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ARTIGO ORIGINAL

sRAGE no choque séptico: um potencial

biomarcador de mortalidade

SRAGE in septic shock: a potential biomarker of mortality

RESUMO

Objetivo: Avaliar e compreender as
implicagoes clinicas dos niveis plasmd-
ticos de uma isoforma soldvel de um
receptor de produtos finais de glicacio
avancada (do inglés receptor for advanced

séptico demonstrou diferencas na va-
riabilidade do sRAGE em comparagio
aos demais grupos. Foi relatada, no
grupo com choque séptico, uma corre-
lagdo positiva com todos os mediadores
inflamatérios.

Conclusao: Os niveis de SRAGE se

glycation end products - sSRAGE) em dife-
rentes fases da sepse.

Métodos: Os valores do SRAGE sérico

em pacientes divididos nos grupos contro-

associaram com desfechos piores nos pa-
cientes com choque séptico. Entretanto,
uma andlise de correlacio estatistica com

' 108 X outras citocinas pré-inflamatérias indi-
le na unidade de terapia intensiva, sepse

grave, choque séptico e recuperagio de
choque séptico foram analisados do ponto

cou que as vias que levam a esses des-
fechos sao diferentes, dependendo dos
niveis de sSRAGE. A realizacao de estu-

de vista estatistico para avaliar a quantida- dos futuros para elucidar os mecanismos

de (Kruskal-Wallis), variabilidade (teste de

fisiopatoldgicos que envolvem sRAGE
Levine) e correlagio (teste Spearman rank)

) ‘ nos modelos de sepse serd de grande im-
em relagio a certos mediadores inflama-

torios (IL-1 a, IL-6, IL-8, IL-10, IP-10,
G-CSE MCP-1, IFN-y e TNF-0).

Resultados: Nio se observaram mo-

portancia clinica para possibilitar o uso
seguro desse biomarcador.

Descritores: Marcadores bioldgicos;
dificagoes nos niveis de sSRAGE entre os
grupos; contudo o grupo com choque

Inflamagao; Sepse; Choque séptico;
Sobrevivéncia

INTRODUCAO

A sepse associa-se diretamente a respostas inflamatdrias sistémicas graves.
Um dos mecanismos por meio do qual a infecgio contribui para a presenca
da via de resposta inflamatéria persistente ¢ mediada pela ligacio de ligantes
ao receptor. O receptor para produtos finais de glicacio avangada (do inglés
receptor for advanced glycation end products - RAGE) e receptores roll-like (TLRs)
pertencem ao grupo de receptores de reconhecimento padrio.”

Os ligantes para RAGE incluem AGEs, a familia S100 de proteinas, pep-
tideo beta-amiloide, HGMG1, MACI e LPS. A interacio entre RAGE e seus
ligantes é promovida e mediada pela cascata do fator de transcricao NF-kB,
culminando com a produgao aumentada de mediadores inflamatérios. Seme-
lhantemente a alguns membros da familia TLR (TLR-2 e TLR-4), os RAGE
tém uma isoforma soltvel (SRAGE) que se origina da conexio alternativa do
mRNA e/ou de clivagem proteolitica.*?
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Existe atualmente um debate na literatura com relacao
as fungoes do sSRAGE. Alguns pesquisadores acreditam que
o sRAGE age como um receptor “falso”, que impede o au-
mento dos mediadores pré-inflamatérios, enquanto outros
pesquisadores relacionam o sSRAGE com a propagagio da
resposta inflamatéria, por ligar-se com receptores CD11b nos
leucécitos. > As diferentes opinies sdo, em parte, justifica-
das, considerando-se a falta de dados publicados com relagio
a0 SRAGE. Para ajudar a elucidar as fungées do sSRAGE, este
estudo teve como objetivo avaliar a correlagio entre os niveis
plasmdticos de sSRAGE, a resposta inflamatéria e a sobrevi-
véncia em pacientes com graus variados de sepse.

METODOS

Delineamento do estudo

Este foi um estudo prospectivo de coorte realizado em
uma das unidades de terapia intensiva (UTI) do Hospital
das Clinicas da Universidade de Sao Paulo e foi concebido
como parte do projeto BRISK (Brazilian Initiative for Sepsis
Knowledge), langado em 2009 para investigar muitos dos as-
pectos moleculares da sepse. Pacientes cirtrgicos, de trauma
e com sindrome corondria sio geralmente admitidos a outras
UTT de nosso hospital, o que torna nossa populagio muito
homogénea. Sepse, acidente vascular cerebral, nivel alterado
de consciéncia, edema pulmonar e asma/doenga pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC) sio as cinco causas que respon-
dem por 90% das admissoes incluidas neste estudo.

Foram excluidos pacientes com menos de 18 anos
de idade, gestantes, com doencas malignas disseminadas
recebendo  quimioterapia, HIV  positivos, com doenca
hepdtica avancada, condigoes de fim de vida, assim como
0S que recusaram Seu consentimento para participa¢ao no
estudo. Os pacientes restantes foram divididos em quatro
grupos: (1) controle na UTT (pacientes admitidos a UTT por
causas no infecciosas); (2) grupo com sepse grave (pacientes
admitidos & UTI por sepse grave ou que desenvolveram
sepse grave durante a permanéncia); (3) grupo com choque
séptico (pacientes admitidos & UTT por choque séptico ou
que desenvolveram choque séptico durante a permanéncia
na UTI); e (4) grupo de recuperagio do choque séptico
(pacientes que se recuperaram do choque séptico). Foram
colhidos dados e amostras de sangue dos pacientes quando
da admissao ou quando do diagndstico de sepse grave ou
choque séptico pela equipe médica. Definiram-se sepse
grave e choque séptico conforme proposto em 1992,
segundo a Conferéncia do Comité de Consenso da American
College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine
(ACCP/SCCM).© Analisaram-se os niveis séricos de sSRAGE
e mediadores inflamatérios utilizando os kits MILLIPLEX®
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MAP com base na tecnologia da Luminex® Technology

(EMD Millipore, Massachusetts, Estados Unidos).
Analise estatistica

Foram utilizados trés diferentes métodos estatisticos: (1)
o teste de Kruskal-Wallis (para comparar a quantidade de
sRAGE plasmdtico entre os grupos controle na UTI, sepse
grave, choque séptico e recuperagio do choque séptico); (2)
o teste de Levine (utilizado para comparar a variabilidade
do nivel plasmético de SRAGE entre os grupos controle na
UTI, sepse grave, choque séptico e recuperagio do choque
séptico); e (3) o teste de Spearman (utilizado para identificar
a relevancia da correlagio entre os niveis de SRAGE e me-
diadores inflamatérios nos diferentes contextos).

RESULTADOS

O teste de Kruskal-Wallis ndo mostrou qualquer dife-
renga entre os niveis plasmdticos de SRAGE nos pacien-
tes com diferentes graus de sepse; contudo, a anilise de
variabilidade (teste de Levine) indicou que o grupo de
pacientes com choque séptico foi significantemente dife-
rente em comparagao aos demais grupos (Figura 1). As
diferencas observadas na andlise de variabilidade podem
ser explicadas, parcialmente, pela avaliagio da correlacio
entre os niveis plasmdticos de SRAGE com os valores de
alguns mediadores inflamatérios.
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Figura 1 - Niveis séricos (pg/mL) de SRAGE em diferentes estagios de sepse. O nivel
de sRAGE no grupo Choque Séptico apresentou variagéo significante, detectada pelo
teste de Levine (representado no gréfico pelo simbolo *). UTI- unidade de terapia intensiva.



Foi observada correlagao positiva entre fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e SRAGE em todos os grupos, exce-
to no de pacientes que se recuperaram do choque séptico.
Houve correlagio positiva entre interferon gama (IFN-y)
e SRAGE nas condigées de sepse grave e choque séptico.
Os pacientes que desenvolveram choque séptico e os que
se recuperaram dessa condi¢do demonstraram uma cor-
relagao positiva entre os niveis de sSRAGE e de proteina
quimiotdtica de mondcitos-1 (MCP-1), e entre sSRAGE e
de fator estimulador de coldnias de granulécitos (G-CSF).
Interleucina (IL) 1 o, IL-6, IL-8, IL-10 e interferon gama
induzido por proteina 10 (IP-10) apresentaram uma cor-
relagao positiva e estatisticamente significante com SRAGE
apenas nos pacientes com choque séptico (Tabela 1).

Dependendo dos resultados dos testes de variabilidade
e correlacdo, a avaliacio da sobrevivéncia se focalizou no
grupo de pacientes que desenvolveram choque séptico. Fo-
ram encontrados niveis elevados (>500pg/mL) de sSRAGE
em cinco pacientes, sendo que quatro pacientes (80%)
vieram a falecer. Foram encontrados niveis diminuidos de
sRAGE (<100pg/mL) em sete pacientes, sendo que cinco
deles (71%) faleceram. Dentre todos os pacientes inclui-
dos no grupo com choque séptico (n=26), 46,1% (n=12)
morreram na UTI. Além disso, 75% (n=9) dos pacientes
que morreram tinham niveis elevados ou diminuidos de
sRAGE. Esses resultados indicam que niveis elevados e di-
minuidos de sSRAGE (em conjunto) representam sensibili-
dade de 75%, especificidade de 85%, valor preditivo posi-
tivo de 75% e valor preditivo negativo de 85% em relagao
ao prognéstico de dbito em pacientes com choque séptico.

Para verificar o grau de correlagio entre sSRAGE e me-
diadores inflamatdrios associados com a sobrevivéncia
do paciente, o grupo com choque séptico foi dividido,
para anilises adicionais de correlagio entre pacientes com

Tabela 1 - Andlise de correlagdo com sRAGE nos diferentes estagios de sepse
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choque séptico que sobreviveram e pacientes que falece-
ram. Com excegio da quimocina MCP-1, que comparti-
lhou uma correlagio significante entre os dois grupos ava-
liados, todos os demais mediadores inflamatérios (IL-1 a,
IL-6, IL-8, IL-10, IP-10, G-CSE IFN-y e TNF-a) apre-
sentaram uma correlagio positiva significante apenas no
grupo de pacientes que morreram (Tabela 2).

Foi realizada uma andlise de correlacio para compreen-
der quais mediadores inflamatérios se associam com dbito
em concentragdes de SRAGE aumentadas (>500pg/mlL)
ou reduzidas (<100pg/mL). O sRAGE apresentou corre-
lagdes significantes com IL-1 a, IFN-y e TNF-a em pa-
cientes que apresentaram aumento nos niveis de sSRAGE.
Em contraste, o grupo de pacientes com diminuigio dos
niveis de sSRAGE nio apresentou qualquer correlacio
significante com qualquer dos mediadores inflamatérios
investigados (Tabela 2).

DISCUSSAO

As cascatas de sinalizacio e ligantes para RAGE na li-
teratura sugerem um papel fundamental desse receptor no
processo inflamatério. Por tal razdo, alguns estudos asso-
ciaram o RAGE com vdrias patologias.”

O primeiro trabalho relativo a niveis plasmdticos aumen-
tados de RAGE em pacientes com sepse ¢é relativamente re-
cente, tendo sido publicado por Bopp et al.®) Nesse estudo,
pacientes com sepse grave e choque séptico (combinados
em um Unico grupo) apresentaram aumento dos niveis de
sRAGE no plasma em comparagio aos controles sauddveis.
Além disso, pacientes sépticos que morreram tinham niveis
plasmdticos aumentados de SRAGE em comparagio aos
que sobreviveram. Foram recentemente descritos dados si-
milares relatando niveis plasmdticos aumentados de sSRAGE
com 6bito em pacientes sépticos.”)

Controle na UTI (N=23) Sepse grave (N=17)

Choque séptico (N=26) Recuperagao de choque séptico (N=7)

r Valor de p r Valor de p r Valor de p r Valor de p

IL-1a 0,34 >0,05 037 >0,05 0,37 <0,05* 0,03 >0,05

IL-6 0,09 >0,05 0,08 >0,05 0,59 <0,01* 017 >0,05

IL-8 013 >0,05 0,01 >0,05 0,58 <0,01* 0,07 >0,05
IL-10 0,31 >0,05 013 >0,05 0,46 <0,01* -0,07 >0,05
G-CSF 0,04 >0,05 0,02 >0,05 0,51 <0,01* 0,85 <0,05%
IFN-y 0,46 >0,05 0,58 <0,05* 0,44 <0,05* 0,42 >0,05
IP-10 0,44 >0,05 0.39 >0,05 0,46 <0,01* -0,07 >0,05
MCP-1 0,01 >0,05 014 >0,05 0,76 <0,001* 0,82 <0,05%
TNF-a 0.47 <0,05* 0,47 <0,05* 0,56 <0,01* 0,46 >0,05

UTI - unidade de terapia intensiva; IL - interleucina; G-CSF - fator estimulador de col6nias de granulécitos; IFN-y - interferon gama; IP - interferon gama induzido por proteina-10; MCP - proteina

quimiotatica de mondcitos; TNF-a - fator de necrose tumoral alfa. * Valores de p<0,05.
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Tabela 2 - Andlise de correlagdo com sRAGE em pacientes com choque séptico

Sobreviventes (N=14)

Nao sobreviventes (N=12)

Total Total Com aumento de SRAGE (N=4)  Com diminuicao de SRAGE (N=5)
r Valor de p r Valor de p r Valor de p r Valor de p
1o 0.18 >0,05 0,58 <0,05* 0,96 <0,05* 0.10 >0,05
IL-6 0,30 >0,05 0,76 <0,01* 0,38 >0,05 0,70 >0,05
IL-8 0,46 >0,05 0,65 <0,05* 0,43 >0,05 0,30 >0,05
IL-10 0,05 >0,05 0,77 <0,01* 0,24 >0,05 0.30 >0,05
G-CSF 0,04 >0,05 0,70 <0,01* 0,19 >0,05 0,40 >0,05
IFN-y 0,11 >0,05 0,70 <0,01* 0,99 <0,01* -0,20 >0,05
IP-10 0.44 >0,05 0,69 <0,05* 0,69 >0,05 0,30 >0,05
MCP-1 0,64 <0,05* 0,77 <0,01* 0,24 >0,05 0,30 >0,05
TNF-a 018 >0,05 0,81 <0,01* 0,98 <0,01* 0,50 >0,05

IL - interleucina; G-CSF - fator estimulador de colénias de granuldcitos; IFN-y - interferon gama
TNF-a - fator de necrose tumoral alfa. * Valores de p<0,05.

Embora os grupos tivessem organizagao diferente, os
resultados do presente estudo ndo demonstram os mes-
mos aspectos descritos por Bopp et al.®’ Inicialmente, nao
foram observadas diferencas estatisticamente significantes
nos niveis plasmdticos de SRAGE entre os diferentes graus
de sepse (sepse grave e choque séptico), mesmo quando
se comparou entre individuos que deram entrada na UTI
por razdes nao infecciosas ou individuos que estavam em
recuperacio de choque séptico. Nao se encontraram di-
ferencas estatisticamente significantes entre pacientes que
sobreviveram e pacientes que morreram na vigéncia de
choque séptico, segundo o teste  de Student.

Nossos resultados indicaram uma diferenca estatisti-
camente significante na variabilidade de sSRAGE no gru-
po com choque séptico em relagio aos demais grupos
(Figura 1). E possivel que diminuicoes nos niveis sangui-
neos de SRAGE possam estar associadas com aumento da
mortalidade em choque séptico.

Os resultados da andlise de correlacio entre sSRAGE e
mediadores inflamatérios nos diferentes grupos (Tabela 1)
sugerem que a correlagdo positiva entre TNF-o e SRAGE
pode ser um fator importante no processo que se desen-
volve durante um choque séptico, porque apenas os pa-
cientes que se recuperaram do choque séptico deixaram
de apresentar correlagio estatisticamente significante nes-
sa andlise. Semelhantemente, a correlagio positiva entre
IFN-y e sSRAGE pode consistir em uma diferenca entre
o grupo de individuos no grupo da UTT e o grupo que
desenvolveu sepse grave. Finalmente, as correlagoes signi-
ficantes entre SRAGE e IL-1 a, IL-6, IL-8, IL-10 e IP-10
s6 foram encontradas no grupo com choque séptico.

Os niveis plasméticos de sSRAGE parecem associar-se
com seus ligantes. Estudo in vitro de Raucci et al."” relatou
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; IP - interferon gama induzido por proteina-10; MCP - proteina quimiotatica de monocitos;

que quando ocorre a clivagem, os niveis gerais de RAGE
aumentam. Semelhantemente, aumenta a quantidade de
sRAGE no sobrenadante de células tratadas com HMGB1
(um dos ligantes para RAGE). Foram observados resulta-
dos similares no estudo de pacientes com niveis elevados
de AGE.M"Y

Foi relatado que um aumento do nivel de SRAGE se-
ria um mecanismo protetor, pois sua presenca no plasma
contribui para a remogio ou neutralizagio de ligantes para
RAGE, assim agindo como um receptor “falso”.” Contudo,
Wang et al.” relataram um efeito deletério do SRAGE no
processo inflamatdrio, pois se ligaria aos receptores CD11b
dos leucdcitos, propagando assim a inflamagio.

Nossos resultados a respeito da correlacio estatisti-
ca entre o nimero total de pacientes que sobreviveram e
todos os que morreram (Tabela 2) indicaram que os pa-
cientes que morreram apresentaram uma correlagio posi-
tiva entre SRAGE e diversos mediadores pré-inflamatérios
(IL-1 a, IL-6, IL-8, IP-10, IFN-y e TNF-a).

No grupo de pacientes com niveis aumentados de
sRAGE (>500pg/mL) e que morreram, foram observa-
das correlagoes positivas entre SRAGE e IL-1 a, IFN-y
e TNF-a (Tabela 2). Esses resultados sio coerentes com
os propostos por Wang et al.®, sugerindo que, durante o
choque séptico, niveis elevados de sSRAGE parecem se as-
sociar com desfechos piores, por meio de vias relacionadas
com IL-1 a, IFN-y e TNF-a.

Surpreendentemente observamos que niveis diminui-
dos de sSRAGE no plasma (<100pg/mL) podem também
estar correlacionados aos niveis mais elevados de mortali-
dade. Entretanto, nao pudemos encontrar qualquer cor-
relagio com os mediadores inflamatérios investigados.
Assim, s3o necessdrios mais estudos para elucidar as vias



relacionadas com os niveis diminuidos de sRAGE que
levam a desfechos piores.

CONCLUSAO

Observamos que niveis aumentados de sSRAGE se as-
sociam com desfechos piores em pacientes com choque
séptico; igualmente, niveis reduzidos de sSRAGE se asso-
ciam com aumento da mortalidade. Entretanto, a andlise
de correlacio indicou que as vias que levam ao ébito asso-
ciadas a aumento ou diminui¢do de niveis plasmdticos de
sRAGE sao diferentes. Serdo de grande importancia, para
o uso seguro desse biomarcador, futuros estudos para elu-
cidar os mecanismos fisiopatolégicos desencadeados por

sRAGE em sepse.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate and understand the clinical
implications of the plasma levels of a soluble isoform of a
receptor for advanced glycation end products (sRAGE) in
different stages of sepsis.

Methods: Serum sRAGE values in patients who were divided
into intensive care unit control, severe sepsis, septic shock and
recovery from septic shock groups were statistically analyzed to assess
quantity (Kruskal-Wallis), variability (Levine test) and correlation
(Spearman rank test) with certain inflammatory mediators (IL-1 a,
IL-6, IL-8, IL-10, IP-10, G-CSE, MCP-1, IFN-y and TNF-a).

Results: No changes in sSRAGE levels were observed among
the groups; however, the septic shock group showed differences

in the variability of sSRAGE compared to the other groups.
A positive correlation with all the inflammatory mediators was
reported in the septic shock group.

Conclusion: sRAGE levels are associated with worse
outcomes in patients with septic shock. However, a statistical
correlation analysis with other proinflammatory cytokines
indicated that the pathways leading to those outcomes are
different depending on the sRAGE levels. Future studies to
elucidate the pathophysiological mechanisms involving sSRAGE
in models of sepsis are of great clinical importance for the safe

handling of this biomarker.

Keywords: Biological markers; Inflammation; Sepsis; Shock,
septic; Survival
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