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FESTTI, Josiane. ACTH, lipoproteinas e cortisol salivar como marcadores da
insuficiéncia suprarrenal em pacientes com choque séptico. 2012. 62f.
Dissertagcao (Mestrado em Ciéncias da Saude) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina. 2012.

RESUMO

A sepse e o choque séptico sdo as principais causas de mortalidade em UTI. Muitos
pacientes em choque séptico evoluem com insuficiéncia suprarrenal, um diagnéstico
dificil de ser determinado. A realizagdo do teste com ACTH sintético ndo é indicada
rotineiramente, devido aos custos elevados e pouca praticidade. O HDL colesterol é
precursor na biossintese do cortisol e estudos tém mostrado que baixos niveis de
HDL colesterol estdo associados a aumento de mortalidade na sepse. Este estudo
teve como objetivo avaliar se o HDL colesterol, o ACTH e o cortisol salivar s&o
preditores de insuficiéncia suprarrenal no choque séptico. O teste com ACTH
sintético foi realizado em 34 pacientes nas primeiras 24 horas do choque séptico
para determinar os pacientes respondedores e nao respondedores. Os valores de
cortisol total, livre e salivar, HDL colesterol e ACTH foram comparados entre os
grupos. Nao houve diferenga significativa nos valores de HDL colesterol entre os
pacientes respondedores e ndo respondedores (p=0,418). O HDL colesterol n&o se
mostrou preditor de insuficiéncia suprarrenal no choque séptico.

Palavras-chave: Insuficiéncia suprarrenal. HDL cholesterol. Sepse. Choque séptico.
ACTH. Cortisol. Cortisol livre. Cortisol salivar.



FESTTI, Josiane. ACTH, lipoproteins and salivary cortisol as markers of adrenal
insufficiency in patients with septic shock. 2012. 62p. Dissertation (Master in
Health Sciences) - University of Londrina, Londrina. 2012.

ABSTRACT

Severe sepsis and septic shock are major causes of mortality in ICU. Many patients
develop septic shock with adrenal insufficiency, a difficult diagnosis to be determined.
The testing with synthetic ACTH is not indicated routinely, due to high costs and poor
practicality. HDL cholesterol is a precursor in the biosynthesis of cortisol and studies
have shown that low levels of HDL cholesterol are associated with increased
mortality in sepsis. This study aims to assess whether HDL cholesterol, ACTH and
salivary cortisol are predictors of adrenal insufficiency in septic shock. The synthetic
ACTH test was performed on 34 patients within 24 hours from septic shock to
determine the responders and non-responders patients. The values of total, free and
salivary cortisol, HDL cholesterol and ACTH were compared between groups. There
was no significant difference in HDL cholesterol in patients responders and non-
responders (p = 0.418). HDL cholesterol was not a predictor of adrenal insufficiency
in septic shock.

Key Words: Adrenal insufficiency. HDL cholesterol. Sepsis. Septic shock. ACTH.
Cortisol. Free cortisol. Salivary cortisol.
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1 INTRODUCAO

A insuficiéncia suprarrenal em pacientes graves com disfungao de
multiplos o6rgdos tem sido exaustivamente estudada nas ultimas décadas (1),
entretanto, o diagndstico preciso e a intervengcdo terapéutica permanecem
controversos. Outrora considerada relativamente rara, atualmente esta condi¢cao tem
sido reconhecida com mais frequéncia em pacientes graves com sepse, infecgéo por
HIV, trauma de cranio e em pdés-operatério de cirurgia cardiaca. Particularmente em
pacientes sépticos, o tratamento com corticosterdide deve ser instituido nas
primeiras 24 horas, a fim de otimizar a perfusado tecidual e restaurar a fisiologia
celular (2). O retardo no diagnostico e, consequentemente, no tratamento, pode
contribuir decisivamente para um desfecho desfavoravel.

Considerados horménios fundamentais na manutencdo da
homeostase circulatoria, sobretudo na resposta aguda ao estresse, a producéo de
glicocorticoide e mineralocorticdide encontra-se muito elevada na sepse grave e no
choque séptico, caracterizando uma sobrecarga funcional da suprarrenal.
Paradoxalmente, essa mesma condicdo acarreta menor perfusao tecidual e
diminui¢ao da disponibilidade de lipoproteinas transportadoras de colesterol, matéria
prima para a sintese dos horménios esteroides. Configura-se, pois, uma situagédo na
qual a glandula suprarrenal € solicitada a aumentar a produgcdo de cortisol e
aldosterona em condi¢cbes adversas, como ma perfusao tecidual e menor oferta de
colesterol. Nesse contexto, € esperado que ocorra insuficiéncia parcial ou mesmo
total da glandula suprarrenal e o diagndstico precoce torna-se fundamental para
justificar a reposi¢céo hormonal.

A ativacao do eixo hipotalamo-hipofise—suprarrenal com a liberagao
do cortisol € um componente essencial de adaptagédo geral a doenga e ao estresse.
Este mecanismo de protecdo € claramente demonstrado em trabalhos experimentais
com animais adrenalectomizados que sucumbem rapidamente ao choque séptico ou
hemorragico e que sao protegidos da morte quando recebem reposicdo com
esteréides (3). Em humanos, existe debate no que diz respeito a definicado de
insuficiéncia suprarrenal. Alguns pesquisadores utilizam a concentragdo de cortisol
basal, enquanto outros usam uma resposta reduzida ao ACTH sintético e outros

ainda usam um valor aleatério de cortisol (4). Ja foi demonstrado que os pacientes
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com choque séptico que apresentam resposta adequada ao ACTH sintético tém
melhor prognostico do que aqueles que nao respondem adequadamente a este teste
(2).

Uma das razdes bem estabelecidas para a faléncia suprarrenal é a
necrose hemorragica da glandula encontrada na meningococcemia. Entretanto, esse
achado nao esta presente na grande maioria das outras causas de septicemia.
Especula-se se a produgédo de citocinas possa levar a faléncia da glandula, a
semelhanga de outros 6rgdos que apresentam disfungdo durante a sepse grave.
Outra hipotese aponta para disfungcdo do eixo hipotalamo-hipofise-suprarrenal, na
qual a disfungao, determinada por mediadores inflamatérios sistémicos ou pela ma
perfusdo tecidual, acometeria o hipotalamo e/ou a hipofise, repercutindo sobre a
glandula suprarrenal. Esta disfungédo poderia ainda ser de carater definitivo ou
mesmo temporario. Do ponto de vista bioquimico, o aumento da concentragdo de
cortisol em resposta a um estimulo € o resultado do aumento da sua sintese e
liberagdo pelo cortex suprarrenal, uma vez que o cortisol ndo € armazenado na
glandula. Esse aumento é proporcionado pelo pequeno pool de colesterol livre
intracelular (5), advindo da sintese enddgena ou da captagdo de lipoproteinas
transportadoras de colesterol, a saber: lipoproteina de baixa densidade (LDL) e
lipoproteina de alta densidade (HDL). Estudos experimentais sugerem que a HDL é
a principal fonte de lipoproteina como substrato esteroidogénico na glandula
suprarrenal (6). Valores reduzidos de HDL e de apolipoproteina A (apo A) em
pacientes graves podem estar ligados a alta incidéncia de insuficiéncia suprarrenal
nestes pacientes. Corroborando com esta hipdtese, van der Voort e col. (7)
demonstraram que em pacientes gravemente doentes, baixos niveis de HDL-
colesterol estdo associados a uma resposta suprarrenal atenuada ao estimulo com
ACTH sintético. Além disso, Marik e col. (8) demonstraram a associacao entre
baixos niveis de HDL a admiss&o e insuficiéncia de suprarrenal em pacientes com
faléncia hepatica internados em UTI.

Grion e col. (9) estudando a associagao entre a concentragdo de
lipoproteinas na admissao hospitalar e a susceptibilidade a sepse grave,
encontraram associagéo inversa entre a concentracdo de HDL-colesterol e o risco
de sepse grave intra-hospitalar, observando que para cada aumento em 1 mg/dL do

HDL colesterol, esse risco diminuia em 3%.
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O fato da insuficiéncia suprarrenal ser comum em pacientes graves e
o tratamento com reposi¢ao de baixas doses de corticoide ser benéfico em alguns
grupos de pacientes é aceito na literatura. O que permanece controverso € o
diagnostico desta doenca. O cortisol circulante se encontra ligado a globulina
ligadora de corticosterdide (CBG) ou transcortina, com menos de 10% na forma livre.
Durante a resposta de fase aguda, ha uma reducdo abrupta na concentragdo da
CBG que transporta o cortisol, assim como ocorre redu¢do da afinidade deste pela
CBG, resultando no aumento de sua fragcdo livre no plasma. Simultaneamente,
ocorre reducao de receptores celulares para o cortisol, levando a resisténcia tecidual
durante a doenga aguda (10). Estes dados sugerem que a dosagem de cortisol
plasmatico ndo seja uma avaliacdo adequada de sua atividade tecidual, entretanto,
como nao se dispde de uma metodologia que avalie a agdo do horménio nos
diversos tecidos, utiliza-se a medida do cortisol plasmatico apds estimulo com ACTH
sintético como o “padrao ouro” para o diagndstico de insuficiéncia suprarrenal na
sepse grave, e espera-se como resposta adequada uma elevagao do cortisol apds o

teste de estimulo de 9 mcg/dL em relag&o ao cortisol basal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANATOMIA E HISTOLOGIA DA GLANDULA SUPRARRENAL

As glandulas suprarrenais estdo situadas nos polos superiores de
ambos os rins e pesam cerca de quatro gramas cada. S&o constituidas por duas
partes distintas, a medula e o cortex. A medula esta localizada na parte central e
corresponde a 20% da glandula. Funcionalmente, esta relacionada ao sistema
nervoso simpatico e secreta os horménios epinefrina e norepinefrina, em resposta a
estimulagdo simpatica. O cortex suprarrenal secreta os hormdnios denominados
corticosteréides, que compreendem os mineralocorticoides, glicocorticoides e
pequenas quantidades de androgénios. Todos esses horménios sédo sintetizados a
partir do colesterol, e manttm como estrutura basica o anel

ciclopentanoperidrofenantreno (11). (Figura 1)

Figural— Sintese hormonal a partir do colesterol.
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O cortex é constituido por trés zonas histolégicas, denominadas de
acordo com a disposicao das células secretoras: glomerulosa, fasciculada e reticular
(11). (Figura 2)

A zona glomerulosa, mais externa, € muito fina, contém pequenas
células com grande quantidade de mitocOndrias alongadas e produz quase
exclusivamente aldosterona (11).

A zona fasciculada é a intermédia, de maior dimens&o, com células
cubicas em forma de cordbes, com citoplasma repleto de inclusdes lipidicas e
mitocdndrias de grandes dimensdes e cristas vesiculares. Esta zona tem predominio
da producao de glicocorticéides, sobretudo o cortisol (11).

A zona reticular, mais interna, tem células interligadas, semelhantes
as da zona fasciculada, mas com menor numero de inclusdes lipidicas e produz

principalmente androgénios (11).

Figura 2 - Glandula suprarrenal: anatomia e histologia.
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2.2 FI1SIOLOGIA DA GLANDULA SUPRARRENAL

Conforme previamente explicado, o colesterol € a matéria prima para
a sintese de todos os horménios do cértex suprarrenal, podendo ser sintetizado pela
propria célula a partir de acetilcoenzima A, ou obtido do plasma por endocitose de

lipoproteinas, sobretudo a HDL e LDL, mediados por receptores especificos,
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principalmente o SR-B1 (Scavenger related receptor B1) e o receptor B-E,
respectivamente (11).

Os glicocorticoides regulam a transcricdo de genes em cada célula
do organismo, aumentam os niveis de glicose sanguinea e facilitam a sua oferta
para as células, garantindo o estresse agudo e cronico. O aumento da glicose
plasmatica ocorre pelo aumento da taxa de gliconeogénese hepatica e pela inibicao
da captacdo de glicose pelos tecidos adiposos (12). Os glicocorticéides também
estimulam a liberacdo de acidos graxos livres dos tecidos adiposos e a de
aminoacidos dos musculos esqueléticos. Estes processos fornecem energia e
substrato para as células na resposta ao estresse e no reparo de injurias (1).

Os (glicocorticoides também sdo requeridos para a resposta
cardiovascular normal a angiotensina IlI, adrenalina e noradrenalina, contribuindo
para a manutencdo da contratilidade cardiaca e tdbnus muscular. Seus efeitos na
sintese de catecolaminas e seus receptores sao parcialmente responsaveis pelo
efeito inotropico positivo destes hormonios (13).

Além disso, os glicocorticoides influenciam varias células que
participam das reagdes imunoldgicas e inflamatdrias, incluindo linfécitos, mondécitos,
macrofagos, eosindfilos, mastocitos e basodfilos, reduzindo o acumulo e
funcionamento da maioria destas células nos locais de inflamacao.

Os efeitos da supressdo da resposta imunoldgica parecem ser
consequéncia da modulagéao da produgao ou atividade de citocinas (interleucinas IL-
1, IL-2, IL-3, IL-6, interferon-gama, fator de necrose tumoral (TNF-a), ativacdo do
complemento e outros mediadores inflamatorios (1).

O cortisol € o maior glicocorticoide enddgeno secretado pelo cértex
da adrenal. Cerca de 90% do cortisol circulante é ligado a globulina de ligacdo do
cortisol e a albumina, e 10% esta na forma livre, biologicamente ativa (14,15). A
proteina de ligagdo predominante é a transcortina, enquanto que a ligagdo com
albumina ocorre em menor quantidade.

Durante um quadro critico, particularmente na sepse, os niveis de
transcortina reduzem, resultando em um aumento significante da porcentagem de
cortisol livre (16,17). O tempo de meia vida do cortisol circulante varia de 70 a 120

minutos. Este horménio ndo é armazenado pela glandula suprarrenal, portanto a
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secregao elevada ocorre devido ao aumento da sintese controlada pelo horménio
adrenocorticotrofico (ACTH) (18).

O colesterol € o principal precursor para a sintese dos esterdides.
Numa sequéncia de reagdes enzimaticas, o colesterol é convertido em pregnenolona
e posteriormente nos produtos finais da biossintese suprarrenal: aldosterona,
cortisol, deidroepiandrosterona e androstenediona (18). Durante o estresse,
aproximadamente 80% do cortisol circulante é derivado do colesterol plasmatico, e
os 20% restantes sao sintetizados in situ a partir de acetato e outros precursores
(19).

Yaguchi e col. (6) sugeriram que a lipoproteina de alta densidade
(HDL-colesterol) é o colesterol preferido pela glandula suprarrenal como substrato
da esteroidogénese.

Receptores SR-B1 em ratos e seu homdélogo humano CLA-1 tém
sido identificados como os receptores de alta afinidade pelo HDL, mediando a
capitagdo seletiva de colesterol (20,21,22). Estes receptores sdo expressos em
niveis elevados nas células parenquimatosas do figado e em células
esteroidogénicas das glandulas suprarrenais, ovarios e testiculos (23). Ratos
nocauteados para o receptor SR-B1 sédo incapazes de aumentar a producao de

glicocorticéides em resposta ao estresse ou ACTH (24).

2.2.1 Regulacao da Secrecgao de Cortisol

A secrecao de cortisol pelo cértex suprarrenal é controlada pelo eixo
hipotalamo-hipofise-suprarrenal. Sinais clinicos como liberagdo de citocinas, injuria
tissular, dor, hipotensdo, hipoglicemia e hipdxia sao percebidos pelo sistema
nervoso central e a informagao é transmitida ao hipotalamo. O hipotalamo integra
estes sinais e responde com aumento ou redugdo da liberagdo do hormoénio
liberador de corticotrofina (CRH). O CRH, por sua vez, estimula a hipéfise anterior
para a producédo de ACTH, o qual circula até o cértex da suprarrenal onde estimula a
liberagdo de cortisol. O cortisol faz um feed-back negativo no eixo hipotalamo-
hipofise-suprarrenal. Assim o organismo pode controlar a secregdo de cortisol
conforme a variagdo de estresse ou outros sinais (1). O eixo hipotalamo-hipéfise-

suprarrenal e a resposta imune sao interligados, uma vez que as citocinas,
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produzidas pelas células imunoldgicas ativadas, atuam como sinalizadoras cerebrais
de injuria tissular, estimulando o eixo hipotalamo-hipdfise-suprarrenal e elevando a
liberagdo de cortisol, que por sua vez exerce feed-back negativo e suprime a

resposta imunoldgica (25). (Figura 3)

Figura 3 - Ativacao do eixo hipotalamo-hipofise-suprarrenal e a interagcdo com a
resposta inflamatéria.
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Fonte: Paul Marik (63).

222 Resposta da Glandula Suprarrenal ao Estresse

Varias fontes de estresse como: febre, frio, infecgbes, traumas,
emogdes, queimaduras, hemorragia, agentes inflamatérios e outros desafios para a
homeostase estimulam o eixo hipotalamo-hipdfise-suprarrenal aumentando a
secrec¢ao de cortisol. Existe muita controvérsia sobre que concentragcao de cortisol
circulante é considerado adequado a resposta ao estresse (26). A maioria dos
autores atribui valores de cortisol plasmatico acima de 18 mcg/dL como resposta
satisfatéria (1), contudo, este valor € baseado na resposta ao teste de estimulo com
ACTH exdgeno em alta dose (250mcg) (27) e a hipoglicemia induzida por insulina
em pacientes nao criticos sem estresse (28). Neste ultimo, a integridade de todo o

eixo hipotalamo-hipéfise-suprarrenal € avaliada, uma vez que a hipoglicemia,
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provocada pela administragao intravenosa de insulina, desencadeia a ativagao do
eixo a partir da liberagao hipotalamica de CRH. Por outro lado, a administracao de
doses suprafisiologicas de ACTH sintético avalia diretamente a capacidade de
resposta suprarrenal, ignorando a integridade do eixo hipotalamo-hipéfise. Em caso
de resposta satisfatéria da suprarrenal, infere-se a integridade previa do eixo,
mantendo o trofismo da glandula, necessario a sua resposta ao estimulo agudo com
ACTH. Entretanto, ndo se pode descartar lesdo aguda hipotalamica ou hipofisaria.

Uma concentracéo aleatoria de cortisol sérico de 25 mcg/dL para o
diagndstico de uma resposta adequada do cortisol a doenga critica é apoiado na
literatura (5,29) e deve ser interpretado em conjunto com a resposta clinica a terapia
de reposicao de esteroides (1).

Estudos em humanos e experimentos em animais demonstraram
elevacdo dos niveis séricos de adrenalina e cortisol concomitantes ao aumento da
severidade do estresse, sendo hipotensao e sepse os dois principais estressores
(30,31).

Na sepse os glicocorticoides atuam na modulagdo da inflamacéo,
estimulacao da sintese e acido das catecolaminas, além disto, também tem agao no
metabolismo de lipideos, proteinas e carboidratos (32).

Uma disfuncdo reversivel do eixo hipotalamo-hipofise-suprarrenal
tem sido reconhecida em pacientes criticos com inflamagao sistémica associada a
sepse, disfungdo hepatica, injuria pulmonar e circulagao extracorpérea. TNF-a e IL-1
tém sido implicados na disfuncao reversivel do eixo hipotalamo-hipofise-suprarrenal
durante a doencga critica. O TNF-a prejudica a liberagdo de ACTH estimulada pelo
CRH e varios estudos clinicos tém relatado niveis inapropriadamente baixos de
ACTH em pacientes com sepse grave (33,34). O TNF-a também mostrou reduzir a
sintese de cortisol pela inibicdo da acao estimulatéria do ACTH e angiotensina Il nas
células suprarrenais (35,36). A reducédo na producdo do cortisol durante a doenca

grave pode ocorrer devido a deficiéncia de substrato (37).

2.3 INSUFICIENCIA SUPRARRENAL NA SEPSE

Sepse e choque séptico sdo as maiores causas de mortalidade em

unidade de terapia intensiva. A sepse tem sido reconhecida como o principal
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problema de saude publica em estudos epidemiolégicos (38). Martin e col. (39)
estimaram uma incidéncia de sepse nos EUA de 240 casos por 100.000 pessoas e
Angus e col. (40) encontraram 300 casos de sepse grave por 100.000 pessoas. A
incidéncia foi projetada para aumentar 1,5% ao ano. A taxa de mortalidade nestes
estudos foi de 17,9% (39) para a sepse e 28,6% para a sepse grave (40). O estudo
europeu SOAP relatou que 35% dos pacientes apresentavam critérios de sepse
durante internagdo em UTI, com taxa de mortalidade de 27% (41).

Conforme a definicho da American College of Chest
Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus Conference Committee de
1992 (42), a sepse € uma resposta sistémica manifestada por duas ou mais das
condigdes seguintes, na vigéncia de uma infecgéo:

v' temperatura acima de 38° C ou abaixo de 36°C;

v' frequéncia cardiaca acima de 90 batimentos por minuto;

v' frequéncia respiratéria acima de 20 incursées por minuto ou

PaCO; menor que 32 mmHg;
v' contagem de leucécitos maior que 12000 cel/mm?® ou menor que
4000 cel/mm?® ou presenca de 10% de formas imaturas.

O choque séptico é definido como hipotensao induzida pela sepse,
reconhecido quando ocorre pressao sistélica menor que 90 mmHg ou redugcéo maior
ou igual a 40 mmHg da pressdo de base na auséncia de outras causas de
hipotensdo, nao responsiva a ressuscitacido volémica adequada e na presenca de
alteracdes de perfusdo que podem incluir acidose metabdlica, oliguria e alteragao do
estado mental. Pacientes que recebem agentes inotrépicos ou vasopressores
podem nao estar hipotensos no momento em que as alteragdes perfusionais sao
observadas (42).

A insuficiéncia suprarrenal relativa € definida em pacientes sem
disfuncdo suprarrenal prévia, que durante uma doenca critica, apresentam uma
concentragao inadequada de cortisol para a gravidade da doenga (32). A prevaléncia
da insuficiéncia suprarrenal em pacientes criticos € variavel e dependente da doencga
de base e de sua gravidade. Essa prevaléncia varia de 0 a 70% dependendo da
populagao estudada e do critério de definigao utilizado (34,43). A prevaléncia global
em pacientes criticos € de aproximadamente 30%, aumentado para 50 a 60% em

pacientes com choque séptico (4). Marik e Zaloga (1) diagnosticaram insuficiéncia
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suprarrenal em 36 de 59 pacientes (61%) com choque séptico. Sendo que, apenas 5
destes pacientes (9%) apresentavam os critérios classicos para a insuficiéncia
suprarrenal (cortisol menor que 18 mcg/dL aos 60 min apos 250 mcg de
corticotropina) e 27 dos 36 pacientes mostraram melhora hemodinamica apos
terapia de reposigcdo com esterdides. Rydvall e col. (44) relataram prevaléncia de
47% de insuficiéncia suprarrenal na populagédo geral de UTI. Briegel e col. (45)
relataram que 65% dos pacientes com choque séptico tiveram cortisol de estresse
menor que 25 mcg/dL, enquanto Sibbald e col. (46) relataram 77% e Moran e col.
(47) mencionaram 49% de insuficiéncia suprarrenal em pacientes com choque
séptico.

As diretrizes da campanha de sobrevivéncia a sepse de 2008 (SSC-
2008) para o tratamento da sepse grave e choque séptico, sugerem que a reposi¢cao
de corticdide com hidrocortisona seja realizada apenas quando for confirmado que a
hipotensao arterial tem uma resposta pobre a reposi¢cdo volémica e ao uso de
vasopressor. A justificativa da recomendagdo baseia-se na controvérsia dos
resultados dos estudos (48).

Annane e col. (2) em estudo aleatério e duplo-cego, estudaram
pacientes com choque séptico, que apods teste de estimulo com ACTH sintético,
receberam hidrocortisona mais fludrocortisona ou placebo por 7 dias. A prevaléncia
de insuficiéncia suprarrenal foi de 76,5%. Para os pacientes n&o respondedores a
mortalidade foi maior nos pacientes do grupo placebo. Nao houve diferencga
significativa entre os respondedores e os efeitos adversos foram similares nos dois
grupos. O uso de drogas vasoativas foi suspenso mais rapidamente no grupo com
reposicao hormonal.

Briegel e col. (49) e Bollaert e col. (50) também descreveram
resultados significativos no tratamento do choque séptico com corticoides. Briegel e
col. (49) estudaram 40 pacientes com 24 a 28 horas de choque séptico para
receberem tratamento com hidrocortisona ou placebo. O uso de hidrocortisona
reduziu significativamente o tempo de terapia com vasopressores no choque séptico.
A mediana de tempo de uso de vasopressor no grupo hidrocortisona foi de 2 dias e
no grupo placebo de 7 dias (p=0,005). Bollaert e col. (50) estudaram 41 pacientes
com choque séptico, com mais de 48 horas de evolugdo do choque. Os pacientes

foram aleatorizados para receberem hidrocortisona ou placebo durante 5 dias. O
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grupo que recebeu hidrocortisona apresentou maior reversao do choque e houve
uma tendéncia para a mortalidade reduzida no 28° dia.

O Corticosteroid Therapy of Septic Shock (CORTICUS) (51) foi um
estudo multicéntrico, duplo-cego e aleatdrio que incluiu pacientes com choque
séptico: 251 pacientes foram aleatorizados para receber 50 mg de hidrocortisona e
248 pacientes para receber placebo a cada 6 horas durante 5 dias. O teste com 250
mcg de ACTH sintético foi realizado para determinar os pacientes respondedores e
nao respondedores. A prevaléncia de insuficiéncia suprarrenal foi de 46,7% dos
pacientes (125 no grupo da hidrocortisona e 108 no grupo placebo). Os autores
concluiram que nao houve diferenga significativa na mortalidade no 28° dia entre os
pacientes que nao responderam ao teste com ACTH sintético nos dois grupos
(39,2% no grupo que recebeu hidrocortisona e 36,1% no grupo placebo, p=0,69) e
também entre os pacientes que responderam ao teste (28,8 % no grupo da
hidrocortisona e 28,7% no grupo placebo, p=1,0). No 28° dia 34,3% dos pacientes
do grupo hidrocortisona e 31,5% do grupo placebo tinham evoluido a obito (p=0,51).
No grupo de pacientes que recebeu reposigdo com hidrocortisona o choque reverteu
mais rapidamente, porém neste grupo houve mais episédios de infecgao, incluindo
nova sepse e choque séptico comparando-se com o grupo placebo (51).

O estudo CORTICUS (51) ndo mostrou redugcdo da mortalidade no
choque séptico com terapia com corticoides. O estudo de Annane e col. (2) incluiu
pacientes com choque n&o responsivo a vasopressores enquanto que o estudo
CORTICUS (51) inclui pacientes com choque séptico independentemente de como a
pressao arterial responde aos vasopressores. Embora o uso de corticéides pareca
reverter o choque, existe o risco de efeitos adversos, como aumento do risco de
infecgcdo e miopatia que reduzem o entusiasmo ao seu uso.

Portanto, baseado nos estudos acima, a SSC-2008 (48) recomenda
0 uso de corticoides nos pacientes em que o choque néo responde ao uso de fluidos
e vasopressores e desencoraja 0 uso em pacientes em que o choque responde bem
a essas medidas. A SSC-2008 (48) também recomenda que o teste de estimulo com
ACTH sintético ndo seja utilizado de rotina para identificar os pacientes que
necessitam receber corticoide, pois os estudos CORTICUS (51) e Ananne e col. (2)
nao demonstraram associagao significativa entre a realizacdo do teste com ACTH

sintético e beneficio do uso de corticoides (48). Esse posicionamento leva-nos a
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concluir que a insuficiéncia suprarrenal na sepse grave € uma condi¢ao frequente,
plausivel, e que a reposigdo com corticosterdides traz beneficios apenas quando
indicado corretamente e que a administracdo descriteriosa dessa medicagao pode
acarretar maleficios. A principal dificuldade reside em diagnosticar corretamente

essa condigao.

2.3.1 Mecanismos da Insuficiéncia Suprarrenal Induzida pela Sepse

A liberacao de citocinas nos tecidos, induzida pela sepse, ativa o
eixo hipotalamo-hipofise-suprarrenal através das fibras aferentes do sistema nervoso
noradrenérgico e do nervo vago, resultando em uma ativagdo subsequente de
neurénios do locus coeruleus que fazem sinapse nos neurdnios colinérgicos no
nucleo parvocelular. A acetilcolina estimula a liberacdo de fator de liberagcao de
corticotrofina através de receptores muscarinicos, um efeito que é mediado por
oxido nitrico e mondxido de carbono (52).

Em modelos de sepse a inibicdo da atividade do nervo vago
promove uma resposta inflamatdria sistémica (53). Além disso, endotoxinas ou
sepse podem desencadear liberacdo neuronal de citosinas pré-inflamatérias (IL-1,
IL-2, IL-6, TNF-a) particularmente no nucleo hipotalamico (54,55). A sintese de 6xido
nitrico induzida pela sepse pode prolongar a sintese de hormdnios hipotaléamicos
(56). Citocinas também podem agir diretamente na hipéfise e na suprarrenal
estimulando a liberacdo de ACTH e cortisol (57). Varios fatores podem influenciar o
eixo hipotalamo-hipoéfise-suprarrenal incluindo danos anatdbmicos, inflamacéo e
drogas (52).

As alteracdes hemodindmicas encontradas nessa condicido tornam a
hipofise, assim como a suprarrenal, suscetiveis a isquemia, necrose e hemorragia
(58). S&o fatores de risco para dano vascular: a faléncia cardiovascular ou renal,
hemoculturas positivas, disturbios de coagulacédo e uso de anticoagulantes (59).
Além desses fatores, o acumulo de Oxido nitrico no hipotalamo e na hipdfise
desencadeia apoptose neuronal (56), que associado ao aumento de substancia P,
radicais superdxido, monoxido de carbono e prostaglandinas alteram a sintese dos

hormonios hipofisarios (60).
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Drogas utilizadas no tratamento da sepse podem inibir a sintese do
cortisol, particularmente antifungicos e etomidato, através da inibicdo da enzima 21

a-hidroxilase, afetando a esteroidogénese.

2.3.2 Diagnéstico

Tradicionalmente o diagnostico da insuficiéncia suprarrenal em
pacientes criticos tem sido baseado nas dosagens de cortisol sérico total ou na sua
elevagdo apdés administracdo intravenosa de 250 mcg de ACTH sintético (1,61).
Apesar de varias limitagbes em pacientes criticos, Annane e col. (2006) (62)
determinaram que um delta de cortisol menor que 9 mcg/dL foi o melhor preditor de
insuficiéncia suprarrenal. Valores de cortisol abaixo de 10mcg/dL também foram
indicativos de insuficiéncia suprarrenal, porém a sensibilidade do teste foi pobre.
Como ndo existe um teste que quantifique a atividade tissular do horménio, o
diagnostico da insuficiéncia suprarrenal relativa permanece incerto (37).

As recomendacgdes pelo consenso do American College of Critical
Care Medicine incluem um delta cortisol (apés 250 mcg de ACTH sintético) menor
que 9 mcg/dL ou um valor de cortisol total menor que 10 mcg/dL (grau de
recomendagao 2 B) para o diagnostico de insuficiéncia suprarrenal. O cortisol livre
nao pode ser recomendado como rotina neste momento, pois além de ser uma
medida dificil de ser realizada, seu valor normal em pacientes criticos permanece
indeterminado (grau de recomendacgao 2 B). Apesar de ser considerado padrao
ouro, o teste de estimulo com ACTH sintético ndo € recomendado para uso na rotina
devido a pouca praticidade e demora dos resultados (grau de recomendagéo 2 B)
(63). O grau de recomendagao 2 B inclui estudos que recomendam a agao, pois sao
encontradas evidéncias importantes no desfecho e conclui-se que ha beneficio na

escolha da agao em relagao aos riscos do dano.
2.3.21 Teste de estimulo com ACTH sintético
Uma das primeiras referéncias ao teste de alta dose de cortrosina

em pacientes criticos é de 1991 (64). Apesar do pequeno numero de pacientes, o

autor observou que entre pacientes com variacdo de cortisol apds o teste de
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cortrosina menor ou igual a 9 mcg/dL, a taxa de mortalidade foi 100% (13 pacientes).
Apenas 30% dos pacientes com variagdo de cortisol maior que 9 mcg/dL foram a
obito. Este foi o primeiro estudo a apontar que este teste foi capaz de identificar
pacientes criticos com disfungéo suprarrenal (64).

Nove anos depois, esta hipotese foi analisada em outro estudo (65),
que foi concebido para identificar fatores associados com a mortalidade em
pacientes criticos, em especial atencdo para os niveis de cortisol e sua variagao.
Neste estudo, a variacdo do cortisol apds a administragdo de ACTH sintético foi a
variavel que melhor se correlacionou com a mortalidade, apresentando area sob a
curva ROC de 0,6, delta de cortisol igual a 9 ug/dL como ponto de corte, com
sensibilidade e especificidade de 0,68 e 0,65 respectivamente (65). Desde entéo,
este teste foi adotado como padrdo ouro na identificacdo da disfungédo suprarrenal
em pacientes criticos.

Apods a pesquisa de Annane e col. (2) muitas unidades de terapia
intensiva ao redor do mundo comegaram a usar a resposta do teste de alta dose de
cortrosina para decidir quais pacientes com choque séptico receberiam ou nido a
terapia com esterdide. Esta abordagem foi sugerida pelas diretrizes da Sociedade
Européia de Medicina Intensiva publicada em 2004, mas esta recomendacao foi
removida das diretrizes atualizadas de 2008 (48).

Muitas questdes surgiram acerca do uso do teste com 250 mcg de
ACTH sintético, pois expde a suprarrenal a niveis suprafisioldgicos de corticotropina.
Assim, pacientes que respondem a dose, podem nao ser capazes de aumentar
adequadamente os niveis de cortisol quando enfrentam outro estimulo, como
choque ou hipoglicemia, diminuindo a sensibilidade do teste. Alguns pesquisadores
concordam com esta hipétese, mostrando que o teste tem alta especificidade e
baixa sensibilidade (66,67).

Apesar da critica, o teste com 250 mcg é o teste de diagndstico mais
estudado para insuficiéncia suprarrenal relativa em pacientes criticos, e é o teste
que mostrou a maior acuracia entre morbidade e mortalidade, embora o consenso
atual seja que a decisao sobre suplementacdo ou nao de glicocorticoide em choque

séptico independa de seu resultado (32).



25

2322 Cortisol livre

O cortisol é transportado ligado a transcortina (80%) e, em menor
grau, a albumina (10%) e cerca de 10% circula na forma livre. Tanto na forma
combinada quanto na forma livre, os horménios sdo transportados por todo o
compartimento do liquido extracelular. Em geral, os horménios fixam-se aos tecidos-
alvo dentro de 1 ou 2 horas, no caso do cortisol.

Em 1987 Coolens e col. (73) descreveram um método para calcular
o cortisol livre a partir do cortisol total e da transcortina, baseado no equilibrio das
ligacbes. O resultado calculado teve boa correlagdo com o resultado obtido por
ultrafiltragdo centrifuga a 37°C.

Somente o cortisol livre € capaz de penetrar no espaco intracelular e
ter atividade hormonal. Dosagens de cortisol total ndo sdo um reflexo adequado da
funcao suprarrenal na presenca de alteragcdes nos niveis de transcortina (73).

O cortisol livre é calculado através da equacéao de Coolens (73):

U2 K (1+N) + U [1 + N+ K (G - T)] - T=0

na qual U, T e G correspondem respectivamente a concentracao
molar de cortisol livre, cortisol total e transcortina. A constante K é a afinidade da
transcortina ao cortisol a 37°C e tem o valor de 3.10" M™". Para N foi atribuido valor
constante de 1,74 e é proporcional a concentracao de albumina.

Segundo Ho e col. (16), ajustes na constante N da equagado de
Coolens em pacientes com variagao do valor de albumina tem pequeno efeito no
valor do cortisol livre estimado. Por isso o método de Coolens, sem ajuste para o
valor de N pode ser usado no calculo do cortisol livre no choque séptico e também
pode ser amplamente aplicado ja que o cortisol livre mostrou ser superior ao cortisol
total em auxiliar a decisdo de tratamento com corticosterdides. E, portanto, o
aumento atenuado do cortisol apds estimulo com ACTH sintético nos pacientes com
insuficiéncia suprarrenal ndo tem correlagdo com as proteinas de ligagéo. Ho e col.
(16), em pacientes séptico, compararam o valor de cortisol livre mensurado com
valor de cortisol livre calculado pela formula de Coolens e encontraram correlagéao
(r=0,9 e p<0,001).

Molenaar e col. (74) incluiram pacientes sépticos e ndao sépticos em

tratamento para hipotensao nos quais o teste com ACTH foi realizado. Embora uma
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concentragcao baixa de transcortina resultou em um cortisol livre elevado em relagao
ao cortisol total, cortisol total e livre e suas elevagdes foram bem correlacionados
(r=0,77; r=-0,79 e p<0,001). Molenaar e col. (74) também relataram que em
pacientes sépticos a hipoalbuminemia nao altera os valores de cortisol total e livre, e
o aumento no cortisol total apos teste com ACTH sintético prediz aumentos no
cortisol livre independente de baixos valores de proteinas de ligagdo. Os autores
também encontraram que o ACTH enddgeno foi inversamente proporcional ao
aumento do cortisol basal e livre apés ACTH sintético, sugerindo que a ativagéo do
eixo hipotalamo-hipdfise-suprarrenal ocorra conforme a severidade da doencga,
independente da condigao subjacente. O estudo conclui que embora a fragao livre
biologicamente ativa dependa das proteinas de ligagdo o cortisol total correlacionou-
se com o cortisol livre em pacientes com hipotensdo durante a doencga critica. Na
sepse a albumina ndo é uma proteina de ligagdo importante e seus niveis néo
podem ser usados para predizer a fragcao livre do cortisol. Aumentos anormais no
cortisol total apés ACTH bastam na avaliagdo da insuficiéncia adrenal relativa,
particularmente na sepse.

Hamrahian e col. (75) investigaram o efeito da reducao das proteinas
de ligacao na fracao total e livre do cortisol durante a doenca critica, quando a
secrecdo de glicocorticéides é estimulada ao maximo. O cortisol total e apds o
estimulo com ACTH sintético foram menores em pacientes com hipoproteinemia que
naqueles com concentragées de albumina normais (p<0,001). A concentragdo de
cortisol livre foi similar nos dois grupos e apresentou valores muito mais elevados
que os controles (p<0,001). Em todos os pacientes, incluindo os que apresentavam
hipoproteinemia, o cortisol livre basal e apds estimulo com ACTH apresentaram
valores elevados (aumento de 7 a 10 vezes). A concentragdo plasmatica de ACTH
também foi elevada e a concentragao de cortisol total foi 2 a 3 vezes o valor normal.
O estudo conclui que durante a doenga critica a secregdo de glicocorticoides
aumenta, mais este aumento ndo € observado quando apenas o cortisol total é
mensurado. Neste estudo aproximadamente 40% dos pacientes criticos com
hipoproteinemia tinham concentracdo de cortisol total subnormal, apesar de sua
funcdo suprarrenal estar preservada. Mensurar o cortisol livre em pacientes com

hipoproteinemia pode prevenir o uso desnecessario de terapia com glicocorticoides.



27

Ho e col. (16) compararam pacientes em choque séptico, sepse e
individuos saudaveis. O cortisol livre refletiu a severidade da doengca melhor que o
cortisol total (p<0,001). O aumento do cortisol livre apds estimulo variou muito
conforme a gravidade (p=0,004) enquanto que o cortisol total ndo apresentou este
aumento (p=0,013). Considerando para os pacientes com diagnéstico de
insuficiéncia suprarrenal relativa um delta menor que 248 nmol/L (9 mcg/dL), estes
pacientes apresentavam elevagéo do cortisol total (p=0,028) e cortisol livre (p=0,017)
em comparagao aos pacientes com funcio suprarrenal preservada. A elevacao do
cortisol na insuficiéncia suprarrenal relativa, tanto total quanto livre, foi menor. Essas
diferengas sao devido as alteragdes nos niveis de transcortina e albumina. Os niveis
de cortisol livre normalizaram mais prontamente que o cortisol total nos pacientes
doentes. O estudo, portanto, concluiu que o cortisol livre parece ser o melhor
marcador de cortisolemia e infeccdo sistémica porque corresponde melhor com a
severidade da doenca.

Como o cortisol livre foi calculado pelo método de Coolens e
apresentou-se correlacionado com o cortisol livre mensurado, € possivel concluir
que o cortisol livre pode ser determinado com seguranca utilizando-se o calculo com
cortisol total e os niveis de transcortina. Considerando o teste de estimulo com
ACTH sintético, para os pacientes com insuficiéncia suprarrenal relativa, 87% dos
pacientes com delta de cortisol total menor que 248 nmol/L (9 mcg/dL) tiveram um
delta de cortisol livre menor que 110 nmol/L (4 mcg/dL). E também 87% dos
pacientes com delta de cortisol total maior que 248 nmol/L excederam este limiar de
110 nmol/L de delta de cortisol livre. Por isso um aumento de cortisol livre de 110
nmol/L categorizou insuficiéncia suprarrenal relativa e fungdo suprarrenal normal
similarmente a resposta do cortisol total de 248 nmol/L (16).

No grupo de pacientes criticos o0s niveis de transcortina foram
reduzidos a 48% no choque séptico e a 35% na sepse. Correspondentemente a
fracdao de cortisol livre foi 23% no choque séptico, 7% na sepse e 3,6% nos
pacientes saudaveis (16).

Beishuizen e col. (10) compararam pacientes com choque séptico,
politrauma e individuos controle. Os niveis de transcortina estavam reduzidos na
fase inicial do choque séptico e no trauma em comparacao aos controles. Os niveis

de transcortina aumentaram progressivamente nos dias seguintes até atingir niveis
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normais no sétimo dia. Mas na analise de regressao logistica ndo houve correlagao
da transcortina com a severidade da doenca, duracdo do choque ou mortalidade. Os
valores extremamente baixos de transcortina no inicio da doenga indicaram niveis
elevados de cortisol livre. Na fase seguinte ocorreu aumento e normalizagdo da
transcortina, independente de parametros clinicos.

Bendel e col. (76) estudaram pacientes sépticos e em choque
séptico, e avaliaram o cortisol total e livre calculado. O cortisol livre apresentou boa
correlacdo com o cortisol total. Os pacientes que evoluiram a oObito apresentavam
niveis mais elevados de cortisol total e livre que os sobreviventes. Porém o cortisol
livre calculado ndo provou ser essencial na identificagdo de pacientes que se

beneficiaram de tratamento com corticoide.

2323 Cortisol salivar

A mensuragao do cortisol na saliva dispensa pung¢do venosa.
Diferentemente do cortisol sérico, o cortisol salivar € predominantemente, cerca de
85%, na forma livre e esta estritamente relacionado ao cortisol sérico. O aumento do
cortisol sérico geralmente eleva o cortisol salivar em apenas 2 a 3 minutos (32).

O amplo acesso a mensuracdo do cortisol salivar torna este uma
alternativa interessante na estimativa do cortisol plasmatico livre (67). Contudo, deve
ser enfatizado que a coleta de saliva em pacientes criticos ndo é amplamente
padronizada e as amostras sdo mais dificeis de serem coletadas que em pacientes
ambulatoriais. Muitas situagdées em um cenario de cuidados intensivos, como coma
ou ventilacdo mecanica, tornam impossivel obter a colaboragdo do paciente para
coletar a saliva. Isto torna mais dificil obter o cortisol salivar que o cortisol sérico e é
mais propenso a vieses. Além disto, anemia, sangramento oral, candidiase oral, uso
de clorexidina interferem com a dosagem do cortisol na saliva, limitando seu uso em
pacientes criticos (32).

Niveis de cortisol salivar e sérico tém uma forte correlagdo, mesmo
em pacientes criticos (67,68), porém mais estudos sdo necessarios para validar os

niveis de cortisol salivar no diagndstico de insuficiéncia suprarrenal relativa.
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Teruhisa e col. em 1981 (69) estudaram voluntarios saudaveis e
encontraram um coeficiente de correlagao entre os niveis de cortisol salivar e cortisol
sérico de 0,893 (p<0,001).

Arafah e col. (67) avaliaram o valor do cortisol salivar como marcador
substituto do cortisol livre em pacientes criticos e saudaveis, e os classificaram
conforme o valor de albumina sérica. Os valores encontrados de cortisol salivar
apresentavam boa correlagdo com os niveis de cortisol sérico livre em pacientes
saudaveis e em pacientes criticos com valores de albumina proximo do normal. Nos
pacientes criticos com albumina menor que 2,5 g/dL a relagao entre o cortisol salivar
e sérico livre foi logaritmica.

Raff e col. (70) estudaram o teste de cortisol salivar na avaliagéo da
funcdo suprarrenal em pacientes hospitalizados, com suspeita clinica de
insuficiéncia suprarrenal, com baixas concentragcdes de proteinas plasmaticas. Este
estudo concluiu que o cortisol salivar pode identificar pacientes hospitalizados com
funcdo suprarrenal aparentemente preservada e, em baixas concentragbes de
proteinas séricas, confunde a interpretacdo das medidas de cortisol total.

Mello e col. (71) compararam pacientes em sepse grave com
pacientes em pos operatoério e pacientes saudaveis. Os pacientes com sepse grave
apresentaram cortisol salivar 14 vezes mais elevado que os individuos saudaveis e
2,6 vezes maior que pacientes em pds-operatério. Os pacientes com cortisol salivar
superior a 7,2 mg/dL apresentaram mortalidade de 80% quando comparados com os
pacientes com niveis mais baixos de cortisol salivar. Esses dados sugerem que a
elevacéao do cortisol salivar foi proporcional a severidade do estresse.

Estrada-Y-Martin e col. (72) encontraram correlagdo entre o cortisol
salivar e sérico livre de 0,79 (p<0,0001) quando estudaram pacientes com choque

séptico.

24 HDL COLESTEROL NA SEPSE

As lipoproteinas sao particulas esféricas de alto peso molecular que

transportam lipideos no plasma, suas definicbes sdo baseadas na sua densidade.

Assim sao divididas em 5 classes: quilomicrons, lipoproteina de muito baixa
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densidade (VLDL), lipoproteina de densidade intermediaria (IDL), lipoproteina de
baixa densidade (LDL) e lipoproteina de alta densidade (HDL) (77).

As particulas de HDL tem uma densidade de 1,063 a 1,21 g/mL e
seu numero € 10 a 20 vezes maior que o numero total de todas as outras particulas
de lipoproteinas em conjunto. Uma das principais fungées do HDL é o transporte de
colesterol das células periféricas para a excrecao hepatica (77). A apolipoproteina A-
1 (Apo-A1) & a principal proteina estrutural da HDL, que em associagdo com
fosfolipideos e colesterol envolvem um nucleo de ésteres de colesterol (78).

Em sepse por microorganismos Gram negativo a resposta
inflamatdria € iniciada por lipopolissacarideos (LPS, endotoxina) constituintes da
membrana de bactérias. LPS também é encontrada na circulagdo sistémica em
sepse causada por bactérias Gram positiva e fungos. In vitro verificou-se que as
lipoproteinas se ligam ao LPS e neutralizam seus efeitos toxicos. Nos pacientes
sépticos as concentragdes de lipoproteinas sédo reduzidas, especialmente o HDL
colesterol, e essas alteracbes observadas sao relacionadas a severidade da
infeccdo. A modulacdo do metabolismo das lipoproteinas na sepse pode influenciar
a cascata de mediadores inflamatérios (77).

O receptor SR-B1 tem sido identificado como um receptor de HDL
(24). A super expressao deste receptor em ratos resulta no desaparecimento
potencial do HDL e LDL plasmaticos e ocorre um aumento concomitante do
colesterol biliar. A delegdo do gene codificador do receptor SR-B1 em ratos resulta
no aumento plasmatico de HDL e reducdo do teor de colesterol da glandula
suprarrenal enquanto que a concentragdo plasmatica de Apo-A1 mantem-se
inalterada.

O receptor SR-Al/ll parece ser importante na degradacédo da
endotoxina e pode ter um papel vital na resposta imune.

Em 1926, Thannhauser e Schaber (79) relataram uma associagéo
entre colesterol baixo e doenca. Estudos subsequentes descrevem reducao de
lipoproteinas associada a infec¢des, queimaduras e cancer (80).

Em pacientes com sepse grave e choque seéptico, os niveis de
colesterol total e HDL reduzem rapidamente e alcangam 50% dos niveis de
recuperacao no terceiro dia, seguido por um aumento progressivo nos proximos 28
dias (77).
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As lipoproteinas podem competir com a proteina ligante de LPS
(LPSBP) pela ligacdo ao LPS. O LPS ligado a LPSBP ativa o CD14 em células
mononucleares, que ativa a cascata inflamatoria. Estudos experimentais parecem
corroborar esta interagdo. Ratos transgénicos com elevadas concentragcées de HDL
ou LDL sao protegidos contra endotoxemia e infecgbes graves por Gram negativos
(81,82).

A infusdo de lipoproteinas reconstituidas que contem Apo-A1 e
fosfatidilcolina bloqueiam a producdo de citocinas induzidas por LPS com
significante atenuacdo de hipotensdo, acidose e leucopenia em um modelo de
choque endotoxémico em ratos (83). Uma formulagdo de HDL reconstituido protege
ratos contra doses letais de LPS. Niveis baixos de colesterol podem predispor os
doentes criticos a endotoxemia, sepse e disfungdo de multiplos 6rgéos (80).

A hipocolesterolemia também pode atuar em outros mecanismos.
Baixos niveis de HDL podem levar a insuficiéncia suprarrenal em pacientes graves.
Os mecanismos da insuficiéncia suprarrenal relativa em pacientes criticos néo sao
bem compreendidos, mas niveis baixos de HDL podem tem um papel importante
(84). Estudos experimentais sugerem que a HDL é a principal fonte de colesterol
para a esteredoigénese na glandula (6).

Fernandez e col. (85) avaliaram pacientes com cirrose e choque
séptico e obtiveram incidéncia de 68% de insuficiéncia suprarrenal.

Marik (84) observou que pacientes com doencga hepatica terminal e
pacientes po6s transplante hepatico apresentavam uma alta incidéncia de
insuficiéncia suprarrenal. Em uma revisdo retrospectiva notou uma incidéncia de
insuficiéncia suprarrenal em 15% dos pacientes com insuficiéncia hepatica
fulminante, 40 a 50% dos pacientes com doenga hepatica terminal e em
aproximadamente 90% dos pacientes submetidos a transplante hepatico. Como o
HDL colesterol é sintetizado primariamente no figado e tem um papel fundamental
no transporte de colesterol para a glandula suprarrenal postulou-se que pacientes
com insuficiéncia hepatica e suprarrenal teriam niveis de HDL baixos. Em pacientes
com insuficiéncia hepatica os pacientes com insuficiéncia suprarrenal apresentavam
HDL de 8 mg/dL enquanto que os pacientes com fungdo suprarrenal preservada
apresentavam HDL de 34 mg/dL (p=0,01).
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Chien e col. (86) estudaram pacientes com sepse grave e
encontraram que niveis baixos de HDL no primeiro dia da sepse grave é
significativamente associada ao aumento da mortalidade. Em cultura de macrofagos
o HDL pode atenuar a producdo de TNF-a induzida por LPS apenas se adicionada
concomitantemente, e ndao depois, da exposicédo ao LPS.

Grion e col. (9) avaliaram se a concentracdo de lipoproteinas na
admissao hospitalar é fator de risco para desenvolvimento de sepse grave durante a
internagdo. Comparando-se os pacientes que desenvolveram sepse grave durante a
internagdo com os pacientes que nao desenvolveram, os resultados encontrados
demonstraram que o HDL colesterol foi significativamente menor nos pacientes que
desenvolveram sepse grave. Colesterol total, LDL-colesterol e triglicerideos né&o
apresentaram diferenga significativa entre os grupos. O estudo também descreveu
que para cada aumento em 1 mg/dL do HDL-colesterol ocorreu uma reducéo de 3%
no risco de desenvolver sepse grave durante a internagcdo. Nos pacientes que
desenvolveram sepse grave os niveis de HDL colesterol eram baixos no primeiro dia
de sepse, tanto nos sobreviventes como nao sobreviventes, e apenas o0s
sobreviventes mostraram uma tendéncia de aumento das concentragcbées de HDL.

No estudo de van der Voort e col. (7) foram analisados pacientes
graves internados na unidade de terapia intensiva com disfungdo de multiplos
orgaos e quadro clinico sugestivo de insuficiéncia suprarrenal. Realizou-se teste
com ACTH sintético para definir os pacientes respondedores e ndo respondedores.
Comparando-se esses grupos observou-se que os niveis de HDL colesterol eram
significativamente maiores no pacientes respondedores que nos néo respondedores.
Isso ndo foi observado com o colesterol total, LDL colesterol e triglicerideos. Em
condigdes normais o LDL tem importante papel na sintese do cortisol pela glandula
suprarrenal, mas em situagées em que os niveis de LDL colesterol estdo baixos a
producdo de cortisol ndo € alterada. Provavelmente nestas condicdes o HDL
colesterol é utilizado na sintese do cortisol. Nos pacientes criticos os niveis de HDL
colesterol pareciam ser mais importantes que os niveis de LDL colesterol na
regulacédo da sintese de cortisol. E conclui-se ainda que niveis baixos de HDL
colesterol podem ser determinantes da insuficiéncia suprarrenal em pacientes

criticos.
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Considerando que no estudo de van der Voort e col. (7) foram
incluidos pacientes criticos com quadro sugestivo de insuficiéncia suprarrenal, que a
grande parte dos pacientes apresentavam quadro infeccioso, que o HDL colesterol
pode ser determinante de insuficiéncia suprarrenal e os achados de Grion e col. em
que os baixos niveis de HDL colesterol aumentaram a mortalidade, postulou-se que
o HDL-colesterol pode ser um fator preditor de insuficiéncia suprarrenal em

pacientes com choque séptico.
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3 OBJETIVO

O objetivo do estudo foi avaliar o ACTH, o cortisol salivar, o cortisol
plasmatico livre estimado e as lipoproteinas, sobretudo o HDL colesterol, como

preditores de insuficiéncia suprarrenal em pacientes com choque séptico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO

Trata-se de um estudo observacional prospectivo, que incluiu

pacientes com diagndstico de choque séptico.

4.2 POPULACAO

A populacdo do presente estudo foi constituida de todos os

pacientes hospitalizados com o diagnostico de choque séptico.

4.3 AMOSTRA

A amostra foi ndo probabilistica, de conveniéncia, constituida de
todos os pacientes internados no Hospital Universitario Regional do Norte do Parana
da Universidade Estadual de Londrina (HURNP-UEL), no periodo de agosto de 2010

a margo de 2011, com diagndstico de choque séptico.

4.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

O estudo incluiu pacientes internados no HURNP-UEL no periodo de
agosto de 2010 a marg¢o de 2011, maiores de 18 anos, com diagndstico de choque
séptico e tempo decorrido apds a introdugdo de drogas vasoativas menor que 24
horas. Fez-se necessario a assinatura do termo de consentimento livre e

esclarecido.

4.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo os pacientes com diagndéstico de choque
séptico que apresentassem:
1 - uso de drogas vasoativas ha mais de 24 horas;

2 - uso de corticosterodides nos ultimos 30 dias que precederam o choque séptico;
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3 - uso de propofol durante a internagao hospitalar;

4 - uso de etomidato nas 24 horas que precederam o choque séptico;
5 - pacientes em nutricdo parenteral contendo lipideos;

6 - pacientes com antecedente de doenca de suprarrenal,

7 - gravidez;

8 - portadores do virus HIV;

9 - pacientes em eminente risco de morte;

10 - auséncia do termo de consentimento livre e esclarecido.

46  CoOLETA DE DADOS

O diagndstico de choque séptico foi realizado de acordo com a
definicdo da Society of Critical Care Medicine Consensus Conference de 1992, que
estabelece a necessidade da presenca de foco infeccioso com dois ou mais sinais
de resposta inflamatéria sistémica e associado a hipotensdo arterial com
necessidade de uso de vasopressores (42).

Ao diagndstico de choque séptico foram coletados dados de
identificacao,internacao hospitalar, data e horario do choque séptico, dados do foco
e fonte de infecgdo, antibioticoterapia utilizada, vasopressores em uso e sua
dosagem no horario da coleta das amostras laboratoriais. Histéria pregressa, sinais
clinicos e resultados de exames laboratoriais foram anotados para o calculo do
escore de gravidade APACHE Il (87) e do escore de disfungédo organico SOFA (88).

As amostras de sangue foram coletadas por pungdo venosa, em
tubos contendo gel separador, durante as primeiras 24 horas do choque séptico e
com o paciente em jejum de 12 horas. Apds centrifugacgao, o soro foi condicionado a
-80° C para posterior dosagem de cortisol basal total, transcortina, albumina,
colesterol total, HDL colesterol e triglicerideos. Para a dosagem do ACTH foi
coletada amostra em tubo contendo acido etilenodiaminotetraacético (EDTA 0,1%),
mantido no gelo, e procedido a obtengao do plasma em centrifuga refrigerada. Este
foi entdo condicionado a — 80° C até a realizagao do ensaio.

Amostras de saliva foram obtidas através do dispositivo de coleta

Salivette® (Sarstedt®, Australia) com imerséo do algodao na cavidade oral durante
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dez minutos, apos limpeza da mesma com agua. Os salivetes foram centrifugados e
posteriormente condicionados a — 80° C até a dosagem do cortisol salivar.

Apos a coleta basal, foi realizado e teste de estimulo com a
administracdo intravenosa de 250 mcg de tetracosactidio - Synacthéne® (Novartis
Pharma, Franga). O horario da administracdo foi rigorosamente anotado e
cronometrado. Apds 60 minutos foi realizada nova coleta de sangue venoso e saliva,
seguindo os mesmos procedimentos descritos acima, para as dosagens de cortisol
sérico e cortisol salivar.

As dosagens de cortisol sérico, ACTH e cortisol salivar foram
realizadas no Laboratério de Horménios e Genética Molecular LIM/42 do Hospital de
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, pelos métodos
de quimioluminescéncia (IMMULITE® 2000 Immunoassay System - Siemens
Healthcare Diagnostics, Los Angeles, EUA) e imunoenzimatico competitivo
colorimétrico (ELISA - DiaMetra®, Mildo, Italia) respectivamente. Neste ultimo, o
antigeno cortisol na amostra de saliva compete com peroxidase-cortisol (enzima-
antigeno) para ligar-se em um numero limitado de anti-cortisol (anticorpos) na
microplaca (fase sodlida). Apds a incubagao, uma separagéo entre a fragcao ligada e
livre foi realizada por uma simples lavagem da fase sélida. O substrato enzimatico
(H202) e o substrato tetrametil-benzidina (TMB) s&o adicionados. No tempo
adequado ocorre o desenvolvimento de cor maxima, a reacdo enzimatica é
interrompida e as absorbancias sao determinadas. A concentragao de cortisol na
amostra € calculada baseada em um conjunto de padrbes e a intensidade da cor é
inversamente proporcional a concentragdo de cortisol na amostra. As dosagens de
colesterol total, HDL-colesterol e triglicerideos foram determinadas por método
enzimatico em analisador automatico Dimension® RxLMax® (Dade Behring,
Newark, NJ, USA).

A albumina foi dosada pelo método colorimétrico do Verde de
Bromocresol no analisador automatico Dimension® RxLMax® (Dade Behring,
Newark, NJ, USA). A albumina da amostra é detectada devido ao fenémeno
denominado “erro protéico dos indicadores” que ocasiona uma mudanga na cor de
determinados indicadores, na presenca de albumina, em meio tamponado. O Verde

de Bromocresol reage com a albumina, formando um complexo corado de cor verde,
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que é medido, fotometricamente. A concentragdo de albumina na amostra é
diretamente proporcional a formacéo de cor na reacao.

Para a dosagem de transcortina, as amostras de plasma foram
analisadas em microplacas pré-revestidas com anticorpo monoclonal especifico para
transcortina humana, a partir do Kit de ELISA (Uscn Life Science
Inc.,Wuhan,P.R.China) no leitor de microplaca Expert plus (Asys).

Para as amostras que tiveram resultado de triglicerideos menor que
400 mg/dL o LDL-colesterol foi estimado pela formula de Friedewald (89):

LDL-C = Colesterol Total — HDL-C — (Triglicerideos/5)

O cortisol livre basal e apés estimulo com ACTH sintético foi
calculado através da equagao de Coolens (73):

U2 K (1+N) + U [L + N+ K (G - T)] - T=0

na qual U, T e G correspondem respectivamente a concentracao
molar de cortisol livre, cortisol total e transcortina. A constante K é a afinidade da
transcortina com o cortisol a 37°C e tem o valor de 3.10" M. Para N foi atribuido
valor constante de 1,74 e é proporcional a concentracédo de albumina. Para o cortisol
total e livre 1mg/ml corresponde a 2,76 nmol/L e para a transcortina 1ug/ml
corresponde a 19,23 nmol/L.

Para o calculo do cortisol livre basal foi atribuido na formula o valor
do cortisol total basal. Para o calculo do cortisol livre apés estimulo com ACTH
(cortisol livre 60 min) foi atribuido na féormula o valor do cortisol total apds estimulo
com ACTH.

O valor do delta de cortisol total, livre e salivar foi calculado pela
diferenca entre o valor do cortisol obtido apés estimulo com ACTH sintético e o
cortisol basal.

Para as analises dos dados, os pacientes foram divididos em dois
grupos:

1 — respondedores: aqueles que apresentaram o valor do delta de cortisol total maior
ou igual a 9 mcg/dL apés o teste de estimulo com 250 mcg de ACTH sintético.

2 — nao respondedores, aqueles no qual o delta foi menor do que 9 mcg/dL apds o
teste de estimulo com 250 mcg de ACTH sintético. Este ultimo grupo recebeu o

diagndstico de insuficiéncia suprarrenal.
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Os pacientes foram acompanhados até seu desfecho: 6bito ou alta
hospitalar.

O protocolo de estudo foi aprovado pelo comité de ética do HURNP,
sob o numero 0012.0.268.000-09.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para o calculo do tamanho da amostra do estudo considerou-se os
valores encontrados de colesterol em HDL (média e desvio-padréo), por van der
Voort e col. (8) e Grion e col. (10). Utilizou-se comparagao de duas médias, com
diferenca a ser detectada de reducdo de 50% nos valores de colesterol em HDL
entre os pacientes respondedores e nao respondedores. Com desvio padrao de
14.59, nivel de significancia de 5% e poder do teste de 90%, o tamanho da amostra
estimado foi de 28 pacientes, 14 pacientes para cada grupo (respondedores e nao
respondedores).

As analises foram realizadas no programa SPSS 15.0 estatistics. Um
valor de p<0,05 foi considerado como significativo.

Para verificar a normalidade de distribuicdo das variaveis foram
realizados os testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. E como teste de
homogeneidade de variancias foi utilizado o teste de Levene. A analise de residuos
foi realizada para identificar a existéncia de valores discrepantes.

Para as variaveis continuas com distribuicdo gaussiana, os valores
foram expressos em médias com desvio-padrdo. A comparagdo dos grupos de
amostras independentes foi realizada pelo teste t de Student.

Para as variaveis continuas que ndo apresentavam distribuicdo
gaussiana, os valores foram expressos em mediana e intervalos interquartis; e a
comparagao dos grupos pelos testes ndo-paramétrico de Mann-Whitney e Wilcoxon,
para amostras independentes.

As correlagdes de variaveis ndo gaussianas foram analisadas pelo
teste de Spearman. Os valores extremos do coeficiente de correlagdo (r=-1er=1)
indicaram uma associacgao perfeita.

Para o calculo do ponto de corte de ACTH entre os pacientes

respondedores e nao respondedores construimos uma curva de Receiver Operating
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Characteristic (ROC). Foram também construidas curvas ROC para o cortisol total e
livre, e seus respectivos pontos de corte para os pacientes respondedores e nao

respondedores.
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ARTIGO

ACTH, LIPOPROTEINS AND SALIVARY CORTISOL AS MARKERS OF
ADRENAL INSUFFICIENCY IN PATIENTS WITH SEPTIC SHOCK

Josiane Festti, Alexandre José Faria Carrilho.

ABSTRACT

Severe sepsis and septic shock are major causes of mortality in ICU. Many patients develop
septic shock with adrenal insufficiency, a difficult diagnosis to be determined. The testing
with synthetic ACTH is not indicated routinely, due to high costs and poor practicality. HDL
cholesterol is a precursor in the biosynthesis of cortisol and studies have shown that low
levels of HDL cholesterol are associated with increased mortality in sepsis. This study aims
to assess whether HDL cholesterol, ACTH and salivary cortisol are predictors of adrenal
insufficiency in septic shock. The synthetic ACTH test was performed on 34 patients within
24 hours from septic shock to determine the responders and non-responders patients. The
values of total, free and salivary cortisol, HDL cholesterol and ACTH were compared
between groups. There was no significant difference in HDL cholesterol in patients
responders and non-responders (p = 0.418). HDL cholesterol was not a predictor of adrenal

insufficiency in septic shock.

The relative adrenal insufficiency is suggested to describe those patients
without previous adrenal dysfunction who, during critical illness, had inadequate
cortisol level for the severity of the disease (1). The prevalence of adrenal
insufficiency in critically ill patients is variable and dependent on the primary disease
and its severity. This prevalence ranges from 0 to 70% depending on the population
studied and the definition criteria used (2,3,4,5). The prevalence in critically ill

patients is approximately 30%, increasing to 50-60% in patients with septic shock (6).

Adrenal insufficiency in critically ill patients has been greatly studied in recent
decades (2), however, accurate diagnosis and therapeutic intervention remain
controversial. In septic patients, the treatment of adrenal insufficiency with
corticosteroids should be instituted in the first 24 hours, so a delay in diagnosis and

treatment may contribute to an unfavorable outcome.
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Around 90% of cortisol is bound to the corticosteroid-binding globulin (CBG).
During the acute phase response occurs an abrupt decrease in the concentration of
CBG and a reduced affinity for cortisol CBG, resulting in increasing free fraction in
plasma. Simultaneously, there is a reduction of cellular receptors for cortisol,
resulting in tissue resistance (7). These data suggest that plasma cortisol is not an
adequate assessment of its tissue activity, however, there is not a methodology to
assess the hormone action in various tissues. For this reason, the measurement of
plasma cortisol after stimulation test with synthetic ACTH remains the "gold standard"
for diagnosis of adrenal insufficiency in severe sepsis. This diagnostic test is the
most studied and showed the highest accuracy for morbidity and mortality.
Nevertheless, the stimulation test with synthetic ACTH is not recommended for
routine use because of practicability and delay in results (8) and the decision on
whether or not to replace glucocorticoids in septic shock should be independent of
the result (1).

Several studies have described other markers for adrenal insufficiency in
sepsis. The salivary cortisol is 85% in its free form and is closely related to plasma
free cortisol. Some authors have reported the salivary cortisol as an alternative to

diagnose adrenal insufficiency in critically ill patients (9,10,11,12).

Van der Voort et al. (13) analyzed critically ill patients in intensive care unit
and observed that the levels of HDL cholesterol were significantly higher in patients
responders to synthetic ACTH test. This was not observed with total cholesterol, LDL
cholesterol and triglycerides. In normal conditions LDL plays an important role in the
synthesis of cortisol by the adrenal gland, but in situations in which the levels of LDL
cholesterol are lower cortisol production is not changed. Probably in these conditions
HDL cholesterol is used in the synthesis of cortisol. Marik et al. (14) demonstrated
the association between low HDL levels on admission and adrenal insufficiency in

patients with liver failure in the ICU.

Adrenal insufficiency is common in critically ill patients and the replacement
therapy with low corticosteroids doses is beneficial in some patients, however the
diagnosis of this condition remains controversial. The objective of this study was to

evaluate the ACTH, salivary cortisol, estimated free plasma cortisol and lipoproteins,
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especially HDL cholesterol, as predictors of adrenal insufficiency in patients with

septic shock.

Materials and Methods:

Prospective observational study that included all patients admitted to the
University Hospital of Northern Parana, Universidade Estadual de Londrina (UEL-
HURNP), from August 2010 to March 2011, with septic shock, over 18 years and with
the signing of the free and informed consent. Exclusion criteria were patients with
septic shock who used: vasoactive drugs for more than 24 hours, corticosteroids in
the last 30 days preceding the septic shock, propofol during hospitalization,
etomidate in 24 hours preceding the septic shock, patients on parenteral nutrition
containing lipids, patients with a history of adrenal disease, pregnancy, carriers of the
HIV virus, patients in imminent risk of death and absence of the term of free and

informed consent.

Data Collection

The diagnosis of septic shock was defined according the American College of
Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine criteria (1992) (15). When septic
shock was identified, data were collected for identification, hospitalization, date and
time of septic shock, given the focus of infection, antibiotic used, vasopressors in use
and the dosage at the time of sampling laboratory. Data were recorded for the
calculation of APACHE Il (16) and SOFA score (17).

Blood samples were collected during the first 24 hours from septic shock and
the patient fasted for 12 hours, for the measurements of ACTH, total cortisol,
transcortin, albumin, total cholesterol, HDL cholesterol and triglycerides. Saliva
samples were obtained from Salivette ® collection device (Sarstedt ®, Australia) for

salivary cortisol measurement.

After collecting baseline blood samples and saliva, the test for stimulation with
intravenous administration of 250 mcg tetracosactidio - Synacthéne ® (Novartis

Pharma, France) was performed. The timing of administration was carefully noted
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and timed. After 60 minutes we have made new collection of blood and saliva for

assay of serum cortisol and salivary cortisol after ACTH synthetic stimulation test.

The measurement of serum cortisol and ACTH were measured by
chemiluminescence methods (IMMULITE ® 2000 Immunoassay System - Siemens
Healthcare Diagnostics, Los Angeles, USA). The salivary cortisol was performed by
competitive enzyme immunoassay colorimetric method (ELISA - DiaMetra ®, Milan,
Italy). The total cholesterol, HDL cholesterol and triglycerides were determined by
enzymatic colorimetric method and albumin by the Bromocresol Green, performed on
an automated analyzer Dimension RxLMax® (Dade Behring, Newark, NJ, USA). For
the determination of transcortin, we used the ELISA kit (Uscn Life Science Inc.,
Wuhan, PRChina) by reading the microplate reader Expert Plus (ASYS).

Samples of triglycerides showed results less than 400 mg/dL, and LDL-

cholesterol was calculated by the Friedewald formula (89), in which:
LDL-C = Total cholesterol - HDL-C - (Triglycerides / 5).

The free cortisol baseline and after stimulation with synthetic ACTH was

calculated using the Coolens equation(73):
U2.K(1+N)+U[1+N+K(G-T)]-T=0

in which U, T and G correspond to the molar concentration of free cortisol, total
cortisol and transcortin. The constant K is the affinity of transcortin with cortisol to
37°C and has a value of 3.10" M™". N is assigned to the constant value of 1.74 and is
proportional to the concentration of albumin. For total and free cortisol 1mg/ml
corresponding to 2.76 nmol/L and for transcortin 1ug/ml corresponds to 19.23
nmol/L. For the calculation of baseline free cortisol was given the formula the value of
baseline total cortisol. For the calculation of free cortisol after ACTH stimulation was

given in the formula the value of total cortisol after ACTH stimulation.

The values of delta of total, free and salivary cortisol was calculated by the
difference between the value of cortisol obtained after stimulation with synthetic

ACTH and cortisol baseline, for each.
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For data analysis, patients were divided into two groups. The responding
patients were those showing the value of total cortisol delta greater than or equal to 9
mcg/dL after stimulation test with 250 mcg of synthetic ACTH. The non-responders
were those patients in which the delta was less than 9 mcg/dL after stimulation test
with 250 mcg of synthetic ACTH. The latter group received the diagnosis of adrenal

insufficiency.

It was noted use of corticosteroids, prescribed by the doctor treating the
patient, within 24 hours from the shock for treating adrenal insufficiency. Patients
were followed until outcome: death or hospital discharge. The study protocol was

approved by the ethics committee.
Statistical Analysis

To calculate the sample size of the study we considered the values found in
HDL cholesterol (mean and standard deviation), by van der Voort et al. (14) and
Grion et al. (18). Used to compare two means, with a difference being detected
reduction of 50% in HDL cholesterol levels between patients responders and
nonresponders. Standard deviation of 14.59, significance level of 5% and a power of
90%, the estimated sample size was 28 patients, 14 patients for each group

(responders and nonresponders).

Analyses were performed using SPSS 15.0 estatistics. A p value <0.05 was
considered significant. To check the normality of variables distribution were
performed Shapiro-Wilk and Kolmogorov-Smirnov tests. And as a test of
homogeneity of variance was used Levene's test. For continuous variables with
Gaussian distribution, values were expressed as means with standard deviation. The
comparison of groups of independent samples was performed by Student's t test. For
continuous variables that did not have a Gaussian distribution, values were
expressed as median and interquartile range, and the comparison of groups by non-

parametric Mann-Whitney and Wilcoxon tests for independent samples.

The correlations of non-Gaussian variables were analyzed by Spearman test.
The extreme values of the correlation coefficient (r=-1, r=1) showed a perfect

association. To calculate the cutoff of ACTH, total cortisol and free cortisol in patients
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responders and nonresponders were constructed Receiver Operating Characteristic
curves (ROC).

Results

From August 2010 to March 2011, 7324 patients were admitted to the
HURNP-UEL. The sample of patients diagnosed with septic shock was 93 patients,
of whom 35 were included in the study. One patient was subsequently excluded
because values had suppressed ACTH and cortisol, consistent with previous
administration of glucocorticoids. Thus, 34 patients were enrolled. The 58 patients
with septic shock who did not enter on the study were excluded because: 23 had
used corticosteroids within 30 days prior to diagnosis, 11 were admitted to hospital in
septic shock for more than 24 hours, 8 did not show the signature of term of informed
consent (six refused and two whose relatives were not located), 4 have made use of
propofol, 3 patients received etomidate, two were using parenteral nutrition, 5 have
HIV positive, one patient was pregnant and two have imminent risk of
death.(Figure1)

15 included 1 corticald
23 corticoid
7324 patients 93 septic shock
11 shack =24 h
8 absence af
5B excluded - nformed consent
4 propofal

3 etomidate

2 parenteral
AtFitlon

5 AIDS

1 pregnancy

2 risk of death

Figure 1 - Fluxogram of patients.
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Of the 34 patients studied, 20 were male (58.8%) and 14 females (41.2%).
Mean age, APACHE Il and SOFA score were 68.12 + 16.28 years, 27.53 + 8.71 and
12.5 + 2.91, respectively.

Regarding the focus of infection, 20 patients had pneumonia, 3 had urinary
tract infection, 4 had association of the pulmonary and urinary, 3 had skin and tissue

infection, 2 had endocarditis, and two had abdominal focus (Figure 2).

The hospitalization was on average 35.76 + 36.68 days, ranging from 1 to 140
days. Considering the outcome, seven patients were discharged (20.6%) and 27 died
(79.4%).

The 34 patients were divided into two groups: seven (20.6%) had a diagnosis
of adrenal insufficiency (nonresponders) and 27 (79.4%) had preserved adrenal
function. In these groups were compared the following variables: age, ACTH, HDL
cholesterol, total cholesterol, LDL cholesterol, triglycerides, total cortisol, free cortisol,
salivary cortisol, total cortisol after ACTH, free cortisol after ACTH, salivary cortisol
after ACTH, delta total cortisol, delta free cortisol, delta salivary cortisol, CBG,
albumin, APACHE Il, SOFA and vasoactive drug dosage.

When analyzing the correlations, HDL cholesterol, the main object of this
study, did not correlate with any other variables. ACTH was negatively correlated with
the delta of free cortisol and lower correlation coefficients for the other variables. As
expected, there was strong correlation between total cortisol and free cortisol
(r=0.952, p<0.001), and between delta free cortisol and delta total cortisol (r=0.942,
p<0.001). The salivary cortisol showed moderate correlation with total cortisol
(r=0.607, p<0.001) and with free cortisol (r=0.653, p<0.001). The rate of SOFA score
correlated with the APACHE Il (r=0.753, p<0.001).

Mortality was 85% for patients with adrenal insufficiency and 77% for patients
with preserved adrenal function. At the discretion of the attending physician, 8 of 34
patients received corticosteroids in low doses for the treatment of septic shock. Of
the eight patients, three were non-responders to the test with synthetic ACTH. All

patients who received corticosteroid replacement in the initial hours of shock died.
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Due to technical difficulty to collect the saliva in patients in shock, with a small
amount of saliva and sometimes blood in the oral cavity, some laboratory tests were
not performed by insufficient material (three analyzes of salivary cortisol baseline and

six analyzes of salivary cortisol after stimulation ACTH).

Discussion

Severe sepsis and septic shock are among the leading causes of mortality in
ICU and also generate high costs. Many patients with septic shock develop adrenal
insufficiency, which must be treated in the initial hours of shock (19). However, the
adrenal insufficiency in septic shock is still a difficult diagnosis to be determined. The
test with synthetic ACTH is considered the gold standard, but its realization is not
indicated in routine due to its technical difficulty, high cost and time spent waiting for
the result. Therefore, we hypothesized if HDL cholesterol levels were predictor of
adrenal insufficiency in septic shock. Considering the low cost of determination, easy
implementation and immediate result, it could be a great tool to help physicians in the

decision to indicate or not glucocorticoid replacement in septic shock.

Many recent studies suggest that HDL cholesterol may be a predictor of
adrenal insufficiency in this condition (13,20). This hypothesis has been tested due to
the fact that cortisol is not a hormone stored in the gland to be readily released
during stress. Under this condition, the adrenal is requested to increase their
synthesis, however, obtaining cholesterol, raw material for the synthesis of steroids,
can only result from the intracellular synthesis from acetilcoenzima A or by uptake of
lipoproteins, especially HDL. Studies in mice suggest that HDL is the major source of

cholesterol to the adrenal (21).

Van der Voort et al. (13) to analyze critically ill patients in ICU with a clinical
diagnosis suggestive of adrenal insufficiency, found that patients do not respond to
the synthetic ACTH test showed levels of HDL cholesterol lower than the responders
(p = 0.02) and most patients in the study had a focus of infection or sepsis. In another
study, Marik et al. (20) evaluating individuals with liver failure, found values of HDL
cholesterol significantly lower in patients who developed adrenal insufficiency
(8mg/dL) than in those with preserved adrenal function (34 mg/dL), p = 0,01.
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In our study, however, when analyzing patients responders and
nonresponders to the synthetic ACTH test, we found no significant difference
between the levels of HDL cholesterol. Based on these results we conclude that HDL

cholesterol was not a predictor of adrenal insufficiency in septic shock.

Different from the plasma cortisol, approximately 85% of salivary cortisol is in
free form and is closely related to plasma cortisol. Easy access to the determination
of salivary cortisol makes it a great tool in estimating the free fraction of plasma,
configured as an alternative to the methodological difficulty in direct measurement of
free cortisol (9). Levels of salivary and plasma cortisol have a strong correlation, even
in hospitalized and critically ill patients (9,10,12). In our study, salivary cortisol
showed moderate correlation with total cortisol (r=0.607, p<0.001) and free cortisol
(r=0.653, p<0.001). However, it should be emphasized that the collection of saliva in
critically ill patients is not widely standardized, and the samples are more difficult to
collect than in ambulatory patients. Many situations in intensive care setting, such as
coma or mechanical ventilation, makes it impossible to obtain the cooperation of the
patient to collect saliva. Other conditions such as anemia, oral bleeding and use of
chlorhexidine interfere with the measurement of cortisol in saliva, limiting this use in
critically ill patients (1). In our study, the principal technical difficulty encountered was
the small amount of saliva present in the oral cavity, as the patients with septic shock
present frequently with depletion and have dry mucous. Another difficulty was the
presence of blood in the oral cavity due to the fragility of blood capillaries in sepsis.
Therefore, in some patients it was not possible to determine the values of salivary
cortisol. Based on our results, although we found a correlation between salivary
cortisol and basal cortisol levels and between salivary cortisol and free cortisol levels,
due to technical difficulties in collection of saliva, it is possible to conclude that
measurement of salivary cortisol is not the appropriate method for diagnosing

adrenal insufficiency in septic shock.

In the analyzes performed in our study we found correlations between the
levels of free cortisol and total cortisol (r=0.952, p<0.001), and between delta free
cortisol and delta total cortisol (r=0.942, p<0.001). These correlations were also

found by other authors. Molenaar et al. (22) reported that total and free cortisol and



50

their elevations were well correlated (r=0.77, r =-0.79, p <0.001). In Bendel et al. (23)

free cortisol showed a good correlation with total cortisol (r = 0.90, p<0.001).

The prevalence of adrenal insufficiency found in our results was 20.6%. This
value was lower than those observed in other studies. In the study Corticosteroid
Therapy of Septic Shock (CORTICUS) (24) the prevalence was 46.7% and at
Annane et al. (25) was 76.5%. This analysis of our study may have a very different

result from other authors because of the small number of patients in the sample.

With regard to mortality, levels of HDL cholesterol were lower among patients
who died, but this difference was not significant. Other authors found that low levels
of HDL cholesterol are correlated with mortality (18,26). Probably our results showed

no significant difference due to sample size.

The mortality in our study was 79.4%. Kauss et al. (27) reported a mortality of
72.7% in patients with septic shock. The values of APACHE Il and SOFA score
showed to be quite high, mean of 27.53 and 12.5 respectively. And the mortality was
significantly associated with the dose of vasoactive drugs (alive= 0.14 mcg/dL;
death= 0.33 mcg/dL, p= 0.013). As the mean age was high, 68 years, the shock may
have a cardiogenic component, which explains the correlation of vasoactive drugs
with mortality no correlation of vasoactive drugs with HDL or with adrenal

insufficiency.

Thus, the search for a marker to adrenal insufficiency in septic shock HDL was

shown to be not a predictor.
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5 CONCLUSAO

Concluimos que os valores das lipoproteinas, em especial o HDL
colesterol, ndo se correlacionaram com a disfuncdo suprarrenal e ainda que o
cortisol salivar, bem como, o cortisol livre plasmatico estimado ndo se mostraram
superiores ao cortisol plasmatico total na avaliacdo da reserva funcional suprarrenal

no choque séptico.
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APENDICE A

Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa : HDL COLESTEROL E
INSUFICIENCIA DE SUPRA-RENAL EM PACIENTES COM CHOQUE SEPTICO, que tem por
objetivo determinar se existe correlagcédo entre o nivel plasmatico de HDL colesterol e a dosagem do
cortisol plasmatico e do cortisol salivar apos estimulo com ACTH sintético. Serdo estudados todos
0s pacientes com choque séptico que internarem no periodo do estudo dentro dos critérios de
selecdo e sera dosado HDL colesterol, cortisol plasmatico e cortisol salivar apés estimulo com
ACTH sintético no primeiro dia de diagnéstico.

Serao realizadas coleta de 2 amostras de sangue venoso periférico nas primeiras 24 horas
do diagndstico de choque séptico. Sera administrada dose padrao de ACTH sintético,
comercialmente disponivel, para estimulo da producdo de cortisol e dosado niveis de HDL
colesterol antes do estimulo, nivel de cortisol e ACTH antes e apds este estimulo, além de amostra
de saliva para dosar cortisol salivar antes e apds o estimulo. Importante salientar que néo sera
realizado qualquer procedimento com o paciente no que se refere ao protocolo do estudo, e todos
0s pacientes, incluidos ou ndo, seguirdo com seus respectivos tratamentos independentemente do
estudo. Levantamento das caracteristicas clinicas (histéria, exame fisico, tratamentos realizados) e
dos exames ja realizados durante o acompanhamento clinico (arquivados no prontuario médico).

Nao existem riscos a sua saude ou integridade moral, na aplicagcdo destes procedimentos.
Pode ocorrer desconforto da coleta de sangue, por punc¢ao venosa periférica. Vocé podera deixar
de participar da presente pesquisa em qualquer momento, caso néo seja de sua vontade. Vocé nao
sera identificado e as informagdes serdo tratadas em sua totalidade, havendo sigilo sobre as
respostas de cada participante.

Para que vocé participe da presente pesquisa, necessitamos de sua autorizagdo para que
possamos dar inicio a pesquisa.

Eu portador do RG

numero , concordo em participar da pesquisa: HDL colesterol e insuficiéncia

de supra-renal em pacientes com choque séptico, sob a responsabilidade da Dra Cintia Magalhaes

Carvalho Grion.

Nome do Participante Assinatura Data

Agradecemos sua atengdo e nos colocamos a disposicdo para maiores esclarecimentos
através dos contatos abaixo:
Dra Cintia M. C. Grion — (43) 9994-5090/ Josiane Festti — (43) 99191015
Comité de Etica (UEL) — (43) 3371-2490




