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Interleucina-12 em criangas com sepse e choque
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Interleukin-12 in children with sepsis and septic shock

RESUMO

Objetivo: Examinar o comportamen-
to da interleucina-12 e verificar se pode ser
utilizada para diferenciar condi¢oes sépti-
cas em criangas.

Métodos: Foram inscritas, de forma
prospectiva, entre janeiro de 2004 e de-
zembro de 2005, criancas com idades de
28 dias a 14 anos, subdivididas nos grupos
sepse (SG; n=47) e choque séptico (SSG;
n=43). A interleucina-12 foi avaliada
quando da admissio (T0) e 12 horas mais
tarde (T12). A gravidade da doenca foi
avaliada utilizando o escore PRISM.

Resultados: A interleucina-12 nio
diferenciou criangas com sepse das com
choque séptico quando da admissio
[SSG: 0,24 (0-22,64)=SG: 1,23 (0-
511,6); p=0,135)] e na avaliagio T12
[SG: 6,11 (0-230,5)=SSG: 1,32 (0-61,0);
p=0,1239)]. Na comparacio entre os
momentos, nio foi observada diferen-

ca estatistica para SG [SG, TO0: 1,23 (0-
511,6)=T12: 6,11 (0-230,5); p=0,075].
Entretanto, em casos de SSG, a interleu-
cina-12 aumentou entre as avaliacoes TO
e T12 [SSG, TO: 0,24 (0-226,4)<T12:
1,32 (0-61,0); p=0,018]. As porcentagens
médias de concordancia entre o diagnds-
tico clinico e os achados laboratoriais fo-
ram de 59,7% e 58,5% respectivamente
para SG e SSG, sem diferenca estatistica
entre os grupos ¢ momentos de avalia-
¢ao (p>0,05). Para ambos os grupos, nao
houve correlacio entre interleucina-12 na
admissio e o escore PRISM.

Conclusao: A interleucina-12 nio
diferencia as condicoes sépticas e nio se
relaciona com a gravidade da doenga por
ocasido da admissio. Em pacientes com
choque séptico, a interleucina-12 aumenta
com o tempo.
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A identificago precoce de sepse ainda é um dos grandes desafios na medicina
intensiva e é central para seu controle clinico."? Os sinais clinicos de sepse ou seus
achados laboratoriais tipicos sio observados mais tardiamente, quando jd ocorreu
faléncia de multiplos érgaos e sistemas (FMOS), e a mortalidade é consideravel-
mente maior. Assim, a efetividade de novas estratégias terapéuticas estd diretamente
relacionada com a rapidez com que ¢ estabelecido o diagnéstico de sepse.”

Em resposta a diversos estimulos infecciosos e nao infecciosos, os mondcitos/
macréfagos liberam uma série de mediadores, inclusive citocinas, envolvidas na
resposta pré-inflamatéria da sepse. A liberagao excessiva desses mediadores resulta
no desenvolvimento de inflamagio em todo o corpo e desempenha um papel im-
portante na patogénese da sepse e do choque séptico.” Em modelos de animais,
a fase pré-inflamatéria sistémica inicial envolve o fator de necrose tumoral alfa



(TNF-alfa), interleucina-1 (IL-1), IL-6 e interferona gama
(IFN-y), que agem em sinergia com a IL-12 para induzir o
choque séptico.”

A IL-12, uma das citocinas inflamatérias mais impor-
tantes, ¢ uma citocina heterodimérica produzida principal-
mente por células com antigenos e desempenha um papel-
-chave na natureza decisiva da resposta imune a antigenos
exdgenos e enddgenos. A IL-12 é composta por duas subu-
nidades proteicas com ligagao dissulfeto designadas p35 e
p40, que sio codificadas por dois genes diferentes. Essa
citocina ¢ um intermedidrio importante entre a imunidade
inata e adaptativa, jd que ¢ secretada sob estimulagao de mo-
nécitos/macréfagos e células dendriticas, e ativa a produgio
e proliferagao de interferona, e a atividade citolitica das cé-
lulas natural killer e linfécitos T.”

O papel da IL-12 na sepse e no choque séptico ainda ¢
assunto controvertido tanto no campo experimental quanto
clinico. A administracio de E. co/i vivos desencadeia a libera-
¢do da subunidade de IL-12 biologicamente ativa p70. Sua
neutralizacio proporciona um claro beneficio de sobrevida
ap6s administragio de uma dose alta de lipossacarideo (LPS)
em camundongos.®!” Outros achados experimentais, entre-
tanto, ddo suporte ao conceito de que o comprometimento
da produgao de IL-12 pode limitar gravemente a defesa do
hospedeiro contra algumas infecgoes e, entao, associar-se com
taxas mais elevadas de mortalidade.®!'?

Clinicamente, em um estudo recente de 1.113 pacien-
tes submetidos 2 cirurgia eletiva do trato gastrintestinal alto
e baixo, foram isolados mondcitos do sangue periférico, esti-
mulados com IFN-y e LPS, sendo a produgio de IL-12 por
essas células quantificada para correlacionar com a taxa de
sobrevida. Os autores identificaram que a secre¢ao pré-opera-
toria de IL-12 p70 e IL-12 p40 pelos mondcitos estava signi-
ficantemente reduzida em pacientes que desenvolveram sepse
pos-operatéria letal em comparagio a pacientes que sobre-
viveram 2 sepse e pacientes com recuperagio pds-operatdria
sem intercorréncias. Mais ainda, a produgéo pré-operatéria de
IL-12 pelos mondcitos foi um fator preditivo independente
de desfecho letal em sepse pds-operatéria.® Semelhantemen-
te, em 66 pacientes que desenvolveram sepse pés-operatoria,
Emmanuilidis et al."”® observaram niveis significantemente
mais baixos de IL-12 no grupo controle, mas nao observaram
diferencas nos valores entre pacientes que sobreviveram e os
que ndo sobreviveram.

Apenas um estudo foi identificado em pacientes pedi-
dtricos, mostrando uma correlagio positiva entre os niveis
plasmdticos de IL-12 e a gravidade da doenca medida por
meio do escore Pediatric Risk of Mortality (PRISM) em pa-
cientes criticamente enfermos com diagnéstico de menin-
gococcemia.'?
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Esses resultados conflitantes, juntamente da falta de es-
tudos em pacientes pedidtricos avaliando o papel da IL-12,
indicam a necessidade de definir melhor sua utilidade para
diagnosticar sepse/choque séptico em criangas. Os objetivos
do estudo foram: estudar o comportamento da IL-12 em
criangas com diagndsticos clinicos de sepse ou choque séptico
e verificar se esse mediador ¢ também um indicador de gra-
vidade da doenca, e capaz de diferenciar entre sepse e choque
séptico em criangas ap6s o periodo neonatal.

METODOS

Pacientes, definigoes e monitoramento

Este foi um estudo observacional prospectivo realizado
entre janeiro de 2004 e dezembro de 2005, incluindo crian-
cas com idades entre 28 dias e 14 anos, admitidas 4 unidade
de terapia intensiva pedidtrica (UTIP) do Hospital Univer-
sitdrio da Faculdade de Medicina de Botucatu da Universi-
dade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP),
com diagndstico de sepse ou choque séptico. Foram exclui-
das as criangas que tivessem doencas inflamatdrias cronicas,
neurolégicas degenerativas, de imunodeficiéncia primdria ou
adquirida; estivessem em terapia com corticosteroides, anti-
-inflamatérios nao esteroides ou antibiéticos por mais de 24
horas; tivessem sofrido traumatismo ou queimadura; ou esti-
vessem em tratamento pds-operatdrio. O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
de Botucatu da UNESP. Antes do recrutamento, foi obtido
um termo de consentimento livre e esclarecido por escrito
dos pais ou guardides legais. Todos os procedimentos foram
realizados em conformidade com os padrées éticos do comité
responsdvel pela experimentagio em humanos e com a De-
claragio de Helsinque de 1975, revisada em 1996.

Sepse e choque séptico foram definidos conforme os crité-
rios estabelecidos pela Conferéncia de Consenso de 2001.1
Como a mais recente conferéncia de consenso sobre defini-
coes de sepse teve seus resultados publicados quando o estudo
jé estava praticamente em andamento, a adequagio do proto-
colo de diagnéstico foi revisado conforme necessario.

Quando da admissdo os pacientes foram designados para
um de dois grupos de estudo: sepse (SG) ou choque séptico
(§SG). O diagnéstico de sepse ou choque séptico foi acorda-
do para cada paciente por um consenso entre todos os pes-
quisadores em reunides semanais. Como os pacientes com
sepse podem progredir para choque séptico, o diagndstico
inicial foi considerado como critério definitivo para designa-
G40 ao grupo de estudo.

Os pacientes foram monitorados e tratados segundo o
estabelecido pela forca tarefa da Society of Critical Care Medi-
cine."” FMOS foi definida como a presenca de pelo menos
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duas disfuncoes de 6rgaos diagnosticadas segundo critérios
pré-estabelecidos."” O escore PRISM foi calculado por oca-
sido da admissdo para todos os pacientes.®

Coleta de amostras para os exames

A primeira amostra de sangue foi obtida & admissao e ro-
tulada como T0. Outra amostra foi obtida 12 horas mais tar-
de e rotulada como T12. Os resultados das andlises bioquimi-
cas nao foram disponibilizados para os médicos responsaveis.
As amostras de sangue para os ensaios de IL-12 foram de 2
mL para TO e 2 mL para T12. Apés a coleta, as amostras de
sangue foram centrifugadas e o plasma armazenado a -70°C
até a realizagio do ensaio de IL-12.

Mensuracao de IL-12

As concentragoes de IL-12 foram medidas por ELISA
(ensaio de imunoabsorcio ligado a enzima) utilizando o siste-
ma Duo Set (R&D System, Minneapolis, MN, EUA). Cada
amostra foi testada em triplicata, obtendo-se o valor médio.
O limite de detec¢ao foi de 4 pg/mL e as variagdes nos ensaios
e entre os ensaios foram respectivamente de 5% e 7%. Essa
metodologia permitiu a identificagio da subunidade de IL-
12 p70, a fragao biologicamente ativa desse mediador.

Andlise estatistica

Foram realizadas, na admissao, andlises da distribuicao
entre os géneros, focos de infecgdo e escore PRISM. Os niveis
plasmdticos de IL-12 foram comparados por momento de
avaliacio de grupos.

Geénero, foco de infecgio e momento de avaliagio entre os
grupos foram analisados utilizando o teste de Goodman para
contrastes entre populagoes multinomiais. A avaliagio dos
grupos por idade e escores PRISM foi realizada utilizando o
teste U de Mann-Whitney. Foi utilizada andlise de medidas
repetidas para comparar IL-12. A correlagio entre o escore
PRISM e IL-12 foi examinada com o teste de Spearman. A
concordéncia entre o diagnéstico clinico e os niveis de IL-
12 foi analisada pela percentagem de pacientes com niveis
plasmadticos acima e abaixo do limite de detec¢ao, sendo os
resultados comparados utilizando o teste exato de Fisher.
Todas as conclusées levaram em consideragao um nivel de
significAncia de 5%.

RESULTADOS

Durante o periodo do estudo foram admitidos 2 UTIP
689 pacientes, sendo que 59 atendiam os critérios para sep-
se e 65 para choque séptico. Doze pacientes foram excluidos
do grupo SG (6 haviam recebido antibidticos por mais de
24 horas, 4 eram pacientes em pés-operatério e 2 tinham
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doenga neurolédgica degenerativa), e 22 foram excluidos do
grupo SSG (12 haviam recebido antibidticos por mais de 24
horas, 3 tinham doenca inflamatéria cronica ativa, 2 tinham
doenga neuroldgica degenerativa, 2 haviam recebido corti-
costeroides, e 3 morreram antes que pudessem ser coletadas
amostras). Assim, a amostra final compreendeu 90 pacientes,

sendo 47 no SG e 43 SSG.

Comparacao entre os grupos: caracteristicas gerais

A Tabela 1 mostra uma comparagio entre os grupos com
relagao a idade, género e escore PRISM. Os grupos nao di-
feriram estatisticamente em termos de idade ou género. En-
tretanto, eles foram estatisticamente diferentes em termos de
gravidade da doenga, avaliada pelo escore PRISM, que foi
maior no grupo SSG [SSG: 29 (19,6-33,5)>SG: 17,8 (16-
21,7); p<0,05]. A frequéncia de progressao para FMOS foi
significantemente maior no SSG [SSG: 42/43 (97,7%) ver-
sus SG: 11/47 (23,4%); risco relativo = 4,17; p<0,05]. Trés
pacientes (6,4%) no grupo SG e 11 (25,6%) no grupo SSG

morreram.

Tabela 1 - Comparagéao dos grupos sepse e choque séptico quanto a idade, género
e escore PRISM

Variavel Sepse Choque séptico  Valor de p
(N=47) (N=43)
Idade (meses) 24.(2-167) 12 (1-204) p> 0,05
Género
Masculino 26 (57,3) 26 (60,5) p> 0,05
Feminino 21 (42,7) 17 (39,5)
PRISM 17,8 (16,0-21,7) 29 (19,6-33,5) p <005

N - nimero de pacientes; PRISM - Pediatric Risk of Mortality. Resultados expressos como
mediana (minimo-méximo) ou nimero (%). Teste de Mann-Whitney; teste de Goodman.

Foram isolados micro-organismos de culturas de sangue
e liquor raquidiano em 54 pacientes. As culturas de san-
gue foram positivas em 40 pacientes, 29 (72,5%) no grupo
SSG, e as culturas de liquor raquidiano foram positivas em
14 criangas, 11 delas (78,6%) no grupo SSG. Foram iden-
tificados germes Gram negativos em 38 (70,4%) pacientes
(Pseudomonas aeruginosa; Haemophilus influenzae; Acineto-
bacter baumannii; e Klebsiella sp); em 11 (20,4%) pacientes
foram identificados micro-organismos Gram positivos (Sta-
phylococcus aureus; Streptococcus pneumoniae; Staphylococcus
epidermidis) e em outros 4 pacientes (7,4%) a infecgdo era
polimicrobiana. Foi diagnosticada infecgio fingica (Candida
albicans) em um paciente (1,8%).

Os pulmoes foram o foco primdrio de infec¢ao no grupo
SG [pulmées: 33 (70,2%) versus sistema nervoso central: 5
(10,6%) versus intestinos: 4 (8,5%) versus outros: 5 (10,6%);
p<0,05] e em comparagio entre os dois grupos [SG: 33
(70,2%) wversus SSG: 17 (39,5%); p<0,05]. A distribuicao

dos focos de infecciao nio foi estatisticamente diferente no



grupo SSG [pulmées: 17 (39,5%) versus sistema nervoso cen-
tral: 11 (25,6%) versus intestinos: 8 (18,6%) wversus outros: 7

(16,3%); p>0,05].

IL-12 nos momentos TO e T12 e escore PRISM

A comparagio dos niveis de IL-12 no momento T0O [SG:
1,23(0-511,6)=SSG: 0,24 (0-226,4); p=0,135] e T12 [SG:
6,11 (0-230,5) = SSG: 1,32 (0-61,0); p=0,1239] nao revelou
diferengas estatisticas entre os grupos (Figura 1). A compara-
cdo entre os momentos (T0 versus T12) nio revelou diferen-
cas estatisticas no grupo SG [SG-T0: 1,23 (0-511,6) = T'12:
6,11 (0-230,5); p=0,075], porém mostrou um aumento sig-
nificante nos niveis de IL-12 entre os momentos T0 e T12 no
grupo SSG [SSG - T0: 0,24 (0-226,4)<T12: 1,32 (0-61,0);
p=0,018] (Figura 1).

Uma propor¢io maior de pacientes teve niveis de IL-12
acima do limite estabelecido pelo laboratério tanto em TO

quanto T12 [TO: acima (SG=63,04%)=(SSG=53,6%) e
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Figura 1 — Concentragao plasmética de interleucina-12 para os grupos sepse (painel

A) e chogue séptico (painel B) na admissao (T0) e 12 horas mais tarde (T12). Mediana,
10°, 25°, 75° e 90° percentis como barras verticais com barras de erros e valores individuais.
*p <0,05 T12 versus TO para o grupo choque séptico. Teste de Wilcoxon.
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T12: acima (§G=56,5%)=(SSG=63,4%)] porém sem qual-
quer diferenca estatistica entre os grupos ou momentos de
avaliagdo (p>0,05). As percentagens médias de concordancia
entre o diagndstico clinico e os achados laboratoriais foram
de 79,7% e 58,5% respectivamente para os grupos SG e
SSG, sem qualquer diferenca estatistica entre os grupos ou
momentos de avaliagao (p>0,05).

Nazo houve correlagio positiva entre os niveis de IL-12
e escore PRISM no momento TO tanto no SG (r=0,19;
p=0,028) quanto no SSG (r=0,20; p=0,215).

DISCUSSAO

Demonstramos que, na admisso, a por¢ao p70 de IL-12
nio diferenciou criancas com sepse ou com choque séptico.
Também nio houve diferenca significante entre os grupos na
concordéncia entre os diagnésticos clinicos de sepse ou cho-
que séptico e os niveis de IL-12. Em contraste, ao estudar 117
neonatos com sepse, Sherwin et al."” concluiram que a IL-12
p70 pode ser utilizada para confirmar a sepse. Previamente,
ao comparar a IL-12 com outras citocinas, encontramos uma
percentagem mais elevada (acima de 90%) de pacientes nos
quais o diagndstico de sepse e choque séptico concordou com
os achados laboratoriais para IL-6, procalcitonina e proteina
C-reativa®*?" mais do que com IL-12.

Estudos que relataram efeitos deletérios da IL-12 tanto
em modelos experimentais®**? quanto em estudos realiza-
dos em seres humanos!*? observaram uma correlagao entre
o aumento da subunidade p40 e mortalidade. Assim como
Sprong et al.*”Y em criangas com doen¢a meningocdcica,
também ndo observamos uma correlagio entre IL-12 p70 e
a gravidade da doenga avaliada pelo escore PRISM. Os mes-
mos resultados foram obtidos por Livaditi et al.*® em 44 pa-
cientes adultos criticamente enfermos. Em contraste, foi rela-
tada uma correlagio entre IL-12 e a gravidade da doenga em
criangas com queimaduras.*” Em um achado interessante,
observamos que a IL-12 aumentou apés 12 horas em nossos
pacientes com choque séptico.

Muitos fatores podem ter influenciado nossos resulta-
dos. A discordancia entre os achados dos dados de IL-12 em
pacientes sépticos pode estar ligada a curta meia-vida da IL-
12,27 4 sua cinética, a0 momento da coleta das amostras de
sangue, 4 intensidade do estimulo, as diferencas na idade dos
pacientes e suas condi¢oes clinicas,”® e & subunidade de IL-
12 estudada.”? Foi demonstrado que a subunidade p40 de
IL-12 ¢ produzida imediatamente ap6s o estimulo enquanto
a p40® ¢ produzida de 12 a 72 horas apés o estimulo, com
pico em torno de 36 horas;®” isto é apds 0 momento em que
coletamos a segunda amostra. Entretanto, o estimulo imuno-
légico ¢ mais intenso em pacientes com choque séptico, o que
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nos possibilitou detectar um aumento de IL-12 no momento
T12, diferentemente do grupo com sepse em que o estimu-
lo foi menos intenso. E também possivel que, no inicio do
estimulo infeccioso, a liberagao mais precoce da subunida-
de p40 tenha diminuido a atividade da p70, um efeito mais
pronunciado em pacientes com enfermidade menos grave.®"
Esse desequilibrio entre as isoformas bioativas, que provavel-
mente tém a finalidade de controlar o excesso de inflamago,
também pode tornar os pacientes sépticos mais suscetiveis as
infecgoes hospitalares.®” Um outro ponto que deve ser men-
cionado ¢ que, dependendo da ativagio de células imunes,
ocorre uma liberacio de ATP para o espago extracelular. Foi
demonstrado que o ATP tem mdltiplos efeitos anti-inflama-
térios, desempenhando um papel na diminuicio da reagio
imune excessiva em doencas infecciosas. Em situagoes como
asepse e o choque séptico, 0 ATP é liberado a partir de células
mortas; isso pode diminuir a agao da IL-12 dos macréfagos,
acentuando a liberacio de citocinas inflamatérias.®?

Algumas das diferencas nos resultados quando se estu-
da a IL-12 podem ser relacionadas as diferentes populacoes
analisadas. Upham et al.®¥ estudaram IL-12 em voluntdrios
sauddveis em diferentes faixas etdrias: ao nascer, aos 5 anos
de idade, aos 12 anos de idade e na vida adulta. Esses autores
observaram que a subunidade p70 diferiu grandemente nos
quatro grupos, sendo mais baixa em pacientes mais jovens.
Eles também relataram que a capacidade de sintetizar IL-12
em niveis compardveis aos do adulto s6 parece ser atingida na
adolescéncia. Em nossa série, estudamos um grupo heterogé-
neo em termos de idade, envolvendo idades entre 1 més e 15
anos, com uma grande propor¢ao de pacientes mais jovens;
isso pode ter limitado a detecgao de aumentos de IL-12 e
influenciado nossos resultados.

Limitagoes e implicacées deste estudo

Primeiramente, nosso comité de ética nao nos permitiu
incluir um grupo controle; isso dificultou a realizagio de cil-
culos de sensibilidade, especificidade e chance. Em segundo
lugar, o uso de critérios de diagnésticos clinicos pode ter in-
troduzido um viés na classificacio dos pacientes. Como os
resultados de IL-12 foram mantidos confidenciais para os
médicos responsdveis pelo tratamento, estes nao foram in-
fluenciados pelos resultados, o que significa que a falta de um
padrio-ouro para o diagndstico ndo comprometeu nossos
resultados. Finalmente, a influéncia de diferentes classes de
antibidticos e corticosteroides nos niveis de IL-12 nao deve
ser ignorada, assim como nao se deve ignorar a influéncia do
tipo de disfungio organica ou duragio da doenga. Alguns
dos pacientes com meningite sé receberam corticosteroides
nas primeiras 48 horas; portanto, cremos que esse fdrmaco
teve pouco efeito em nossos resultados. Com relagao ao tipo
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de disfuncio orginica ou doenca, o cardter clinico de nosso
estudo implica que, quando da admissao, os pacientes possi-
velmente estariam em diferentes fases da doenga. Cremos que
a exclusio de criancas que jé estavam utilizando antibidticos
por mais de 24 horas minimizou esses efeitos.

CONCLUSAO

Os niveis de I1.-12 nao diferenciaram entre as condigoes
sépticas e nio estao relacionados com a gravidade da doenca
quando da admissdo. Esses niveis aumentam com o tempo
em pacientes com choque séptico.
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ABSTRACT

Objective: To examine the behavior of interleukin-12 and verify
whether it can be used to differentiate septic conditions in children.

Methods: Septic children aged between 28 days and 14 years,
prospectively enrolled from 01/2004 to 12/2005, were divided into
sepsis (SG; n=47) and septic shock (SSG; n=43) groups. Interleu-
kin-12 levels were measured at admission (T0) and 12 hours later
(T12). Disease severity was assessed by the PRISM score.

Results: Interleukin-12 levels did not differentiate children
with sepsis from those with septic shock at admission [SSG: 0.24
(0-226.4)=SG: 1.23 (0-511.6); p=0.135)] and T12 [SG: 6.11 (0-
230.5)=SSG: 1.32 (0-61.0); p=0.1239)]. Comparing time points,
no significant difference was observed in the SG [SG, T0: 1.23 (0-
511.6)=T12: 6.11 (0-230.5); p=0.075]. In SSG however, interleu-
kin-12 increased from TO to T12 (SSG, T0: 0.24 (0-226.4)<T12:
1.32 (0-61.0); p=0.018]. The mean percentage agreement betwe-
en the clinical diagnosis and laboratory findings was 59.7% and
58.5% for the SG and SSG, respectively, with no significant di-
flerence between groups and time points (p>0.05). There was no
correlation between onterleukin-12 levels at admission and the
PRISM score for either group.

Conclusion: Interleukin-12 levels cannot differentiate between
septic conditions and are not related to disease severity at admis-
sion. In septic shock patients, interleukin-12 increases with time.

Keywords: Interleukin-12; Critical care; Shock; Septic
shock; Child
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