; uma das razfes apontadas para este fato seria o

uso crescente de antibidticos de largo espectro. (108)

Conforme mencionado previamente, a El permanece como doenca caracterizada por
altos indices de mortalidade. Assim, a procura por potenciais marcadores de
prognostico, que permitissem o0 monitoramento da evolucdo da doenca e da resposta ao

tratamento, também assume especial relevancia nesse contexto.

Um dos primeiros estudos investigando o perfil de citocinas na EI foi publicado no
inicio da década de 90. Esse estudo avaliou os niveis séricos de TNF-o, IL-6 e
receptores sollveis de TNF em 10 pacientes com EIl causada por estreptococos e
enterococos. As amostras de sangue foram colhidas até 36 h da admissao, dois a trés
dias ap0s e, entdo, semanalmente até a alta hospitalar ou Obito. A idade média dos
pacientes do estudo foi 60 anos, ja refletindo a tendéncia epidemiolédgica do aumento da
faixa etaria dos pacientes acometidos por EIl. Apenas um dos pacientes apresentava El
de valva protética e trés pacientes apresentavam ou desenvolveram complicacdes
precoces da doenca, como insuficiéncia cardiaca aguda. Niveis séricos de TNF-a, IL-6 e
receptores soltveis de TNF foram também dosados em dois grupos controle: o primeiro
constituido por 17 pacientes com malaria por Plasmodium falciparum e o segundo

formado por 12 voluntarios saudaveis. (109)

Os resultados daquele estudo foram bastante interessantes: os niveis de TNF-o foram
surpreendentemente baixos nos pacientes com EIl a admissao, exceto nos trés pacientes
que apresentavam complicacOes precoces. As concentracfes de TNF-a permaneceram
baixas ao longo do tempo, exceto em um paciente que desenvolveu abscesso esplénico.
Os valores de TNF-a ndo se correlacionaram com dados clinicos (como dura¢dao dos
sintomas antes do diagnostico) ou laboratoriais (como contagem global de leucécitos,
nivel de IL-6) avaliados, tampouco com o tamanho da vegetacdo. Os niveis séricos de
IL-6 mostraram-se levemente elevados nos pacientes com EI a admisséo em relagao aos
controles saudaveis, sem, contudo, haver uma tendéncia clara a normalizacdo durante o

periodo de observacdo. Os valores de receptores sollveis de TNF foram
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significativamente elevados nos pacientes com EI quando comparados aos valores dos

controles saudaveis. (109)

Quando os pacientes com malaria foram utilizados como grupo controle, foram
constatados altos niveis de TNF-a em relagdo aos pacientes com EI, enquanto os niveis
de receptores soltveis de TNF foram apenas levemente mais elevados. Além disso, a
razdo entre os niveis de receptores soluveis de TNF e niveis de TNF-a a admissao foi

significativamente maior em pacientes com EI. (109)

Diante desses resultados, 0s autores esclarecem que 0s receptores solUveis de TNF
podem funcionalmente inativar o0 TNF-o circulante. A malaria por P.falciparum é
doenca aguda, caracterizada pela producdo acentuada de TNF-a; o excesso dessa
citocina pode ndo ser contrabalanceado pelos receptores soltveis a tempo de abolir as
consequéncias toxicas de TNF-a. Ja os casos de EI incluidos no estudo apresentavam
em sua maioria lenta evolugdo, o que permitiria, conforme explicam os autores, a
regulacdo da acdo de TNF-a pelos receptores soluveis. Assim, segundo o estudo, a
razdo entre os niveis de receptores soliveis de TNF e niveis de TNF-a poderia ser um

indicador da gravidade da doenca e talvez de sua natureza aguda ou crénica. (109)

Estudos abordando a febre Q forneceram informac@es importantes para 0 conhecimento
das acdes das citocinas no contexto da EI. A febre Q € uma zoonose causada pelo
patdgeno intracelular obrigatério C.burnetti, podendo apresentar-se como doenca aguda
ou crbnica. A endocardite é a forma mais grave e usual de febre Q cronica, sendo seu
diagnostico dificil devido a rara presenca de vegetacdes e a negatividade das

hemoculturas. (96)

Conforme mencionado previamente, em estudo in vitro publicado na década de 90
descreveu-se pela primeira vez, aumento da producdo de TNF-a ¢ IL-1p por mondcitos
provenientes de pacientes com endocardite por C.burnetti. Foi também evidenciada por
este estudo correlacdo entre essas citocinas e a atividade da doenca. Mondcitos
provenientes de pacientes com diagnostico de EI ha menos de seis meses apresentavam
liberacdo de TNF-a e IL-1pB significativamente maiores do que aquela observada em

monacitos advindos de pacientes com endocardite estabelecida ha mais de um ano. (96)
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Em outro estudo, realizado alguns anos depois, foram dosadas as citocinas TNF e IL-6
em amostras de sangue de 23 pacientes com endocardite por C.burnetti, 13 pacientes
com febre Q aguda e 10 controles saudaveis. Foi evidenciada elevacao estatisticamente
significante de TNF e IL-6 tanto na febre Q aguda quanto na endocardite em relacdo aos

controles saudaveis. (110)

A citocina IL-10, caracterizada por propriedades reguladoras da atividade inflamatoria,
foi também pesquisada no contexto da endocardite por C.burnetti. O desenvolvimento
da febre Q cronica estd usualmente associado a situac@es clinicas envolvendo maior
producdo de citocinas supressoras da resposta imune, como na imunodeficiéncia pelo
virus HIV. (111)

Estudo realizado em 1996 demonstrou aumento da producdo de IL-10 por células
sanguineas mononucleares periféricas (PBMC) provenientes de 25 pacientes com
endocardite por C.burnetti, quando comparada a producdo de IL-10 por PBMC de
controles saudaveis. Além disso, este estudo mostrou que o0s niveis de IL-10
permaneceram elevados em pacientes propensos a relapsos da doenca, enguanto 0s
niveis de anticorpos especificos declinaram. Os autores concluiram que a IL-10 poderia
ser um parametro preditivo da evolucdo, mais sensivel que os anticorpos. (111)

Mais recentemente, em 2007, outro estudo confirmou aumento da producédo de IL-10 e
também de TNF na EI por C.burnetti, demonstrando que a elevacdo dessas citocinas
esta associada com risco de desenvolvimento de febre Q cronica em pacientes com
valvulopatia. Nesse estudo, porém, o TNF mostrou-se um melhor marcador da evolugédo
crbnica da doenca do que a IL-10. Os autores acreditam que a IL-10 seja um melhor
marcador da evolucdo da febre Q quando as lesbes valvares ja estdo estabelecidas,
enquanto o TNF reflete a evolugédo da doenca quando as lesdes estdo se desenvolvendo.
(112)

Uma maneira alternativa de pesquisar associagdo entre citocinas e El seria a
identificacdo desses mediadores em tecidos valvares infectados. Em estudo publicado
em 2002, utilizou-se este principio. Nesse estudo, a presenca de IL-8 e TNF-a foi
avaliada por meio de analise imuno-histoquimica de tecido proveniente de valvulas de

seis pacientes com EIl submetidos a cirurgia valvar na fase ativa da infeccdo. A idade
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média dos pacientes foi 63 anos e 0s germes causadores predominantes foram
estafilococos. Foi observado que as células positivas para IL-8 eram mais numerosas em
pacientes com menor tempo de terapia antibidtica antes da cirurgia; o tecido valvar
desses pacientes também apresentava sinais importantes de inflamacao aguda, presenca
de bactérias e poucos sinais de resolucdo da infeccdo. A quantidade de TNF-a foi
semelhante entre as células de pacientes com doenca aguda e subaguda, resultado que os
autores consideraram dificil de explicar. (113)

Aquele estudo, embora pequeno e incluindo pacientes mais graves, evidenciou presenca
de células positivas para IL-8 e TNF-a no interior da vegetagdo durante a fase ativa da
El. Além disso, a presenca de células positivas para IL-8 no tecido valvar
correlacionou-se com infeccBes mais ativas. Embora estudos maiores e controlados
sejam necessarios, esse resultado sugere que a presenca de células positivas para IL-8
no tecido valvar poderia ser um marcador da agressividade da doenca e auxiliar na
determinacdo da duracdo da terapia antimicrobiana pds-operatdria, ponto ainda nem

sempre consensual no tratamento da EI. (113)

A partir de 2000, outros estudos envolvendo a dosagem sérica de citocinas somaram-se
aos ja existentes reforcando o possivel papel destes mediadores como auxiliares para
diagnostico e definicdo do prognostico da EI. Em estudo publicado no inicio daquela
década, investigou-se 0s niveis séricos de IL-1a, IL-6 e TNF-a em 40 pacientes com
valvulopatia reumatica e EIl. As dosagens foram realizadas em trés ocasides durante o
tratamento antimicrobiano, com intervalos de sete dias. Foram também dosadas as
mesmas citocinas em dois grupos controle, sendo que o primeiro incluiu 15 pacientes
com valvulopatia reumatica sem EI e o segundo foi constituido por 15 pacientes com

infeccdo ativa do trato urinario (ITU). (99)

As dosagens de IL-1a e TNF-o ndo se mostraram elevadas nos casos ou nos controles.
Entretanto, houve elevacdo dos niveis séricos de IL-6 em todas as dosagens sequenciais
nos pacientes com El, com tendéncia de reducdo ao longo do tratamento. A elevacao de
IL-6 ndo foi observada nos controles ndo infectados, enquanto que nos pacientes com
ITU foi constatada elevacdo leve, porém sem significancia estatistica, da IL-6. Diante

desses resultados, os autores apontam os niveis séricos de IL-6 como possiveis
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ferramentas para o diagnostico e monitoramento do tratamento da EI, principalmente

nos casos em que as hemoculturas sdo negativas. (99)

O valor da dosagem sérica de IL-6 como contribuinte para o diagnostico de EIl foi
também explorado por estudo publicado em 2002. Esse estudo incluiu 47 pacientes com
El de valvas nativas adrtica, mitral ou trictspide, sendo a disfuncdo valvar pré-existente
o0 principal fator predisponente. Assim como no estudo previamente mencionado, 0S
patdgenos causadores mais prevalentes foram estafilococos. Esses pacientes foram
submetidos a coletas de amostras de sangue para dosagem de IL-6, receptores soluveis
de IL-2 (IL-2R), valor global de leucdcitos e proteina-C-reativa. As coletas foram

realizadas & admisséo e apds um, trés e quatro semanas de tratamento. (114)

Os pacientes foram estratificados em dois grupos conforme o resultado das
hemoculturas: positiva ou negativa. Foram isolados microorganismos em 20 pacientes
(43%), porem sem diferenca entre a idade média ou acometimento valvar entre os dois
grupos. Foram constatadas concentracfes séricas elevadas de IL-6 e IL-2R nos
pacientes com El a admissdo e nas dosagens sequenciais, independentemente da
positividade ou ndo das hemoculturas. Em contraste, os valores de leucdcitos totais e
proteina-C-reativa estavam maiores nos pacientes com hemoculturas positivas em
relacdo aos pacientes com hemoculturas negativas. Merece também destaque o fato de
que as concentracdes de IL-6 e IL-2R reduziram-se continuamente ao longo do
tratamento, achado ndo observado nas dosagens de leucdcitos totais e proteina-C-
reativa. (114)

Considerando-se estes resultados, os autores sugerem que a elevacdo de IL-6 e IL-2R no
curso da terapia para EIl poderia sinalizar a necessidade de modificacdo da estratégia
antimicrobiana. Ressaltam também a importancia da dosagem sérica de IL-6 como

elemento diagndéstico e com valor preditivo da evolucdo na EIl. (114)

Em outro estudo relevante, publicado em 2007, foram determinadas as dosagens séricas
de IL-1B, IL-6, TNF-a, procalcitonina, proteina ligante de lipopolissacarideos e
proteina-C-reativa em 63 pacientes com EI definitiva segundo os critérios de Duke. As
amostras de sangue foram colhidas em até dois dias apds o estabelecimento do

diagnostico. A maior parte dos casos de El foi causada por estafilococos, confirmando a
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maior prevaléncia destes patdgenos como agentes etiologicos da doenca. Foram tambem
colhidas amostras de sangue de 71 controles sem infeccéo, sendo que em 44 delas foi
realizada dosagem de IL-1p, IL-6, TNF-a. (115)

Apdbs as analises, observou-se que, entre as citocinas dosadas, a IL-6 apresentou 0s
maiores valores em relacdo aos controles, alem da maior significancia estatistica
(p<0,0001). Nao foi constatada relacdo entre os niveis de IL-6 e proteina-C-reativa,
microorganismo causador, achados ecocardiograficos ou desfechos. Os niveis de
proteina-C-reativa mostraram-se também elevados em relacdo aos controles (p<0,0001).
Os autores concluiram que a dosagem sérica de IL-6 apresentou, dentre 0s outros
possiveis marcadores testados, caracteristicas mais favoraveis para utilizagdo como teste
diagnostico na EI. (115)

Em estudo recente, publicado em 2013, também foi destacado o potencial das citocinas
inflamatorias, entre elas novamente a IL-6, como potenciais marcadores diagnosticos e
prognosticos na El. Esse estudo incluiu 26 pacientes com El tardia de valvula protética,
que necessitaram de cirurgia valvar. Mais uma vez, 0s microorganismos causadores
mais frequentes foram os estafilococos. As citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-
a, IFN-y e GMCSF foram dosadas em amostras de sangue colhidas dos pacientes com

El em até 24 horas ap06s a admissdo. (108)

A principal causa de indicacdo de tratamento cirdrgico nesse estudo foi insuficiéncia
cardiaca. Oito pacientes faleceram em até 30 dias ap6s a cirurgia; esta taxa de
mortalidade (30,8%) é semelhante aquela relatada na literatura. Apds as analises,
constatou-se que os niveis séricos de IL-6, IL-8 e IFN-y foram maiores em n&o
sobreviventes do que em sobreviventes (p<0,05). E importante mencionar que os niveis
dessas citocinas correlacionaram-se entre si, indicando que sdo produzidas de modo
rapido e simultaneo em resposta a infeccdo. Assim, niveis elevados de IL-6, IL-8 e IFN-
v poderiam refletir controle inadequado da infec¢do ja nos momentos iniciais da doenca,
em ndo sobreviventes, ajudando a identificar os pacientes de maior risco para 0s quais

seria necessario individualizar o tratamento. (108)

Em estudo anterior desenvolvido por nosso grupo e também publicado em 2013, foi

realizada dosagem sérica de citocinas inflamatorias em 45 pacientes com diagndstico de
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El. As amostras de sangue foram colhidas em até 72 horas ap0s a admissdo; as
seguintes citocinas foram analisadas: IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF-a. Essas
mesmas citocinas foram também dosadas em amostras de sangue provenientes de 10
controles saudaveis. A idade média dos pacientes com EI foi 42+16 anos e 0s principais

microorganismos causadores foram os estafilococos, seguidos por estreptococos.

As anélises das amostras evidenciaram que 0s pacientes com EI apresentavam elevagao
das concentracdes séricas das citocinas avaliadas em relacdo aos controles saudaveis.
Esse aumento foi significativo para todas as citocinas avaliadas, porem sem diferenca

das dosagens entre os pacientes com hemoculturas positivas ou negativas. (116)

Considerando-se o microorganismo causador, foi observado que os pacientes com El
por estafilococos apresentaram concentraces mais elevadas de IL-12 e IL-1p em
relacdo aos controles saudaveis (p=0,023 e p=0,019, respectivamente). Foi também
encontrada correlacdo positiva entre as dosagens séricas de IL-10 e o tamanho da
vegetacdo (r=0,44; p=0,016). Entretanto, diferentemente do estudo previamente citado,
publicado no mesmo ano, ndo foi encontrada associacdo entre as concentracdes de
citocinas e a ocorréncia de Obito intra-hospitalar ou necessidade de cirurgia valvar.
(116)

Metodologia diferente foi adotada em outro estudo, publicado em 2006, para avaliar o
valor de marcadores inflamatérios no diagnéstico da EI. Nesse estudo foram
investigados 270 casos consecutivos de El, classificando-os, conforme os critérios de
Duke, em casos de EI definitiva, possivel ou rejeitada. Foram dosados para todos 0s
pacientes 0s niveis séricos de proteina-C-reativa, velocidade de hemossedimentacao
eritrocitaria (VHS), fator reumatdide e TNF. Apds a classificacdo, 56 casos foram
considerados como portadores de EIl definitiva, sendo que em 214, essa hipotese

diagnostica foi rejeitada. (117)

A maior parte dos casos de EIl foi causada por estreptococos, diferentemente da maior
parte dos estudos atuais. Entre todos os marcadores testados, apenas o fator reumatdide
apresentou concentracfes séricas elevadas nos pacientes com EIl definitiva em relagéo
aos pacientes com EI rejeitada. O fator reumatdide ja esta incluido como critério menor

nos critérios de Duke. Os autores mencionam, entretanto, que outros marcadores
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inflamatdrios ndo analisados no estudo poderiam ser também relevantes para o

diagndstico na suspeita de EI. (117)

A elevacdo de citocinas inflamatorias na El pode estar relacionada a uma das
complicacBes mais temidas da doenca, 0 aneurisma micotico, embora essa hipotese
tenha sido relatada apenas na forma de caso clinico. Médicos de hospital pediatrico em
Tokyo, no Japéo, publicaram, em 2005, um caso de El complicada pela presenca de
aneurisma micotico em uma crianca de 12 anos com sindrome de Down e insuficiéncia
mitral. (118) Foram constatadas dosagens séricas elevadas de IL-6, TNF-a, receptor
solivel de TNF tipo 1 e selectina E solivel em amostras de sangue coletadas da
paciente com EI. Niveis aumentados de IL-6, TNF-a ¢ receptor soluvel de TNF tipo 1

foram também observados no liquor desta paciente.

Considerando-se as agdes pré-inflamatorias das citocinas avaliadas e estudos prévios
demonstrando o papel das citocinas na patogénese de lesbes endoteliais em outras
doencas, como na doenca de Kawasaki, os autores concluiram que as citocinas,
associadas a alteracGes na formacao das artérias presentes na trissomia do cromossomo

21, provavelmente contribuiram para a producdo do aneurisma micético. (118)

Diante de todos os estudos citados, percebe-se a potencialidade das citocinas envolvidas
com a resposta inflamat6ria para a avaliacdo da atividade da resposta imune nos
pacientes com EI. Os resultados desses estudos séo promissores, embora haja diferencas
entre eles em termos de populacéo avaliada, metodologia empregada, existéncia ou ndo
de grupos controle para comparacdo, entre outras. Assim torna-se evidente a
necessidade de mais estudos para a confirmacdo do potencial clinico das citocinas como

marcadores diagnosticos e prognosticos da El.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar o perfil de citocinas envolvidas com a resposta inflamatoria (IL-1p, IL-
6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF-o) em pacientes com EI.

3.2 Objetivos especificos

- Determinar as concentragfes séricas das citocinas envolvidas com a resposta
inflamatoria (IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF-a) em pacientes com EI, pacientes

com outras infeccGes ativas e em individuos saudaveis;

- Comparar a dosagem sérica de citocinas envolvidas com a resposta
inflamatoria (IL-1B, 1L-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF-o) entre pacientes com El,

pacientes com outras infec¢des ativas e individuos saudaveis;
- Identificar na populagéo geral estudada (pacientes com EI ou outras infecgdes e
os individuos saudaveis) os altos e baixos produtores das citocinas envolvidas com a

resposta inflamatoria avaliadas;

- ldentificar, no grupo de pacientes com EI, os altos e baixos produtores das

diversas citocinas e relacionar os resultados com a etiologia da EI.

77



4 METODO

Este estudo corresponde ao subprojeto de uma linha de pesquisa ja em desenvolvimento
ha 10 anos no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais, que visa

tracar o perfil clinico e laboratorial dos pacientes com El admitidos nesta instituicao.

4.1 DefinicOes

4.1.1 Definicdo de endocardite infecciosa

Considerou-se El a infeccdo microbiana da superficie endotelial do coracdo, podendo
acometer valvas cardiacas, defeitos septais, corddes tendineos e endocardio mural.
Outros sitios possiveis de infeccdo sao dispositivos e materiais cirurgicos intracardiacos.
Foram também consideradas como El as infec¢bes de shunts arteriovenosos, shunts
arterioarteriais ou coartacdo de aorta pois, apesar de corresponderem a endarterites,

essas infeccdes sdo clinica e patologicamente semelhantes a EI. (3)

4.1.2 Definicdo de EI definitiva, possivel e rejeitada

Segundo os critérios de Duke, considera-se definitivo o diagnostico de EI quando estdo
presentes dois critérios clinicos maiores, ou um critério maior e trés menores, ou cinco
critérios menores. Também considera-se a presenca de El definitiva quando atende-se
algum dos critérios patoldgicos. O diagnostico de El é classificado como possivel se sdo
observados apenas um critério maior e um critério menor ou se sdo encontrados apenas
trés critérios menores. Finalmente, a hipotese de EIl é rejeitada quando existe um
diagndstico alternativo firmemente estabelecido, ou quando a sindrome febril resolve-se

com quatro dias ou menos apas inicio da antibioticoterapia. (1)

78



4.1.3 Definicéo de intercorréncias de EI durante a internacéo

Baseando-se na diretriz mais recente sobre El, (2) definimos para fins deste estudo as
seguintes complicacBes como intercorréncias da El durante a internacdo hospitalar:
desenvolvimento ou agravamento da insuficiéncia cardiaca (IC) durante o tratamento,
infeccdo ndo controlada e eventos embolicos. A IC pode ser causada por insuficiéncia
aortica ou mitral grave, fistula intracardiaca ou, mais raramente, obstrucdo valvar,
quando uma grande vegetacdo obstrui parcialmente o orificio valvar. A extensdo
perivalvar da infeccdo é a causa mais frequente de infec¢do ndo controlada e inclui a
formacdo de abscessos, pseudoaneurismas e fistulas. Outra causa de infeccdo ndo
controlada é a infec¢do por microorganismos de dificil tratamento, como fungos e
bactérias multirresistentes. Casos de infeccdo ndo controlada sdo usualmente
caracterizados por persisténcia de febre por mais de sete a 10 dias apesar do tratamento
antimicrobiano especifico. Eventos embolicos sdao complicacbes frequentes relacionadas
a embolizacdo de fragmentos ou mesmo de toda a vegetacdo cardiaca. O cérebro e 0
baco sdo os sitios mais frequentes de embolismo na EI de camaras esquerdas, enquanto
émbolos pulmonares sdo mais comuns em El de camaras direitas. Consideraremos
como intercorréncias 0s eventos embolicos com repercussdes clinicas, pois sabe-se que

estes eventos podem ser silenciosos em até 20% dos pacientes com El. (2)

4.2 Delineamento do estudo

Trata-se de estudo do tipo coorte, envolvendo trés grupos distintos de
individuos. O primeiro grupo foi constituido por pacientes com diagndstico de El
definitiva internados no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
no periodo de setembro de 2005 a maio de 2013 e por pacientes com diagnoéstico de El
definitiva internados no Hospital Sdo Francisco e na Santa Casa de Belo Horizonte no
periodo de marco de 2012 a maio de 2013. O segundo grupo foi composto por
individuos saudaveis (controles saudaveis) e o terceiro grupo por pacientes com outras

infeccOes ativas, abrangendo pacientes acometidos por sindromes febris de origem
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infecciosa, cuja causa seja diferente de EI, e pacientes com suspeita clinica nao

confirmada de EI (controles doentes).

4.3 Critérios de inclusao

Grupo de pacientes com El

e Idade igual ou superior a 15 anos;

e Diagndstico de EI definitiva, segundo os critérios de Duke;

e EIl antes do inicio de tratamento antibi6tico ou dentro da primeira semana de
antibioticoterapia especifica para EI com evidéncias de infeccao ativa;

e Consentimento para participar do estudo, com assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A).

Grupo de controles saudaveis

e Idade igual ou superior a 15 anos;

e Auséncia de infeccdo ou inflamacéo ativas no momento da coleta da amostra de
sangue e nos ultimos sete dias;

e Auséncia de doencas inflamatorias, infecciosas ou imunossupressoras (obs:
foram incluidos os pacientes hipertensos com bom controle pressorico);

e Nao ter sido submetido a cirurgia e ndo ter recebido vacinas nos ultimos sete
dias (conforme questionario em anexo [Apéndice D]);

e Terassinado o TCLE (Apéndice B).

Grupo de controles doentes

e |dade igual ou superior a 15 anos;

e Acometimento por outras infecgbes ativas (sindromes febris de origem
infecciosa, cuja causa seja diferente de EI ou paciente com suspeita de EI néo
confirmada);

e Terassinado o TCLE (Apéndice C).
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4.4 Critérios de exclusao

Grupo de pacientes com El

e Realizacdo de cirurgia valvar em até sete dias antes da primeira coleta de
amostra de sangue para dosagem de citocinas;

 Obito antes da coleta da primeira amostra de sangue.

4.5 Recrutamento

O recrutamento dos pacientes com diagnostico de EI definitiva foi realizado por busca
ativa periddica nos hospitais participantes (Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais, Hospital Sdo Francisco de Assis e Santa Casa de Belo
Horizonte). Foram também divulgados por meio de cartazes afixados em pontos
estratégicos desses hospitais os telefones de contato dos pesquisadores responsaveis
para que a existéncia de casos de El, suspeita ou definitiva, fosse comunicada.

Os pacientes com diagndstico de EI definitiva que preenchiam os critérios de inclusédo
eram convidados a participar do estudo. Os pesquisadores esclareciam o paciente e 0s
acompanhantes sobre o estudo, e, caso houvesse concordancia com a participacdo, o
paciente ou seu responsavel preenchiam o TCLE (Apéndice A). A seguir, 0s
pesquisadores colhiam informacbes para completar o protocolo de dados, como

identificacdo e histdria clinica (Apéndice E).

Os pesquisadores prosseguiam 0 acompanhamento do paciente pelo menos duas vezes
por semana até a alta hospitalar ou 6bito. As informacdes sobre evolucgdo e tratamento
eram registradas no protocolo de dados, ja mencionado (Apéndice E). Além da evolucéo
clinica e da presenca de complicagOes, eram também anotados os exames laboratoriais
ao diagnostico e durante a evolucdo semanal, o resultado de hemoculturas e do(s)

ecocardiograma(s) realizados.
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O seguimento tardio foi realizado com seis meses a um ano apés a alta hospitalar,
pessoalmente ou por telefone, com o objetivo de avaliar a mortalidade e a presenca de
intercorréncias (por exemplo, necessidade de cirurgia ou ocorréncia de acidente

vascular encefalico) nessas datas.

Os pacientes com EI definitiva incluidos no estudo foram submetidos a propedéutica de
rotina dos hospitais onde estavam internados. Essa propedéutica incluia exame clinico
completo; coleta de amostras de sangue para a realizacdo de hemoculturas, hemograma,
avaliacdo da funcdo renal, ionograma; e realizacdo de ETT ou ETE, segundo critério
clinico. Estes exames foram repetidos de acordo com a rotina de cada servi¢o. Exames
como radiografias e tomografias computadorizadas, bem como outros exames
complementares, foram realizados conforme indicacao clinica e julgamento da equipe

médica assistente.

Além dos exames laboratoriais da propedéutica de rotina, foram também colhidas
amostras de sangue para dosagem de citocinas envolvidas com a resposta inflamatdria.
A primeira coleta nos pacientes com El definitiva foi realizada antes do inicio da
administragdo dos antimicrobianos ou dentro de sete dias do uso de terapia
antimicrobiana especifica na vigéncia de evidéncias clinicas e/ou laboratoriais de
infeccdo ativa (por exemplo, febre, leucocitose). A segunda coleta foi realizada de duas
a trés semanas apds o inicio do tratamento e a Gltima coleta foi feita no dia ou alguns
dias antes da alta hospitalar. A duracdo do tratamento antimicrobiano da EIl é em geral
de quatro a seis semanas. Assim, a sequéncia das coletas pretendia obter a dosagem
sérica das citocinas ao inicio, meio e fim do tratamento. Coletas adicionais foram

realizadas na vigéncia de intercorréncias durante a internacdo (definidas previamente).

O recrutamento dos voluntarios saudaveis foi realizado por meio de busca ativa entre 0s
funcionarios do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Minas Gerais. Os funcionarios que preenchiam os critérios de inclusao eram
convidados a participar do estudo. Apos receberem informagdes sobre a pesquisa e caso
consentissem em assinar 0 TCLE (Apéndice B), eram submetidos a coleta de uma

amostra de sangue para dosagem das citocinas.
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O recrutamento dos controles doentes ocorreu por dois caminhos. O primeiro caminho
envolvia a equipe médica assistente dos servicos hospitalares participantes do estudo.
Essa equipe comunicava aos pesquisadores a existéncia de casos suspeitos ou
definitivos de EI. Os pacientes com suspeita de EIl que preenchessem os critérios de
inclusdo eram convidados a participar do estudo e, apos o0s esclarecimentos necessarios,
assinavam o TCLE (Apéndice C) caso concordassem com a participacdo. Esses
pacientes eram submetidos a coleta de amostra de sangue para dosagem de citocinas.
Havendo confirmacdo da EI definitiva, as coletas prosseguiam conforme a sequéncia
previamente mencionada. Caso a suspeita fosse descartada, estes pacientes eram

incluidos como controles doentes e novas amostras ndo eram coletadas.

O segundo caminho compreendeu a busca ativa dos pesquisadores nos servicos
hospitalares participantes por pacientes com sindromes febris ndo causadas por El e que
preenchessem os critérios de inclusdo. Estes pacientes eram esclarecidos quanto ao
estudo e convidados a participar. Caso aceitassem, assinavam o TCLE (Apéndice C) e

eram submetidos a coleta de uma amostra de sangue para dosagem de citocinas.

E importante mencionar que, tanto para o grupo de controles doentes quanto para o
grupo de controles saudaveis, foram selecionados individuos com idade semelhante e
mesmo sexo dos pacientes com EI definitiva, para assegurar que ndo houvesse diferenca

estatistica entre 0s grupos em relacdo a essas variaveis.

4.6 Dosagem das citocinas

As amostras de sangue periférico foram coletadas dos pacientes com EIl definitiva no
inicio, meio e fim do tratamento, conforme mencionado previamente. Coletas adicionais
foram realizadas na vigéncia de intercorréncias durante a internacdo. As amostras dos
controles doentes e saudaveis foram colhidas no momento da incluséo destes individuos
no estudo. Procurou-se realizar a inclusdo de controles de maneira que houvesse o
menor intervalo de tempo possivel entre a coleta das amostras de controles saudaveis e
doentes e a coleta dos casos de El correspondentes (mesmo sexo e idade aproximada).

Este intervalo ndo foi superior a 12 meses. Considerando os controles doentes e 0s casos
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de EI definitiva, sempre que possivel a coleta era realizada concomitantemente com a

coleta de sangue rotineiramente realizada nesse grupo de pacientes durante a internagéo.

A coleta das amostras de sangue foi realizada por profissionais treinados, atendendo as
normas de anti-sepsia e controle de infeccdo. Foram utilizados materiais estéreis e
descartaveis. Os recipientes a vacuo utilizados para as coletas foram tubos plasticos
empregados rotineiramente pela equipe do Laboratério do Hospital das Clinicas da
UFMG (VACUETTE® Serum Clot Activator Tubes; Greiner Bio-One,Germany).

Apos a coleta, as amostras eram encaminhadas em até 60 minutos ao Laboratdrio do
Hospital das Clinicas da UFMG, onde realizava-se a centrifugacdo. As amostras eram
centrifugadas a uma velocidade padronizada de 3500 rotacGes por minuto por 15
minutos para a separacdo do soro. O soro era a seguir transferido a eppendorfs plasticos
estéreis previamente identificados e armazenado em freezer com temperatura de -20°C.
As amostras eram entdo transferidas ao Laboratério de Biomarcadores do Centro de

Pesquisas René Rachou (Fiocruz Minas) para a dosagem das citocinas.

Os niveis plasmaticos das citocinas envolvidas com a resposta inflamatéria (IL-14, IL-
6, TNF, IL-8, IL-12 e IL-10) dos soros dos individuos selecionados para essa pesquisa
foram quantificados utilizando-se o kit comercial Cytometric Bead Array (CBA)
(Becton Dickinson, Pharmingen, San Diego, EUA), segundo os principios gerais da

técnica (119) e de acordo com as instrucdes do fabricante

A citometria de fluxo por CBA emprega uma mistura de esferas de poliestireno, de
intensidades de fluorescéncia discretas e distintas e recobertas com anticorpos
especificos para as citocinas e quimiocinas humanas, que sdo detectadas no canal FL3
ou FL4. Essa técnica permite a avaliacdo simultdnea de varios biomarcadores no

mesmo ensaio, empregando-se pequenos volumes de amostra (25 pl).

Aliguotas de soros e aliquotas dos padrGes de biomarcadores humanos foram
submetidas a diluicdo seriada com tampéo diluente G (reagente especifico do kit
CBA). Apls a preparacdo das amostras e padrdes, essas aliquotas (25 ul) foram
transferidas para tubos de poliestireno de 5 mL (Falcon N° 2052). A cada tubo foi

adicionado 15uL da mistura de esferas de captura, conjugadas com anticorpos
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monoclonais antibiomarcadores especificos anti-IL-1p, IL-6, TNF, IL-8, IL-12 e IL-10
(Human Inflammation CBA Kit), que foram reincubados por 90 minutos, a temperatura
ambiente, ao abrigo da luz. Apds a incubacdo, as esferas de captura foram lavadas com
500uL da solugdo F (“Wash buffer”, reagente presente no kit CBA), centrifugadas a
600 x g por 7 minutos a 18°C e, o sobrenadante cuidadosamente descartado. As esferas
foram, entdo, re-incubadas na presenca 20uL do reagente B, que corresponde a um
coquetel de anticorpos monoclonais antibiomarcadores humanos conjugados com
ficoeritrina (PE) por 90 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Apos a
incubacéo, as esferas de captura foram novamente lavadas com 500uL da solucdo F
tampéo de lavagem, centrifugadas a 600 x g por 7 minutos a 18° C e o sobrenadante
cuidadosamente aspirado e descartado. Apds centrifugacdo, as esferas foram
ressuspendidas em 250uL de reagente F e os dados imediatamente adquiridos e
analisados no citdmetro de fluxo (FACSalibur®, BD®, EUA). Os resultados foram

expressos em pg/mL.

Apbs a realizacdo das dosagens, estabeleceu-se a mediana global dos valores de cada
citocina para toda a populacdo estudada, incluindo os controles saudaveis. A seguir, a
porcentagem de individuos que apresentavam altos niveis de citocinas foi calculado
considerando-se cada citocina. Assim, foi possivel identificar os baixos e altos
produtores das citocinas avaliadas. Graficos de “radar” foram construidos para
representar o perfil das citocinas para os grupos estudados. Nesses graficos, cada eixo
representa a porcentagem de individuos apresentando concentracGes elevadas de
determinada citocina. Todos os testes foram realizados por meio do programa

estatistico GraphPad Prism version 5.0 (San Diego, CA).

4.7 Local do desenvolvimento do estudo

O estudo foi realizado no Hospital das Clinicas da UFMG, na Santa Casa de Belo
Horizonte e no Hospital Sdo Francisco de Assis. Estes hospitais possuem enfermaria de
Clinica Médica e de Cardiologia, representando centros terciarios para 0s quais

frequentemente sdo referenciados os casos de El. E importante ressaltar que 93% dos
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pacientes com IE incluidos no estudo foram admitidos no Hospital das Clinicas da
UFMG, enquanto trés pacientes (3.5%) foram admitidos na Santa Casa de Belo

Horizonte e trés pacientes (3.5%) no Hospital S&o Francisco de Assis.

Parte do estudo desenvolveu-se também na Faculdade de Medicina da UFMG, local de
armazenamento temporério das amostras e de recrutamento de uma parcela dos
controles saudaveis. Os seguintes servi¢cos também foram pontos de apoio para a
realizacdo do estudo: Laboratorio Central do Hospital das Clinicas da UFMG e Centro

de Pesquisas René Rachou (Fiocruz Minas).

4.8. Calculo do tamanho amostral

Conforme visto na revisdo previa, ainda ndo ha na literatura grande nimero de estudos
explorando as citocinas como ferramentas para diagnéstico e prognoéstico da EI e como
marcadoras da atividade da doenca. Ainda menos numerosos sdo os estudos que
incluiram controles com infeccbes que ndo a El. Quando existentes, utilizam grupo
controle doente com apenas um tipo de infeccdo. Assim, dentre esses estudos,
investigacdo relativamente recente na qual se comparou a dosagem de algumas
citocinas envolvidas com a resposta inflamatoria (IL-6, TNF-a, IL-1a) em pacientes
com EI e em pacientes com infeccdo do trato urinario (ITU) foi escolhida para a base
do célculo do tamanho amostral (99). A escolha dessa publicacdo fundamentou-se na
utilizacdo de um grupo controle doente, na existéncia de resultado estatisticamente
significante (considerando a IL-6) e no desenho semelhante ao estudo proposto na

presente pesquisa.

A utilizacdo da ferramenta estatistica software G*Power 3.1.6 permitiu o calculo de
uma amostra minima de 40 pacientes com EI e 20 controles doentes, necessaria para se
obter o poder de 95% e erro alfa bicaudal de 0,05 na deteccdo de diferencga
estatisticamente significante na dosagem da IL-6 entre os dois grupos. Foi utilizado o
teste de Wilcoxon para amostras independentes (dados ndo paramétricos).
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Considerando-se que o grupo de controles doentes do estudo utilizado para a base do
calculo amostral era constituido apenas por um tipo de infecgdo (ITU) e que os
pacientes do grupo de controles doentes da presente pesquisa apresentavam outros
tipos de infeccdo, os pesquisadores optaram por aumentar a amostra estudada,

considerando tanto os casos de El como o niumero de controles.

4.9 Analise estatistica

As informagfes coletadas por meio dos protocolos (clinicas e laboratoriais) e os
resultados das dosagens das citocinas envolvidas com a resposta inflamatoria foram
digitadas em banco de dados desenvolvido no software estatistico SPSS (versédo 13.0;
SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Este mesmo software foi utilizado para as analises

estatisticas.

Os resultados da andlise descritiva para as varidveis quantitativas foram obtidos
utilizando medidas de tendéncia central (média para dados paramétricos e mediana
para dados ndo paramétricos) e de dispersdo (desvio padrdo para dados paramétricos e
intervalo interquartilico para dados ndo paramétricos). Os resultados da analise
descritiva para as variaveis qualitativas foram obtidos por meio do uso de frequéncias e

porcentagens.

A comparacdo dos trés grupos analisados (casos de El, controles doentes e controles
saudaveis) considerando as variaveis qualitativas descritivas com distribuicdo gaussiana
foi realizada pelo teste qui-quadrado (x2). A comparacdo entre 0s trés grupos
mencionados considerando as varidveis quantitativas descritivas com distribuicdo nao

gaussiana foi realizada por meio do teste de Kruskal-Wallis.

A comparagdo entre os resultados das dosagens de citocinas entre os trés grupos
estudados (casos de El, controles doentes e controles saudaveis) também foi feita pelo
teste de Kruskal-Wallis, por tratarem-se de dados ndo-paramétricos. Esta analise foi

seguida do pos-teste de Dunns.
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4.10 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Parecer n°
ETIC 412/06), pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Santa Casa de Belo
Horizonte (Registro CEP: 013/2012) e pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Hospital S&o Francisco de Assis (Registro CEP: 01/2012).

4.11 Pesquisa e normalizacdo bibliogréfica

A pesquisa bibliogréafica foi realizada por meio de ferramentas de busca utilizando-se
palavras chave. A base de dados consultada foi o portal de literatura biomédica
Medline, disponivel na internet e organizado pela National Library of Medicine (EUA).
Os artigos incluidos como referéncias bibliograficas foram escolhidos ap6s pesquisa de
publicacGes indexadas nas areas de interesse, dos anos 1984 a janeiro de 2014. Foram

também utilizados para a bibliografia livros de referéncia sobre os temas estudados.

As referéncias foram organizadas e formatadas de acordo com as orientacdes do

International Committe of Medical Journal. (120)
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Introduction

Infective endocarditis (IE) remains a severe disease associated with a high mortality rate
despite recent advances in its diagnosis and treatment [1,2]. Rapid diagnosis is essential
to institute effective treatment, mainly in staphylococcal IE, which is characterized by a

more severe course and worse outcome [3].

IE is currently diagnosed according to the Duke criteria, a worldwide used system based
on clinical features, echocardiography and blood culture findings [1,2]. However, the
presentation of IE has changed throughout the world, with a reduction in the classic

clinical findings traditionally associated with this condition, which can make its
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diagnosis difficult [1,2,4]. Echocardiography plays a fundamental role in the diagnosis
of IE, but it should be interpreted taking into account the clinical features [1,5].
Although blood cultures are valuable tools, the identification of microorganisms at the
time of hospital admission has decreased in the past few decades [3,6]. Furthermore,
blood cultures pose an inherent delay, which may contribute to the delay in the
diagnosis of IE. Therefore, additional diagnostic criteria for IE would be of great
importance. Considering the infective-inflammatory nature of IE, serum inflammatory

markers may contribute to the diagnosis and management of this condition [3,7,8].

Cytokines are small peptides produced when sensitized lymphocytes come directly into
contact with an antigen. Their activities are closely connected with the induction and
effector phases of all immune and inflammatory responses [9]. Several studies have
shown elevation of proinflammatory cytokines in the serum of IE patients compared to
health subjects [8,10-13]. However, few studies have compared the serum
concentrations of inflammatory cytokines in patients with IE and controls with non-IE
infections [10,14,15].

Therefore, the aim of the present study was to determine serum cytokine concentrations
in patients with IE and to compare the levels of these inflammatory markers with those
observed in both healthy subjects and a group of patients with non-IE infections, in

order to explore the profile of cytokines in different infectious processes.

Materials and methods

Eighty-one patients with definite IE according to Duke’s Criteria who were admitted to
University Hospital, Federal University of Minas Gerais, between January 2005 and
May 2013 were enrolled in the study. This institution is a tertiary health care center in
the city of Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil. The study was approved by the
institutional review committe and written informed consent was obtained from all

participants before the sample collection.

Upon admission the patients underwent careful clinical examination and a routine
laboratory investigation was recorded. This investigation comprised: blood cultures,

complete blood count, serum C-reactive protein levels, serum chemistry and urine
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analysis. Transthoracic (TTE) and/or transesophageal echocardiography (TEE) were
performed, as clinically indicated, to investigate: vegetation, abscess, new dehiscence,
and new moderate or severe valvular regurgitation [16], in addition to preexisting
cardiac lesions. Serum samples of all patients were obtained within the first week of

admission to assess the concentrations of several inflammatory cytokines.

In order to compare serum concentrations of the cytokines, two control groups were
selected. The first group consisted of 34 healthy volunteers, and the second group
comprised 30 patients with non-IE infections. These individuals were matched to the IE
patients by age and gender. Serum samples of these patients were obtained by the time
of their enrollment into the study.

Serum samples from the patients with IE and from the controls were analyzed for the
following markers: interleukin (IL)-14, 1L-6, IL-8, IL-10, IL-12 and tumor necrosis
factor-a (TNF-a). Cytokine concentrations were measured by cytometric bead array
(CBA).

Cytometric Bead Array Assay

The analysis by flow cytometry is a methodology which allows the simultaneous
measurement of multiple biomarkers in a single sample [17-19]. The CBA
immunoassay kit (Becton Dickinson Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA)
was used for the quantitative determination of the cytokines levels, following the
instructions of the manufacturer as previously described [18].

The CBA kit uses 7.5 um polystyrene microbeads, consisting of six distinct populations,
unique on their type-3 fluorescence intensity (FL-3) each coupled to monoclonal
antibody (MoAb) against one of the six biomarkers IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 and
TNF-a (inflammation kit) to capture a given cytokine. A second fluorescently labeled
phycoerythrin (PE)-anti-cytokine antibody was added, and the concentrations of the
individual cytokines were indicated by their fluorescent intensity. Data were acquired
using a FACScalibur flow cytometer (Becton Dickinson, USA). BD CBA software
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(Becton Dickinson, USA) was used for sample analysis. The results were based on

standard concentration curves and expressed as pg/ml.

Statistical analysis

Categorical data were presented as numbers and percentages, continuous data were
expressed as mean + standard deviation (SD) or median and interquartile range, as

appropriate.

Serum cytokines concentrations were compared using Kruskal-Wallis test. Post hoc
analysis was performed with Dunn’s multiple comparison test. Statistical significance
was assumed at p <0.05. The analyses were performed using SPSS statistical software
(version 18.0; SPSS, Chicago, IL).

The cytokine profile was assessed to identify low and high cytokine producers. Briefly,
after the establishment of the global median IE/ controls values, the percentage of
individuals showing high cytokine levels was calculated for each cytokine. Radars
charts were further used to summarize the cytokine signatures. Each axis represents the
frequency (%) of individuals showing high cytokine concentrations. All tests were

provided by GraphPad Prism version 5.0 (San Diego, CA).

Results

Clinical features

Mean age of IE patients was 47 + 17 years (range, 15 - 80 years), and 40 (49%)
individuals were male. Characteristics of the study population are shown in Table 1.
The most common underlying heart disease was the presence of valvular prosthesis
(33.3%), followed by intracardiac devices such as pacemaker and implantable
cardioverter-defibrillator (21.3%). Rheumatic valvular disease was present in 39.7% of

the patients with IE. The mitral valve was the most frequently involved, affecting 34.6%
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of cases. The portal of entry and source of the bacteremia was identified in 31 patients

(38.8%), and dental procedures were the main source of bacteremia (18%).

IE clinical manifestations at presentation included fever (82.3%), anorexia (69.6%),
weight loss (65.4%), night sweats (45%), and myalgia (15.8%). Neurological
complications were present in 11 patients (13.9%); seven of them were ischemic events.
Embolic events also occurred in other sites, being the lung and kidneys the most

frequent ones (three cases each), followed by the spleen (two cases).

A systolic murmur was observed in 67 patients (83.3%) during physical examination.
The so called classic signs of IE were rarely found and included: Janeway lesions (three

cases) and petechiae (five cases). Splenomegaly was found in 13 patients (16.7%).

In-hospital follow-up

Fifty patients (61.6%) developed manifestations of heart failure (HF) during the course
of the disease and in 11.4% of them this disorder evolved to refractory HF. Early
surgery was performed in 46 (56.8%) cases; HF was the predominant indication for
surgery (29.6%), followed by uncontrolled infection (14.8%) and need for device
extraction (12.3%). Cardiac complications (perivalvular abscess, chordal rupture, leaflet
rupture) were registered in 23 cases (28.6%) whereas neurological complications
occurred in six patients (7.8%). Systemic embolic events were detected in five patients
(6.8%), while persistent fever (> 10 days) was observed in 10 patients (12.9%). Twenty
patients (24.7%) died.

Laboratorial data

Infective microorganisms were isolated from 38 IE patients (46.8%). The main
causative microorganisms were staphylococci (19.7%), streptococci (12.3%), and
enterococci (7.4%). Community-acquired methicillin-resistant S.aureus was found in
six patients (7.4%) and coagulase-negative staphylococci in 12.3%. Culture-negative
endocarditis occurred in 44 patients (54%), and 25 of them had received antibiotics

prior to the diagnosis of IE in the previous month, 43% of them in the last two weeks.
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Anemia was present in 86% of the patients, and white blood cell count (WBC) was
elevated in 65.4%. C-reactive-protein was constantly elevated (mean 111+ 96 mg/l).
Hematuria (32.1%), proteinuria (25.9%) and positive rheumatoid factor (14.8%) were

other laboratorial findings in these patients population at the diagnosis of IE.

Echocardiography was performed in all patients; TTE was performed in 13 patients
(16.5%) and TEE in 83.5%. Vegetations were found in 70 patients (87.3%), with
variable length, ranging from 2mm to 58mm (median 11mm; 25, 50 and 75 percentiles:
8mm, 11mm and 17.2 mm, respectively). Echocardiographic features of the patients are

shown in Table 1.

Control groups

Thirty-four healthy volunteers were included in the first control group. Mean age was
49.4+ 18.7 years (range 18-82 years), and 17 (50%) individuals were male. The second
control group consisted of 30 patients with active non-lIE infections, including
pyelonephritis, pneumonia, catheter-related sepsis, dengue (a tropical virus infectious
disease). Mean age of this second control group was 50.4+ 21.8 years (range 18-85
years), and 16 (53.3%) were male.

There were no significant differences among the three groups regarding age (p=0.693)
and sex distribution (p=0.933).

Cytokines

The results of serum concentrations of the inflammatory cytokines (IL- 15, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-12 and TNF-«) from the patients with IE and from the controls are given in
Figure 1.

Except for IL-12, the patients with IE had significantly higher serum concentrations of
the inflammatory mediators than the healthy donors. Median IL-14, TNF-o and IL-12

serum levels were significantly higher in the IE patients than in the patients with non-1E
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infections. When the median serum concentrations of the inflammatory cytokines were
compared between the two control groups, a significant statistical difference was found
only for IL-6 and IL-8, which were higher in group of patients with non-IE infections.

Another way of representing the results of the serum concentrations of the inflammatory
cytokines is pointing out the higher producers of these immunological biomarkers in the
three study groups. The results are shown in Figure 2. These data complete and
illustrate the information given in Figure 1. The IE group consists of high producers of
all cytokines analyzed. The control group of patients with infections other than IE
showed an elevated prevalence of high producers of IL-6 and IL-8 and a moderate
prevalence of high producers of IL-10. When the IE group and the group of other
infections were compared, a more elevated prevalence of high producers of IL-1p, TNF-

a and IL-12 was observed in the IE group.

In order to assess the levels of the cytokines in the patients in IE group according to the
infecting microorganism, the patients were stratified in three subgroups: staphylococcal
IE, non-staphylococcal IE and culture-negative IE. The results are given in Figure 3.
Serum concentrations of TNF-a and I1L-12 were significantly higher in staphylococcal
IE subgroup than in the non-staphylococcal IE group. When the prevalence of higher
producers of the immunological biomarkers among the IE subgroups was investigated
(Figure 4), an elevated prevalence of higher producers of IL-18, TNF-a and IL-12 was
observed only in the staphylococcal IE subgroup. In addition, according to Figure 4, the
prevalence of higher producers of IL-10, an immunoregulatory cytokine, was lower in

the staphylococcal IE subgroup.

Discussion

This study assessed the profile of inflammatory cytokines in IE, non-IE infections and
healthy individuals. Our findings show that patients with IE presented with significantly
higher serum concentrations of IL-1p, TNF-a and IL-12 than in matched-controls with
non-IE infections. Additionally, patients with IE had higher serum concentrations of the
inflammatory mediators than healthy volunteers™ serum, except for IL-12. When IE
patients were stratified according to the infecting microorganism, we found higher

serum concentrations of TNF-a and IL-12 in staphylococcal IE than in the non-
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staphylococcal IE patients, and an elevated prevalence of higher producers of IL-1,

TNF-a and IL-12 was observed only in staphylococcal subgroup.

Early diagnosis of IE is important for clinical outcome as late diagnosis is related to
increase in mortality. Diagnosis is based on clinical features, echocardiography and
blood culture findings. However, clinical profile of IE patients has changed in the last
decades [2,20] and the percentage negative blood cultures has significantly increased
[3,6]. Although echocardiography has fundamental importance in diagnosis, its
sensitivity can be lower in some contexts (intracardiac devices, preexisting severe
lesions, very small vegetations, non-vegetant IE) [1]. Therefore, the importance of
additional diagnostic criteria for IE is evident. Measurement of inflammatory cytokines

could contribute to the diagnosis of IE.

The term cytokine describes a functional class of small protein mediators which
participates in the induction and effector phases of all immune and inflammatory
responses [9]. Once released, proinflammatory cytokines lead to an ensuing activation
of the innate or the adaptive immune response, characterized by the further production

of immunoregulatory or effector cytokines [21].

Several cytokines are essential for initiating and maintaining the inflammatory response

by recruiting leukocytes to the sites of infection [3,4,7,10,22].

Previous studies support that proinflammatory cytokines are elevated in the serum from
IE patients compared to healthy subjects [8,10,12,13,23], which was also confirmed in
the present study. However, 1L-12 levels were similar between IE patients and controls.
IL-12 participates in the regulation of innate response and adaptive immunity [24]. This
cytokine may have a central role in the development and progression of cell-mediated
autoimmune diseases, as well in the maintenance of inflammation in atherosclerotic
disease [25]. Although patients with active infections or autoimmune diseases were not
included among the healthy subjects, the existence of undiagnosed disorders cannot be
completely ruled out. In addition, mean age of the healthy volunteers was higher in
comparison to the other groups, and asymptomatic chronic diseases might be present.

These facts could also explain why only serum concentrations of IL-6 and IL-8 were
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significantly higher when the group of patients with non-IE infections was compared to

the healthy controls.

Differently from our study, Kern et al [10] found low or undetectable levels of TNF-a
in the sera of patients with IE. Similarly, Rawczynska-Englert et al [14] observed
undetectable serum levels of IL-1a. These results might be explained by different
kinetics of particular cytokines, for example, renal clearance, half-life and total amount
[14]. Another possible reason could be a down regulation of the immune cells during
persistent stimulation; however, this issue requires further investigation [13,14]. Finally,
the differences in serum cytokines detection observed between these studies and ours
may be, at least partially, due to the higher sensitivity of the technique employed in our

investigation.

In the present study, the serum concentrations of inflammatory cytokines in patients
with IE were compared to those of patients with non-IE infections. Few studies have
conducted this investigation [10,14,15]. Rawczynska-Englert et al [14] measured the
levels of IL-1a, IL-6 and TNF-o in serum from 40 patients with acquired rheumatic
valvular heart disease and IE. The serum concentration of the same cytokines was
obtained from two control groups including patients with acquired rheumatic valvular
heart disease: 15 without infection and 15 with active urinary tract infection (UTI). In
all controls without infection the serum IL-6 concentrations were below the calibration
range. Serum IL-6 concentrations in the control group with UTI were slightly (but not
significantly) elevated. The authors concluded that serum IL-6 levels might suggest

ongoing IE and might be used to aid in diagnosis of the disease.

In our study, we included a larger matched-control with active non-IE infections with
the purpose of simulating the diagnostic challenge that often occurs in clinical practice.
We showed that the median IL-18, TNF-a and 1L-12 serum levels were significantly

higher in IE than non-IE infections patients.

The pathophysiology of IE is closely connected with the inflammatory response.
Inflamed endothelia produce cytokines, integrins and tissue factor which, in turn, attract
fibronectin, monocytes, and platelets.; bacteria attaching to such structures further

activate the inflammatory cascade [5]. Therefore, the elevation of potent
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proinflammatory cytokines, such as IL-14 and TNF-« is not surprising. Previous studies
suggest that TNF-a coordinates the cytokine response to injury and acts as a fire alarm
[21,26]. Likewise, IL-15 is a pivotal mediator for the development of acute phase
response [21,27]. IL-12 is also an important inflammatory cytokine, which participates

in the regulation of innate immune responses [25].

Serum cytokines in staphylococcal IE

When the IE group was stratified according to the etiologic agent, elevated prevalence
of higher producers of IL-15, TNF-a and IL-12 was observed only in staphylococcal IE
subgroup. Similarly, Nunes et al [8] found that IL-12 and IL-14 serum concentrations
were higher in patients with IE caused by S.aureus compared with streptococcal IE.
These findings are in agreement with the observation that pathogens can differ in their
abilities to induce inflammatory and immunoregulatory cytokines [7]. In contrast to
Streptococcus, S. aureus is able to colonize damaged endothelium or invade physically
intact endothelial cells [5]. It is well known that S.aureus is associated with both a

higher rate of complications and mortality in IE [3,5,13].

Considering the virulent nature of S.aureus, higher serum concentrations of IL-14 and
TNF-a in staphylococcal IE are not surprising, since an exacerbated inflammatory
response could be expected and those are potent inflammatory cytokines. Higher serum
concentrations of 1L-12 are also in agreement with the pathogenesis of staphylococcal
IE. IL-12 regulates innate immune responses and promotes the development of a T
helper 1 (Thl) adaptive immune response, which is characterized by enhanced

mononuclear phagocyte responses [21,24].

In addition, according to our findings (see Figure 4), the inflammatory response in
staphylococcal IE may not be properly antagonized by IL-10 production. Inflammatory
response successfully eradicates pathogens, but often causes deleterious side-effects. IL-
10 is an anti-inflammatory cytokine which regulates immune response, limiting damage
to the host and preventing immunopathology [28,29]. We hypothesize that the lower
production of IL-10 in staphylococcal IE could explain, at least in part, the more

exacerbated inflammatory response and the higher clinical impact of this infection.
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However, it remains uncertain whether initial high 1L-12, IL-18 and TNF-a levels

and/or low IL-10 concentrations are associated (or not) with a worse prognosis.

Study limitations

Positive blood cultures remain fundamental tools for diagnosis of IE, belonging to the
“major criteria” according to Duke criteria [1]. However, the proportion of culture-
negative IE in our study was 54%. Recent studies reported up to 40% of negative blood
cultures [3,6]. This high prevalence is believed to be due to previous administration of
antimicrobial agents before IE diagnosis and inadequate microbiological techniques.
Although a standard blood culture system is used at our institution, we cannot entirely
exclude the possibility of some oversights, such as lack of meticulous care in obtaining

the blood and prolonged specimen transport time [5].

Our study group included patients from a large tertiary-care center, to which many
patients with IE were referred from other hospitals. This fact may have caused selection
bias resulting in limitations to the generalization of the results. Furthermore, as
previously mentioned, although efforts were employed in order to select completely
healthy subjects, the existence of undiagnosed and asymptomatic illness cannot be

excluded.

Conclusions

Except for IL-12, inflammatory cytokines were elevated in the IE in comparison to
healthy controls. Median IL -1f, TNF-o and IL-12 serum levels were significantly
higher in IE than in non-IE infections. Lower IL-10 production was observed in
staphylococcal IE, compared to non-staphylococcal IE. Immune process in IE is very
complex and several factors may be involved. Further studies are necessary to define the

role of inflammatory cytokines in the diagnosis and prognosis of IE.
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Figure 1. Serum concentrations of inflammatory cytokines in study groups
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Figure 2- Higher producers of immunological biomarkers
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Figure 4- Higher Producers of immunological biomarkers in IE subgroups
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Table 1: Baseline Characteristics of the Patients with IE

Variables Value
Rheumatic Disease 32 (39.7)
Intracardiac Devices 22 (27.5)
Prosthetic valve 29 (35.8)
Mechanical prosthetic valve 5(6.2)
Congenital Heart Disease 12 (15)
Prior IE 6 (7.5)
Degenerative valve disease 9 (11.4)
Diabetes Mellitus 7 (8.8)
Pharmacologic immune suppression 6 (7.5)
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Chronic renal failure

Central Venous Cateter
Hepatic insufficiency
Laboratorial data
Hemoglobin (g/dl)

White blood cell count (x10%/1)
C-reactive protein

Etiologic agents

Streptococci

S.aureus

coagulase-negative staphylococci
Enterococci
Echocardiographic findings
Chordae rupture

Leaflet perforation

Abscess

10 (12.5)
6 (7.5)

3(3.8)

10.1+2.0
13587.2 £ 6.959.5

111+ 96.1

10 (12.3)
6 (7.4)
10 (12.3)

6 (7.4)

7(9.0)
21 (26.9)

10 (12.3)

Data are expressed as the mean value £ SD or number (percentage) of patients.
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6 LIMITACOES

O presente estudo foi conduzido em institui¢cbes hospitalares terciarias. A maior parte
dos pacientes incluidos (93%) foi admitida no Hospital das Clinicas da UFMG, centro
de referéncia para o qual sdo encaminhados com frequéncia pacientes ja com indicagédo
de abordagem cirdrgica devido a complicacBes da El. Assim, a amostra foi constituida
predominantemente por pacientes graves, o que pode restringir a generalizagdo dos

resultados.

O grupo controle formado por individuos saudaveis foi selecionado de maneira a
assegurar que ndo houvesse diferenca estatistica entre 0os grupos em relagdo a sexo e
idade. Assim, a média de idade desse grupo foi elevada (49.4+ 18.7), o que torna
possivel a existéncia de doencas crdnicas ou degenerativas ndo diagnosticadas, apesar

da a selecdo ter sido realizada por meio de questionario especifico (Apéndice D).

Finalmente, a prevaléncia de hemoculturas negativas foi alta (54%), o que pode ser
consequéncia do uso de antibioticos previamente ao diagnostico de EIl. Este fato pode
ser também explicado, pelo menos em parte, pelo emprego de técnicas inadequadas de
coleta das amostras, apesar da padronizacdo do sistema de coleta vigente nas

instituicBes participantes.
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7 PROPOSICOES

- Ha necessidade de estudos multicéntricos, incluindo maior numero de pacientes
com EI, para melhor definicdo do perfil de citocinas nessa doenca e o potencial
desses mediadores como ferramentas auxiliares para o diagndstico e manejo da
El

- Auvaliar a custo-efetividade da utilizacdo das citocinas envolvidas com a resposta
inflamatoria como biomarcadores de atividade da El
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O processo imune na ElI é complexo, envolvendo varios componentes da resposta
inflamatdria que interagem de maneira diversa. A definicdo do papel das citocinas nesse
cenario ¢ um desafio. Embora o presente estudo ndo tenha explorado de modo direto a
utilidade das citocinas envolvidas com a resposta inflamatdria para o diagnéstico e
manejo da EI, foi possivel apresentar o perfil dessas citocinas no contexto da El,
comparando-o com as dosagens séricas desses mediadores em pacientes acometidos por
outras infeccOes e em pacientes saudaveis. Os resultados obtidos fornecem subsidios
para pesquisas adicionais, requeridas para melhor esclarecimento da potencialidade das

citocinas envolvidas com a resposta inflamatéria como biomarcadores na EI.
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10 APENDICES

APENDICE A- Termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes com El

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé, , esta sendo
convidado a participar de um projeto de pesquisa e tem o direito de saber sobre sua
participacao.

O objetivo desta pesquisa é estudar alguns aspectos da evolucdo de pacientes
que, como vocé, foram acometidos por endocardite infecciosa (doenga que acontece
guando hd uma infeccdo dentro do coracdo), o que contribuird para um melhor
conhecimento dessa doenga no nosso meio.

Para que este trabalho possa ser realizado, serdo analisados os dados clinicos e
laboratoriais de pacientes acometidos por endocardite infecciosa no periodo de 2005 —
2013.

Todos estardo livres para decidir participar ou ndo desta pesquisa. Ndo havera
qualquer 6énus nem compensacdo financeira para aqueles que concordarem em
participar. Cabera aos participantes permitir a revisdo do prontuario e a utilizacdo de
seus dados clinicos e laboratoriais na pesquisa, bem como e concordar com a coleta de
amostras de 20 mL de sangue para a realizacdo de dosagem de substancias envolvidas
no processo inflamatorio.

Serd utilizado material estéril e descartavel para a coleta de sangue, que sera
feita por profissional treinado. A coleta de sangue causa apenas um pequeno
desconforto pela picada da agulha, associando-se a risco minimo de infecc¢éo.

Todos os individuos tém o direito de se recusar a participar da pesquisa, bem
como de desistir da participacdo, caso tenham concordado inicialmente. Ndo havera
qualquer comprometimento da sua assisténcia no caso de recusa ou desisténcia.

Os pesquisadores assumem o compromisso de utilizar os dados coletados
somente para esta pesquisa. Os resultados da pesquisa serdo divulgados na forma de
comunicacdo cientifica, ndo permitindo a identificacdo individual dos participantes.

Vocé podera fazer contato com as pesquisadoras Dra. lzabella Rodrigues de
Araljo , pelo telefone (31) 9951-5528, Proft Dr2 Maria do Carmo Pereira Nunes, pelo
telefone (31)9951-0773 e Prof Dr? Teresa Cristina de Abreu Ferrari, pelo telefone (31)
9984-6725, sempre que julgar necessario.

Caso aceite participar, € necessario que vocé assine o termo de
consentimento abaixo:

Eu, ,
registro nimero no Hospital ,
apos ter sido esclarecido(a) sobre a pesquisa, aceito em participar voluntariamente do
estudo, concordando com o uso, na pesquisa, das minhas informagGes clinicas e
laboratoriais.

Ficaram claros para mim quais sdo os propdésitos do estudo, 0s procedimentos a
serem realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro também que a minha participacdo é isenta de despesas e que tenho a
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garantia de acesso ao tratamento e ao acompanhamento médico e hospitalar quando
necessario, independentemente da minha participagcdo ou ndo nessa pesquisa.

Assinatura do voluntério ou de seu representante legal Data
DN:

RG: CPF: Tel:

Endereco:

Assinatura da testemunha (igual a do RG) Data
Assinatura do médico Data

Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais
Endereco: Unidade Administrativa Il (prédio da FUNDEP), 2%ndar, sala 2005, BH-MG

CEP 31270-901 Telefone: 3409.4592
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APENDICE B- Termo de consentimento livre e esclarecido para individuos

saudaveis

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé, , estd sendo
convidado a participar de um projeto de pesquisa e tem o direito de saber sobre sua
participacao.

O objetivo desta pesquisa é estudar alguns aspectos da evolugdo de pacientes que
foram acometidos por endocardite infecciosa (doenca que acontece quando ha uma
infeccdo dentro do coracdo), o que contribuird para um melhor conhecimento dessa
doenga no nosso meio.

Para que este trabalho possa ser realizado, serdo analisados os dados clinicos e
laboratoriais de trés grupos de pacientes. O primeiro grupo incluira pacientes
acometidos por endocardite infecciosa no periodo de 2005— 2013. O segundo grupo sera
formado por pacientes com outras causas de febre diferentes de endocardite e por
pacientes com suspeita ndo confirmada de endocardite. O terceiro grupo seré constituido
por individuos saudaveis. Posteriormente os dados destes grupos serdo comparados

Todos estardo livres para decidir participar ou ndo desta pesquisa. Nao havera
qualquer 6énus nem compensacdo financeira para aqueles que concordarem em
participar. Caberd aos participantes permitir a utilizagdo de seus dados clinicos e
laboratoriais na pesquisa, bem como e concordar com a coleta de amostras de 20 mL de
sangue para a realizacdo de dosagem de substancias envolvidas no processo
inflamatorio.

Serd utilizado material estéril e descartavel para a coleta de sangue, que sera
feita por profissional treinado. A coleta de sangue causa apenas um pequeno
desconforto pela picada da agulha, associando-se a risco minimo de infecc¢éo.

Todos os individuos tém o direito de se recusar a participar da pesquisa, bem
como de desistir da participacdo, caso tenham concordado inicialmente. Ndo havera
qualquer comprometimento da sua assisténcia no caso de recusa ou desisténcia.

Os pesquisadores assumem o compromisso de utilizar os dados coletados
somente para esta pesquisa. Os resultados da pesquisa serdo divulgados na forma de
comunicacdo cientifica, ndo permitindo a identificacdo individual dos participantes.

Vocé podera fazer contato com as pesquisadoras Dra. Izabella Rodrigues de Aradjo ,
pelo telefone (31) 9951-5528, Prof® Dr® Maria do Carmo Pereira Nunes, pelo telefone
(31)9951-0773 e Proft Dr? Teresa Cristina de Abreu Ferrari, pelo telefone (31) 9984-
6725, sempre que julgar necessario.

Caso aceite participar, € necessario que vocé assine o termo de
consentimento abaixo:

Eu, , apos
ter sido esclarecido(a) sobre a pesquisa, aceito em participar voluntariamente do estudo,
concordando com o uso, na pesquisa, das minhas informacdes clinicas e laboratoriais.

Ficaram claros para mim quais sdo os propdésitos do estudo, 0s procedimentos a
serem realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro também que a minha participacéo é isenta de despesas.
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Assinatura do voluntario ou de seu representante legal Data

DN:

RG: CPF: Tel:
Endereco:

Assinatura da testemunha (igual a do RG) Data
Assinatura do médico Data

Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais
Endereco: Unidade Administrativa Il (prédio da FUNDEP), 2°%andar, sala 2005, BH-MG

CEP 31270-901 Telefone: 3409.4592

128



APENDICE C- Termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes com
suspeita ndo confirmada de EIl ou sindromes febris de origem infecciosa, cuja

causa seja diferente de ElI

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé, , estd sendo
convidado a participar de um projeto de pesquisa e tem o direito de saber sobre sua
participacao.

O objetivo desta pesquisa é estudar alguns aspectos da evolugdo de pacientes que
foram acometidos por endocardite infecciosa (doenca que acontece quando ha uma
infeccdo dentro do coracdo), o que contribuird para um melhor conhecimento dessa
doenga no nosso meio.

Para que este trabalho possa ser realizado, serdo analisados os dados clinicos e
laboratoriais de trés grupos de pacientes. O primeiro grupo incluird pacientes
acometidos por endocardite infecciosa no periodo de 2005 2013. O segundo grupo sera
formado por pacientes com outras causas de febre diferentes de endocardite e por
pacientes com suspeita ndo confirmada de endocardite. O terceiro grupo seré constituido
por individuos saudaveis. Posteriormente os dados destes grupos serdo comparados.

Todos estardo livres para decidir participar ou ndo desta pesquisa. Nao havera
qualquer 6énus nem compensacdo financeira para aqueles que concordarem em
participar. Cabera aos participantes permitir a revisdo do prontuario e a utilizacdo de
seus dados clinicos e laboratoriais na pesquisa, bem como e concordar com a coleta de
amostras de 20 mL de sangue para a realizacdo de dosagem de substancias envolvidas
no processo inflamatorio.

Serd utilizado material estéril e descartavel para a coleta de sangue, que sera
feita por profissional treinado. A coleta de sangue causa apenas um pequeno
desconforto pela picada da agulha, associando-se a risco minimo de infecc¢éo.

Todos os individuos tém o direito de se recusar a participar da pesquisa, bem
como de desistir da participacdo, caso tenham concordado inicialmente. Ndo havera
qualquer comprometimento da sua assisténcia no caso de recusa ou desisténcia.

Os pesquisadores assumem o compromisso de utilizar os dados coletados
somente para esta pesquisa. Os resultados da pesquisa serdo divulgados na forma de
comunicacdo cientifica, ndo permitindo a identificacdo individual dos participantes.

Vocé poderad fazer contato com as pesquisadoras Dra. lzabella Rodrigues de
Araljo , pelo telefone (31) 9951-5528, Proft Dr2 Maria do Carmo Pereira Nunes, pelo
telefone (31)9951-0773 e Prof® Dr? Teresa Cristina de Abreu Ferrari, pelo telefone (31)
9984-6725, sempre que julgar necessario.

Caso aceite participar, € necessario que vocé assine o termo de
consentimento abaixo:

Eu, ,
registro nimero no Hospital ,
apos ter sido esclarecido(a) sobre a pesquisa, aceito em participar voluntariamente do
estudo, concordando com o uso, na pesquisa, das minhas informacdes clinicas e
laboratoriais.
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Ficaram claros para mim quais sdo os propdésitos do estudo, 0s procedimentos a
serem realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro também que a minha participacdo é isenta de despesas e que tenho a
garantia de acesso ao tratamento e a0 acompanhamento médico e hospitalar quando
necessario, independente da minha participacdo ou ndo nessa pesquisa.

Assinatura do voluntério ou de seu representante legal Data
DN:

RG: CPF: Tel:
Endereco:

Assinatura da testemunha (igual a do RG) Data
Assinatura do médico Data

Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais
Endereco: Unidade Administrativa Il (prédio da FUNDEP), 2%ndar, sala 2005, BH-MG

CEP 31270-901 Telefone: 3409.4592
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APENDICE D- Questionario para selecdo de controles saudaveis

Questionario Controles Saudaveis

Vocé, , esta sendo
convidado a participar de um projeto de pesquisa.

O objetivo desta pesquisa é estudar alguns aspectos da evolucdo de pacientes que
foram acometidos por endocardite infecciosa (doenca que acontece quando h& uma
infeccdo dentro do coracdo), o que contribuira para um melhor conhecimento dessa
doenga no nosso meio.

Para que este trabalho possa ser realizado, serdo analisados os dados clinicos e
laboratoriais de pacientes acometidos por endocardite infecciosa no periodo de 2005 —
2013. Serdo também analisados dados clinicos e laboratoriais de individuos saudaveis ,
objetivando a comparacdo com as informagdes provenientes das analises dos pacientes
doentes.

Caso vocé concorde em participar, solicitamos que vocé responda as questdes a
seguir. Estas perguntas permitirdo saber se vocé pode ser classificado como controle
saudavel. Caso obtenha essa classificagdo e mantenha sua disposi¢do em ser voluntario
no projeto, é necessario que vocé assine o termo de consentimento livre e esclarecido
(em anexo).

Perguntas

1) Vocé tem algum problema de saude? SIM NAO
Caso a resposta seja SIM, qual o problema de saude?

Obs: N&o poderdo ser voluntarios pacientes portadores de doencas inflamatorias,
infecciosas ou imunossupressoras. Poderdo ser voluntarios os pacientes hipertensos,
sem outras comorbidades descontroladas, com pressao controlada no momento presente

2) Vocé faz uso regular de medicamentos? SIM NAO

Obs: poderdo ser voluntarios os pacientes sob uso de medicacdo para controle da
pressdo arterial e mulheres em uso de anticoncepcional

3) Vocé estd com alguma infeccdo ou inflamacdo no momento ou esteve com
alguma infeccdo ou inflamacgéo nos Gltimos sete dias?
SIM NAO

4) Vocé foi submetido a alguma cirurgia nos ultimos sete dias? SIM NAO

5) Vocé foi submetido a algum tratamento dentario nos Ultimos sete dias?
SIM NAO

6) Vocé recebeu alguma vacina nos ultimos sete dias? SIM NAO
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7) Voce é tabagista, tém o habito de beber bebida alcodlica diariamente ou faz uso
de drogas ilicitas? SIM NAO

8) Para mulheres: vocé esta no periodo menstrual? SIM NAO

9) Vocé teve hepatite apds os 11 anos de idade? SIM NAO

10)Vocé tem comportamento de risco para doengas sexualmente transmissiveis?
SIM NAO
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APENDICE E- Protocolo de coleta de dados

PROTOCOLO DO ESTUDO SOBRE ENDOCARDITE INFECCIOSA

IDENTIFICACAO:

Data da coleta:

/ /

Nome: Numero:

Data Nascimento: _ / [ Idade: anos lSe>|<o: 1Ml 2-F

Institui¢éo: Prontuario:

Logradouro:

Cidade: CEP:

Telefone FIXO: Contato:

DatadalInternagdo__ / /| Data do diagndstico.___ /[ DatadaAlta:__ / /

Obito: 1-S|__| 2-N|__|: Mecanismo do 0bito:

HISTORIA CLINICA:

Fatores Predisponentes Cardiovasculares

Doenca Reumatica 1- Sim 2- Nao ||
1- Mitral 2- Adrtica | 3- Mitro-Adrtica | 4- Outras | 5- Ignorado ||

Prolapso de Valva Mitral 1- Sim 2- Nao |
1- Sem Regurgitacdo | 2- Reg Leve | 3- Moderado / Grave |

Doenca Valvar Degenerativa | 1- Sim 2- Nao |
1- Adrtica 2- Mitral ||

Protese Valvar 1- Sim 2- Nao ||
1- Bioldgica 2- Mecéanica ||
1- Mitral 2- Adrtica 3- Mitro-Adrtica | 4- TricUspide

IM isquémica 1- Sim 2- Nao |

Te[npo de implante da L

protese (meses)

Dispositivos 1- Marcapasso 2- CDI 3- Nenhum [

Cardiopatia Congénita 1- Sim 2- Nao I

Fatores Predisponentes Sistémicos / Comorbidades

Endocardite prévia 1- Sim 2- Nao ]

HIV 1- Sim 2- Nao L]

Uso de Droga 1- Sim 2- Nao |

Diabetes Mellitus 1- Sim 2- Nao ||

Uso de Imunossupressores 1- Sim 2- Nao ]

IRC 1- Sim 2- Nao ||
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Uso de Cateter Venoso Central

1- Sim

2- Nao

Insuficiéncia Hepatica

1- Sim

2- Nao

Fonte de Bacteremia:

1- Identificada

2- Nao ldentificada

Manipulacado do TGl 1- Sim 2- Nao [
Cavidade Oral 1- Sim 2- Nao ]
Pele 1- Sim 2- Nao |
Ferida Operatéria 1- Sim 2- Nao |
Manipulacao Genito-urinaria 1- Sim 2- Nao |
Outras Infecgbes. Qual? 1- Sim 2- Nao ]
Manifestac@es Clinicas

Febre 1- Sim 2- Ndo ||

Duragdo da Febre Prévia: (Em Semanas)

Intensidade:
Anorexia/Hiporexia 1- Sim 2- Nao |
Durag&o: |
Emagrecimento 1- Sim 2- Néo |

Quantidade de Massa Perdida em Kg:

Em Quanto Tempo:

Sudorese 1- Sim 2- Néo ||
Evento Neurolégico 1- Sim 2L ||
1-Isquémico 2-Hemorragico | 3- Outra manifestacao ||
Evento Embélico 1- Sim 2- Néo |
1- Bago 2- Rim 3- Extremidade | 4- Outros |
Manif. MUsculo-Esqueléticas | 1- Sim 2- Ndo |
ManifestacGes Oculares 1- Sim 2- Nao |
Sopro 1- Sim 2- Nao |
Sinais Periféricos de Endocardite Infecciosa:
Hemorragia Ungueal 1- Sim 2- Nao ||
Petéquias conjuntiva/mucosas 1- Sim 2- Nao ||
Nédulos de Osler 1- Sim 2- Nao |
Lesdes de Janeway 1- Sim 2- Ndo ||
Esplenomegalia 1- Sim 2- Nao |
Insuficiéncia Cardiaca 1- Sim 2- Nao |
Inicio Prévio 1- Sim 2- Nao |
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Durante 1- Sim 2- Nao |
Evolucao 1- Estavel 2- Agravado 3- Refratario ]
Manifestacéo Clinica Inicial 1- Sim 2- Ndo |

Qual? (Escrever uma das acima)

Tempo Entre a Manifestacdo Clinica

Inicial e o Diagndstico:

Critérios de

Duke: 1- 2 maiores

2-1 maior e 3 menores

3- 5 menores

4-El possivel
(1>el< ou 3<)

Exames Laboratoriais ao diagndstico e durante evolucdo semanal

Anemia 1- Sim 2- Nao ]
Anemia (valor)

Leucocitose 1- Sim 2- Nao |
Leucocitose global (valor)

PCR (valor)

VHS (valor)

Fator Reumatdide 1- Positivo 2- Negativo ]
Urina Rotina Alterada 1- Sim 2- Nao ||
Hematuria 1- Sim 2- Néo ||
Proteinuria 1- Sim 2- Néo ||
Creatinina:

Uréia

K*

Na+

Outros exames alterados Descrever:

Hemocultura 1- Positiva 2- Negativa |
Uso Prévio de Antibiotico 1- Sim 2- Nao |

Quando?

1 - No Ultimo Més

2 — Nas Duas Ultimas Semanas

Agente Etioldgico

1 - Streptococcus

2 - Staphylococcus aureus

3 - Staphylococcus - Coagulase Negativo

7 - HACEK
8 - Difteroides
9 - Polimicrobiano

4 - Enterococcus 10- Nao

5-BGN Identificado

6 — Fungos 11- Ignorado
Tratamento
Antibioticoterapia 1- Sim 2- Nao |

Qual? ||
Cirurgia 1- Sim 2- Nao Data: |
Critérios de Indicacso 1- Insuficiéncia | 2- Infeccdo ndo | 3- Embolia 4- QOutras L

¢ Cardiaca Controlada de Repeticdo | (escrever) —

Complicag®es na cirurgia 1- Morte 2 - Infeccao 3-AvVC 4- Outras |
Evolucdo durante internacao Escrever:
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Exame Anatomo-patoldgico:

Escrever:

Evolucéao Clinica/ Complicag6es Apos o Inicio do Tratamento

Cardiacas 1- Sim 2- Néo |
Neurolégicas 1- Sim 2- Néo |
Embolos Sistémicos 1- Sim 2- N&o |
Febre Prolongada (>10 dias) 1- Sim 2- Nao [

Defervecéncia

Quantos Dias?

Complicac@es intra-hospitalares: escrever

ECOCARDIOGRAMA | DATA: Modalidade: 1 - ETT 2-ETE ]

Vegetacédo 1- Presente 2- Ausente 3- Questionavel ]

Extensdo 1-Unica 2-Mdiltipla em 3- Mdlt Folhetos | 4-Estrutura Extra-Valvar |
um folheto

Mobilidade 1-Fixa 2- Base Fixa 3- Pedunculada 4- Prolapsante ]

Localizacgao (1) 1-Mitral 2-Adrtica 3-Tricuspide 4- Qutras: escrever ||

. 1- Prétese 2- Prétese

Localizacéo (2) Mitral Adrtica 3- MP 5- CDI 6-cateter

Tamanho Valor (mm): ||

Tamanho 1- <5 mm 2-5-10 mm 3->10 mm 4- Sem descri¢ao ||

Densidade 1- Calcificada 2- P?fc'a'meme 3- Mais Deqsa_ 4- lgual ao Miocardio ]
Calcificada que o Miocardio

. ~ 1- Ruptura 2- Perfuracdo de | 3- Disfungéo Protética . 5- 6-Outras
Comphcac;oes Cordoalha Folheto (“Leak”) Al Abscesso (escrever) |—|

Evolucéo do Eco

Escrever os detalhes do novo Eco

Seguimento do paciente: 6 meses — 1 ano pés-alta

Contato: Data: Tempo pés-alta (meses) |
Morte Data: Mecanismo: |
Cirurgia Sim N&o |
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11 ANEXOS

ANEXO A — Carta de aprovacido do Comité de Etica em Pesquisa — UFMG

UF G Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP
Parecer n°. ETIC 412/06

Interessada: Profa. Maria do Carmo Pereira Nunes
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou ad
referendum, no dia 14 de janeiro de 2007, depois de atendidas as
solicitagdes de diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Perfil clinico
da endocardite infecciosa no Hospital das Clinicas da UFMG” bem como
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano ap6s o inicio do projeto.

¥

Y e e
Profa. Dra. Marid Elend de Lima Perez Garcia
Presidenhte do COEP/UFMG

Av, Presidemte Antowia Carlas, 8627 — Unidoee Adminsteaea i « 2% Ancar - Sala 2005 - Cap 31 270-90] - Belo HorizarsesM
Telefone: (031 34954552 - FAX: {031) 2459-4316 coepfiprpg uiing.be
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ANEXO B - Copia da ata da defesa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
UEMG
e

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS DA SAUDE - INFECTOLOGIA E
MEDICINA TROPICAL

ATA DA DEFESA DA DISSERTACAO DA ALUNA
IZABELLA RODRIGUES DE ARAUJO

Realizou-se, no dia 27 de fevereiro de 2014, as 14:00 horas, Sala 022, andar térreo
da Faculdade de Medicina, da Universidade Federal de Minas Gerais, a defesa de
dissertacdo, intitulada PERFIL DAS CITOCINAS INFLAMATORIAS NA
ENDOCARDITE INFECCIOSA, apresentada por IZABELLA RODRIGUES DE
ARAUJO, numero de registro 2012657111, graduada no curso de MEDICINA, como
requisito parcial para a obtengdo do grau de Mestre em medicina, a seguinte
Comissdo Examinadora: Proff>. Maria do Carmo Pereira Nunes - Orientadora
(UFMG), Prof2. Teresa Cristina de Abreu Ferrari - Coorientadora (UFMG), Prof.
Vandack Alencar Nobre Junior (UFMG), Prof?. Walderez Ornelas Dutra (UFMG).

A Comissao considerou a dissertagao:
(<) Aprovada

( ) Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada por
pelos membros da Comissao.
Belo Horizonte, 27 de fevereiro de 2014.

Prof2. Maria do Carmo Pereira Nunes ( Doutor )

F iva /

(Ll

Prof®. Teresa Cristina de Abreu Ferrari ( Doutor )

/
/

/.7

frire L1 -
Prof. Vandack Alencar Nobre Junior ( Doutor )

e
o

((4’1" o

LAV X v
Prof?. Walderez Orhelas Dutra ( Doutora ) c’\\‘;:?o W
/ R
N <°be»’
(&) WO
‘(«88'@ bo\“
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ANEXO C - Declaragéo de aprovacgéao

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS UFmG
f PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE - INFECTOLOGIA E
MEDICINA TROPICAL =
FOLHA DE APROVACAO

PERFIL DAS CITOCINAS INFLAMATORIAS NA ENDOCARDITE INFECCIOSA

IZABELLA RODRIGUES DE ARAUJO

Dissertagdo submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pos-
Graduagdo em CIENCIAS DA SAUDE - INFECTOLOGIA E MEDICINA TROPICAL,
como requisito para obtengdo do grau de Mestre em medicina, 4rea de concentragdo
INFECTOLOGIA E MEDICINA TROPICAL

Aprovada em 27 de fevereiro de 2014, pela banca constituida pelos membros:

g7t —

Prol’.ﬁaria do Carmo Pereira Nunes - Orientador
UFMG

/l/w& Cudip '/j( ‘/'/Zuw

Prof®. Teresa Cristina de Abreu Ferrari - Coorientadora
MG

,{A/-’g ‘-/(/
Prof. Vandack Alencar Nobge Junior
UFMG

Prof*. Walde €las Dutra

Belo Horizonte, 27 de fevereiro de 2014.
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