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ARTIGO ORIGINAL

Nivel plasmatico de homocisteina: marcador de

gravidade em pacientes sépticos?

Homocysteine plasma levels as a marker of clinical severity in

septic patients

RESUMO

Objetivo: Homocisteina e a sepse es-
tio ambos associados a inflamacio e ativa-
¢do endotelial. O objetivo desse estudo foi
verificar se o nivel plasmdtico de homocis-
tefna estd relacionado a gravidade do qua-
dro séptico.

Métodos: Estudo clinico, prospectivo
e observacional, incluindo pacientes com
sepse grave ou choque séptico com menos
de 48 horas de instalagio da disfuncio or-
ginica. Os niveis de homocisteina foram
determinados no dia da inclusdo no estudo
e nos dias 3, 7, 14. A associacio entre ho-
mocisteina com o escore Sequential Organ
Failure Assessment (SOFA) foi avaliada pelo
teste de Sperman e com mortalidade pelo
teste de Mann-Whitney. Os resultados fo-
ram considerados significativos se p<0,05.

Resultados: Foram incluidos 21 pa-
cientes e feitas 60 coletas para avaliagio
da homocisteina total (mediana de 6,92
(5,27 - 9,74 pmol/l). O teste de correla-

¢io Spearman nio mostrou associagio

entre homocisteina e SOFA (r = -0,15 ¢
p = 0,26). Também nio foi encontrada
correlagio da medida de homocisteina na
data de admissio do estudo e a diferen-
¢a do SOFA obtido no 3° dia e o SOFA
da admissao (deltaSOFA) (r = 0,04 ¢ p =
0,87). A variacio da homocisteina do 3°
dia e a admissio no estudo (deltaHmc) e
a variagao do SOFA no mesmo periodo
nio estavam correlacionadas (r = -0,11 e p
= 0,66). A homocisteina da admissio nio
se correlacionou com mortalidade na UTT
(p=0,46) ou com a mortalidade hospitalar.
(p=0,13). Mesmo quando foi utilizado o
deltaHmc nio houve correlagio (p=012 e
p=0,99, respectivamente).

Conclusao: O nivel basal de homo-
cisteina ou sua variagio nos primeiros dias
da disfuncio nio estiveram relacionadas
com a piora dos pardmetros funcionais dos
sistemas orginicos ou mortalidade nos pa-
cientes sépticos.

Descritores: Homocisteina;  Sepse;
Disfungio organica; Mortalidade

INTRODUCAO

A homocisteina (Hmc) é um aminoécido intermedidrio que contém um radical
sulfidrila. E formado através da conversio do aminodcido metionina em cisteina.
Cerca de 70 a 80% da Hmc plasmdtica estd ligada a proteinas, principalmente a
albumina.”’ Em relacio a Hmc livre, apenas 7% encontra-se na forma reduzida.
@ Este aminodcido tem sido apontado como indicador de risco de doengas car-
diovasculares, principalmente coronarianas.®> Os mecanismos pelos quais a Hme
promove lesdo vascular sio controversos, mas incluem aumento do estresse oxidati-
vo,® trombogénese excessiva,” disfungio endotelial® e interferéncia na mitose das
células musculares lisas.”'” H4 pelo menos quarenta anos, niveis alterados de Hmc
plasmdtica vém demonstrando relagio com doengas sistémicas.
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Mais recentemente, a Hmc ganhou destaque quando um
crescente numero de publicagbes mostrou que este aminod-
cido tinha ligagio com a doenga aterosclerdtica.®>!""13 Pro-
cessos degenerativos da camada intima do endotélio, como
inflamagio e trombogénese, estdo listados como possiveis
fendmenos fisiopatoldgicos no desenvolvimento da lesao en-
dotelial relacionados a Hmc.%"

A disfun¢io endotelial encontrada na evolugio ateros-
clerdtica do vaso relacionada com as alteragoes dos niveis
plasmdticos da Hmc possui similaridades com a disfungio
endotelial da sepse. Sindrome sistémica associada a elevagao
de mediadores inflamatérios, entre eles, citocinas, derivados
do acido aracddnico, espécies reativas do oxigénio, 6xido
nitrico, intercellular adhesion molecule 1CAM) e a endothe-
lial leucocyte adbesion molecule (ELAM), a sepse apresenta
como parte fundamental de seu mecanismo fisiopatolégico
a disfungdo endotelial."® Dessa forma, uma situagio hiper-
metabdlica, pré-inflamatéria e pré-trombética como a que
encontramos na sepse setia o cendrio ideal para se encontrar
alteracoes nos niveis de Hme.

Em virtude disso, surge a pergunta da possivel relagio en-
tre a gravidade do quadro séptico, ou seja, do grau de disfun-
¢do organica, e os niveis plasmdticos de Hme. O objetivo do
presente estudo foi definir quais s3o os niveis plasmdticos de
Hmc em pacientes sépticos e tentar correlacionar esses niveis
com a presenca e intensidade da disfun¢io orginica.

METODOS

Trata-se de estudo clinico, prospectivo e observacional
realizado em Unidade de Terapia Intensiva de um hospital
universitdrio tercidrio. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da institui¢io e a inclusio de pacientes foi
obtida mediante termo de consentimento livre e esclarecido.

Foram incluidos pacientes com idade acima de 18 anos
e diagnéstico de sepse grave ou choque séptico com menos
de 48 horas de instalagio da disfungio orginica. Sepse grave
foi definida com a presenca de foco infeccioso suspeito e pelo
menos dois critérios para sindrome de resposta inflamatéria
sistémica de acordo com o consenso de 1992, aliada a pelo
menos uma disfung¢io organica. Choque séptico foi definido
como a presenca de hipotensio refratdria a reposi¢ao volémi-
ca com necessidade de inicio de aminas vasopressoras. Foram
consideradas como disfun¢io a presenca de hipotensao, rela-
¢do entre a pressdo parcial de oxigénio e a fragdo inspirada de
oxigénio (PaO,/FO,) < 250, acidose metabélica com lactato
alterado, contagem de plaquetas abaixo de 100.000 células/
mm’, elevagao de bilirrubina total maior que 2 mg/dl, débi-
to urindrio menor que 0,5 ml/hora a despeito de adequada
reposi¢do volémica e rebaixamento do nivel de consciéncia.

Coelho Neto A, Azevedo RP, Santos MBP,
Galdieri LC, D’Almeida V, Amaral JLG et al.

Essas disfungées deveriam ser claramente secunddrias ao pro-
cesso séptico. Foram excluidos pacientes com insuficiéncia
renal aguda pela interferéncia com o metabolismo de metio-
nina. Pacientes que desenvolvessem insuficiéncia renal agu-
da durante a internacio seriam excluidos do estudo. O nivel
plasmdtico de homocisteina foi corrigido conforme a idade
para pacientes com 70 anos ou mais.

Dados demogrificos, caracteristicas da sepse e o escore
Acute Physiological Chronic Health Evaluation 11 (APACHE
I1)™® foram registrados para todos os pacientes. O escore Se-
quential Organ Failure Assessment (SOFA) foi utilizado para
seguimento da disfuncio orginica.”” Amostras de sangue
para determinacio dos niveis de Hme foram colhidas no dia
da inclusao no estudo e nos dias 3, 7, 14. Os pacientes foram
seguidos durante sua internagio na unidade de terapia inten-
siva (UT1) e até 28 dias apds a inclusao para determinacio da
mortalidade.

As amostras foram colhidas em veia periférica ou artéria
no paciente deitado em posigao supina com garroteamento
menor que 3 minutos, apés 8 horas de jejum. Apés coleta,
foram colocadas em tubos com EDTA e os tubos acondi-
cionados em gelo para o transporte imediato ao laboratério.
Cuidado com a rapidez do transporte era necessirio para que
as hemdcias nao alterassem os niveis da Hme. Apés separado,
o plasma foi congelado a —20° C, até a dosagem.

A dosagem dos niveis de Hmc plasmadtica foi baseada no
método de Pfeiffer et al.*” para aplicagio em cromatografia
liquida de alto desempenho. Todas as substancias quimicas
foram obtidas da Sigma Chemical Co. Os resultados foram
expressos em pmol/L.

A hiperhomocisteinemia foi classificada em: moderada
(15 a 30 pmol/L), intermedidria (30 a 100 pmol/L) e grave
(> 100 pmol/L).?Y O estudo da associagdo entre as varidveis
homocisteina e SOFA foi realizado através do teste de cor-
relagio de Spearman. Para essas andlises, optou-se também
pela expressao dos resultados da homocisteina de forma lo-
garitmica, submetidos a correlagio de Pearson. Relacionou-se
ainda o nivel plasmdtico na admissio no estudo e a variagio
da homocisteina entre o 3° e 1° dia (deltaHmc) a variacoes
do SOFA entre 0 3° ¢ 0 1° dia (deltaSOFA), ambos expressos
em variacio absoluta, sendo o tdltimo analisado tanto como
varidvel continua como de forma categorizada em piora ou
melhora. Um SOFA inalterado (deltaSOFA=0) foi conside-
rado como piora, por sugerir evolu¢io clinica desfavorével.

Os dados categdricos foram expressos como percentagem
e os continuos como média e desvio padrio (minimo-méxi-
mo) ou mediana (interquartil 25%-75%). Na comparagio
entre sobreviventes e nio sobreviventes, utilizou-se o teste de
Mann-Whitney. Os resultados foram considerados significa-
tivos se p<0.05.
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RESULTADOS

Foram incluidos 21 pacientes (11 homens e 10 mulhe-
res) com idade média de 43,9 + 19,38 anos (17-78 anos) e
APACHE 1I de 18,19 £ 8,23 (2-35). O principal foco in-
feccioso foi pulmonar, tendo sido diagnosticado pneumonia
em 71,43% dos pacientes, seguido por infeccio abdominal
(47,62% dos pacientes) e infecgdo urindria (33,3% dos pa-
cientes). Sepse grave foi diagnosticada em 33,3% dos pacien-
tes e choque séptico em 66,5% da amostra. O ntimero médio
de disfungoes organicas presentes no momento da inclusio
no estudo foi de 2,19 + 0,87 (1 a 4 disfungoes), com 76,19%
dos pacientes apresentando duas ou mais disfun¢oes. A mé-
dia do SOFA do primeiro dia foi de 7,48 + 3,76 (1 a 14). A
mortalidade durante a internagio na UTT foi de 23,8% e em
28 dias, 28,6%. Os dados gerais dos pacientes incluidos estao
disponiveis na tabela 1.

Foram feitas 60 coletas para avaliacio da Hmc total com
mediana de 6,79 (5,07 - 9,77) umol/l, quando consideradas
todas as amostras coletadas. O valor da mediana encontra-
do nos individuos do género feminino foi de 9,3045 (5,73
- 13,41) pmol/L e no género masculino foi de 6,97 (4,76 -

Tabela 1 - Caracteristicas da populagio

Varidvel Resultado
Género masculino 52,38
Idade (anos) 43,9 + 19,38
APACHE II 18,19 £ 8,23
SOFA da inclusio 7,48 £ 3,76
SOFA D3

Classificagao

Sepse grave 33,3%
Choque séptico 66,7%
Foco

Infeccdo de trato respiratério 71,43%
Infeccio abdominal 47,62%
Infecgao de trato urindrio 33,3%
Mortalidade

UTI 23,8%
28° dia 28,6%

Apache — Acute Physiological Chronic Health Evaluation; SOFA — Se-
quential Organ Failure Assessment; UTT — unidade de terapia intensiva.
Resultados expressos em percentual ou média + desvio padrio.
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8,63) pmol/L, com p= 0,28. A mediana dos niveis de Hmc
em cada um dos dias de coleta, bem como a média dos valo-
res do SOFA, estdo disponiveis na tabela 2.

Nibo foi encontrada associacio entre os niveis de homocis-
teina na data de admissao do estudo (DO) e a evolugio para
alta ou 4bito na saida da UTT (nio sobreviventes: 5,06 (4,76
-9,80) e sobreviventes: 8,06 (5,79 - 9,86), p = 0,46) ou com
a mortalidade hospitalar (5,45 (4,71 - 8,99) vs 8,64 (6,83
- 10,03), para nio sobreviventes e sobreviventes, respectiva-
mente, p = 0,13). Mesmo quando considerado o deltaHmc
nao houve correlagio com a evolugio, tanto para mortalidade
na UTI (nao sobreviventes: -7.25(-7,50 -1.05) vs sobreviven-
tes: -0,70(-3,45 - -0,67), p= 0,12) como para mortalidade
hospitalar (ndo sobreviventes: -0.77(-7,25 - 0.42) vs sobrevi-
ventes: -1.09(-6.00 - 0,30), p= 0,99).

Os niveis de homocisteina nio se correlacionaram com
o SOFA registrado no dia da coleta (r = -0,15 e p = 0,20)
(Figura 1). A expressio da homocisteina de forma logaritmi-
ca nio alterou esses resultados (r= -0,15, p=0,23). Quando
se analisou a medida de homocisteina na data de admissio
do estudo, correlacionando-a com o deltaSOFA, nio foi en-
contrada correlagao (r = 0,04 e p = 0,87) (Figura 2). Mesmo
quando o deltaSOFA foi analisado de forma categorizada nao
houve diferenca entre os individuos com boa evolugio clini-
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Figura 1- Correlagio entre niveis séricos de homocisteina e es-
core Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) consideran-
do todos os dias do estudo. Spearman (r = -0,15 e p = 0,26).

Tabela 2 - Niveis plasmdticos de homocisteina e gravidade dos pacientes sépticos

Varidvel Dia 0 Dia 3
(N=21) (N=19)

Hmc (umol/L) 7,94 (5,33 - 9,91) 6,53 (4,36 — 8,94)

SOFA 7,62 + 3,72 5,63 + 3,05

Dia 7 D 14 Global
(N=15) (N=5)
7,49 (5,12 -11,62) 5,40 (4,64 —9,14) 6,79 (5,07 -9,77)
4,6 +2,5 2,80 + 1,92

Hmc — homocisteina; SOFA — Sequential Organ Failure Assessment. Resultados expressos em mediana (25-75%) e média + desvio padrao.

Rev Bras Ter Intensiva. 2010; 22(4):327-332
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ca (8,19(5,7-10.0) e aqueles com piora desse score (7,8(5,3-
10,8) com p=0,86. Também nao foi possivel demonstrar
associagio entre o deltaHmc a evolugdo das disfuncoes orga-
nicas medidas pela variacao do SOFA no mesmo periodo (r =

-0,11 e p = 0,66) (Figura 3).
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SOFA — Sequential Organ Failure Assessment.

Figura 2 - Correlagao entre niveis séricos de homocisteina
e variagdo do escore Sequential Organ Failure Assessment
(SOFA) entre o dia 3 e o dia de inclusao no estudo. Spear-
man (r = 0,04 e p = 0,87).
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SOFA — Sequential Organ Failure Assessment.
Figura 3 - Correlagio entre o delta dos niveis séricos de ho-
mocisteina no dia 3 e dia de inclusio no estudo com a varia-

¢ao do escore SOFA no mesmo periodo. Spearman (r = -0,11

ep = 0,66).
DISCUSSAO
O presente estudo nio demonstrou correlagio entre ho-

mocisteina e a gravidade do quadro séptico avaliada pelo es-

core SOFA ou pela mortalidade .

Coelho Neto A, Azevedo RP, Santos MBP,
Galdieri LC, D’Almeida V, Amaral JLG et al.

Este resultado contrariou as expectativas iniciais. A homo-
cisteina vem sendo correlacionada com doengas cardiovascu-
lares devido aos elevados niveis plasmdticos encontrados em
pacientes com arterioesclerose. A fisiopatologia desta altera-
Ao parece ser a disfun¢io endotelial ligada a estresse oxida-
tivo, trombogénese e alteracoes na intima do endotélio."**?
Na sepse, a lesio endotelial também figura como pedra-an-
gular de sua fisiopatologia. Na evolugio do quadro séptico, o
circuito inflamagao-coagulagio e a diminuicdo da fibrindlise
tem relagio direta com as disfungdes organicas observadas
nos pacientes criticos. O motivo seria a coagulagio intravas-
cular que diminuiria o fluxo da microvasculatura, perpetu-
ando a disfun¢io endotelial ocasionada pela hipoperfusio e,
conseqiientemente, aumento da resposta inflamatéria."¢%)
Desta forma, a avaliagio dos niveis plasmdticos de homocis-
tefna total e a correlagio com os valores do SOFA dariam a
interpretacio da ligagao entre estes parimetros nas alteragoes
organicas e o possivel envolvimento da homocisteina na fisio-
patologia da disfun¢ao endotelial na sepse.

Apesar dos varios estudos correlacionando homocisteina
doengas cardio e cerebrovasculares,®>1132) na literatura en-
contram-se poucas evidéncias de seu papel na fisiopatologia
de pacientes sépticos. A lesao endotelial produzida pelo qua-
dro séptico pode levar, entre outras disfungées, a quadros de
sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) e lesao
pulmonar aguda (LPA), muito freqiientes em pacientes sép-
ticos.?” Utilizando o mesmo racional do presente estudo, ou
seja, da relagao entre hiperhomocisteinemia e hipercoagulabi-
lidade, Tsangaris et al. realizaram um estudo no qual os niveis
plasmdticos de homocisteina também nio estiveram relacio-
nados a pior evolugio de pacientes com SDRA e LPA.* Esta
conclusio vai ao encontro dos resultados aqui demonstrados.

Os motivos desta nao correlagio podem estar associados
ao tamanho da amostra, & populagio estudada, a fatores do
préprio metabolismo da homocisteina, as alterages metabd-
licas no quadro séptico, a questdes nutricionais ou ao préprio
desenho do trabalho.

Esse estudo apresenta alguns pontos fortes. A coleta seria-
da dos niveis plasmdticos do homocisteina no momento da
admissdo, no 3°, 7° e 14° dia permitiu a andlise dos resulta-
dos ao longo do tempo. Destaque-se ainda que a variagio dos
valores da homocisteina poderia estar relacionada a coleta de
dados por um periodo prolongado (maior que 1 més), dife-
rentes técnicas de dosagem, coleta e variagoes entre pessoas e
individuais. Este risco no existiu, pois as coletas duraram no
méximo 15 dias com intervalos entre 3 a 7 dias. Foi utilizada
a mesma técnica de avaliagio de homocisteina para todos os
pacientes e no mesmo laboratério. As coletas respeitaram os
cuidados consensuais para dosagem da homocisteina total. As
andlises foram feitas com independéncia entre individuos e
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dependéncia num mesmo individuo, o que diminui o viés
relacionado a variagio em uma populagio. Leve-se em consi-
deragao, também, o fato da andlise valorizar a correlagio dos
niveis de homocisteina e do marcador de disfungio organica,
SOFA, e nio os valores isolados de homocisteina num mes-
mo individuo.

Dentre os pontos fracos de nosso estudo podem ser des-
tacados o baixo niimero de pacientes, a inclusdo de pacientes
com idade superior a 60 anos e o fato das dosagens plasmdticas
se restringirem a homocisteina. A homocisteina ¢ estével em
uma populagio controle. Em um trabalho realizado na Aus-
trdlia foi demonstrado que os niveis séricos da homocisteina
variam muito pouco até os sessenta anos, sendo que apés esta
data existe uma relacdo linear de 1pumol/L/ década. Pacientes
com niveis elevados de creatinina estdveis (insuficiéncia re-
nal cronica) também apresentavam uma relagio linear com
148umol/L/ (umol/L).?® Estes dados foram utilizados na po-
pulagio desse estudo para corregio dos niveis de homocisteina
total. Como houve esta extrapolagio, isto pode ser considerado
um viés. Porém, isso ocorreu em apenas trés pacientes (idade
acima de 60 anos) e dois com insuficiéncia renal cronica (dois
dos trés acima de 60 anos), o que corresponde a apenas 15%
dos pacientes e 13% das amostras colhidas. Analisando outro
possivel aspecto limitador, vale dizer que o comportamento da
homocisteina respeita os niveis de cofatores das suas vias meta-
bélicas. Dois desses cofatores que poderiam se alterar durante
a resposta metabélica do quadro séptico seriam os folatos e vi-
taminas do complexo B. Estes servem como cofatores tanto na
metilagao da homocisteina (cobalamina) quanto na produgao
de cistationa (vitamina BG6).%”?
nal hipermetabdlica, a variacio destes complementos poderiam
interferir nos niveis de homocisteina. Pode ainda interferir nos
niveis destes cofatores a dieta oferecida aos pacientes incluidos
nesta amostra. Infelizmente as dosagens séricas se restringiram
a homocisteina.

) Devido a condicdo nutricio-

CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados sugerem nao haver corre-
lagao entre os niveis séricos de homocisteina e o escore SOFA
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ou a mortalidade. Sendo SOFA um marcador aceito de dis-
fungio orginica no paciente séptico conclui-se que nao foi
possivel correlacionar os niveis séricos de homocisteina com
a piora dos pardmetros funcionais dos sistemas orginicos, o
que indica a provével nio ligagdo da homocisteina na fisiopa-
tologia da disfun¢ao endotelial da sepse.

ABSTRACT

Objective: Homocysteine and sepsis are both associated
with inflammation and endothelial activation. Therefore this
study was aimed to evaluate if the plasma homocystein level is
related with the septic patient clinical severity.

Methods: Severe sepsis or septic shock patients, with less
than 48 hours from organ dysfunction start, were admitted to
this prospective observational study. Homocysteine levels were
determined by the time of study admission and then on the
Days 3, 7 and 14. The homocysteine association with the Se-
quential Organ Failure Assessment (SOFA) score was evaluated
using the Sperman test, and its association with mortality using
the Mann-Whitney test. A p<0.05 value was considered statis-
tically significant.

Results: Twenty one patients were enrolled, and 60 blood
samples were collected to measure total homocysteine [median
6.92 (5.27 — 9.74 pmol/L)]. The Sperman correlation test sho-
wed no association between homocysteine and SOFA ( r=0.15
and p=0.26). Also no correlation was found for the homocystei-
ne level by the study admission time and the difference between
the Day 3 SOFA score versus by study admission (deltaSOFA)
(r=0.04 and p=0.87). Homocysteine variation between the
Day 3 and the study admission (deltaHmc) and SOFA score
variation in the same period were not correlated (r=-0.11 and
p=0.66). Homocysteine by the study admission was not cor-
related with death in intensive care unit rate (p= 0.46) or in-
-hospital death rate (p = 0.13). This was also true for deltaHmc
(p=0.12 and p=0.99, respectively).

Conclusion: Baseline homocysteine levels and its variations
within the first dysfunction days were not related with septic
patients’ worsened organ function parameters or mortality.

Keywords: Homocysteine; Sepsis; Organ dysfunction;
Mortality
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