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REVISAO DA LITERATURA

SEPSE, ESTATINAS E DISFUNGAO ENDOTELIAL



INTRODUGAO

Sepse é uma condicado letal e cada vez mais frequente entre pacientes
hospitalizados tornando-se um desafio da pratica médica principalmente devido as
limitadas opcdes terapéuticas disponiveis. Apesar dos avangos na medicina de
cuidados intensivos, da disponibilidade de um largo espectro de agentes
antimicrobianos e da incorporagao de tecnologias para monitorizagao e diagnéstico,
a mortalidade desta condicdo permanece elevada variando de 15% na sepse grave
a 60% nos casos de choque séptico (1-5). Neste sentido, o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas que alterem favoravelmente este progndstico € uma meta a
ser alcancada.

Atualmente a sindrome séptica é entendida como um delicado balanco entre
mecanismos de defesa do organismo acionados por microrganismos invasores e 0s
efeitos diretos e indiretos exercidos por estes microrganismos e seus produtos (6).
O resultado da complexa interacdo entre estes eventos pré e antinflamatorios é
conhecido como sindrome de resposta inflamatdria sistémica (7). Os mecanismos
desencadeados durante este processo incluem a liberagdo de citoquinas, ativacao
de mondcitos e neutrdfilos, ativacdo do sistema de complemento e das vias
intrinseca e extrinseca da coagulagao e do sistema fibrinolitico, bem como produgao
e liberagédo de oxido nitrico (ON) entre outros (8, 9). A ativacéo e liberagao destes
mediadores ocorre nos tecidos e na circulagdo sendo estes territérios delimitados
pelas células endoteliais que participam ativamente deste processo. Estas células
sao capazes de adaptar suas fungdes em resposta a interacdo com mediadores

inflamatdrios produzidos por outras células bem como de gerarem elas mesmas um
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grande numero de mediadores que irdo atuar em outras células e tecidos
amplificando a resposta do organismo. Presumivelmente o endotélio desempenhe
um papel fundamental na patogénese da sepse, ndo somente por sua interagao
com a cascata inflamatdria, mas também porque na sepse a fungao endotelial pode
ser alterada de forma a induzir sua manutengao complicagdes (10, 11). Desta forma,
o restabelecimento ou a modulagao da fungcado endotelial € um potencial alvo para
terapias direcionadas a modificarem o prognéstico da sepse.

Estatinas ou inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA)
redutase sdo drogas largamente utilizadas como redutores de lipidios séricos devido
a sua capacidade de bloquear a conversdao hepatica de HMG-CoA para L-
mevalonato, um passo fundamental para a sintese de colesterol (12-14). A redugao
de lipidios séricos pelas estatinas tem sido associada em diversos estudos com
reducado de risco de eventos coronarianos e cebrovasculares, bem como, com o
aumento das taxas de sobrevida de pacientes com doenga arterial coronariana (15-
17). No entanto, o colesterol é apenas um dos muitos produtos do mevalonato. Esta
molécula é precursora de diversos compostos isoprendides necessarios para o
transito intra celular de proteinas, para proliferacao celular e outras importantes
fungdes celulares (18, 19). Na dultima década tem sido demonstrado que as
estatinas possuem efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores que sé&o
independentes da redugdo de lipidios séricos, muitos dos quais mediados pelo
bloqueio da HMG-CoA redutase e envolvendo uma interagdo com o endotélio
vascular (20-22). Estatinas diminuem a tendéncia pré inflamatéria de leucdcitos e
monadcitos, reduzem a liberagéo de citoquinas e reagentes de fase aguda, impedem
a expressao de moléculas de adesao, limitam a ativacdo das células endoteliais e

melhoram a funcido endotelial pela reducdo da relagdo entre as enzimas Oxido
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nitrico sintetase induzivel (iONS) e oOxido nitrico sintetase endotelial constitutiva
(cONS) (23, 24). Este potencial antinflamatério e imunomodulador das estatinas
tem despertado grande interesse na investigagdo do papel destes agentes no
tratamento da sepse (25, 26).

Este artigo pretende revisar os aspectos da interagao entre sepse, endotélio
e estatinas que sustentam o possivel beneficio destes agentes como terapia

adjuvante no tratamento da sepse.
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SEPSE E ENDOTELIO

O corpo humano contem aproximadamente 10" células endoteliais, pesando
cerca de um quilograma e cobrindo uma superficie de 4000 m? a 7000 m? (27).
Entre outras funcbes as células endoteliais mediam o tono vasomotor e a vaso
permeabilidade, previnem a coagulagao, regulam o trafico de elementos entre a
circulacdo e os tecidos, contribuem para o equilibrio entre mediadores pré e
antinflamatérios, participam da geragdo de novos vasos sanguineos e da morte
celular programada (6, 8, 11) . Cada uma destas fung¢des € regulada de forma
diferente no tempo e no espago sendo este fendbmeno conhecido como

heterogeneidade das células endoteliais ou diversidade vascular.

Ativagao e disfungao endotelial na sepse

A sepse induz modulacdo fenotipica do endotélio por uma variedade de
mecanismos. A agressao da célula endotelial causada por patdégenos e a agao de
componentes da parede bacteriana como os lipopolissacarideos, ativam um padrao
de reconhecimento que desencadeia alteracbes na fungdo endotelial essenciais
para que o organismo defenda-se da agressdo. Além disso, fatores derivados da
resposta do organismo a infecgdo tais como complemento, citoquinas, fibrina,
leucécitos e plaquetas ativados, hiperglicemia e espécies reativas de oxigénio
também interagem com o endotélio modificando sua funcédo. Esta alteragdo da
funcado endotelial é conhecida como ativacdo do endotélio e ocorre ndo apenas na
sepse, mas em toda situacdo que envolva inflamacao e alteragdes biomecanicas da
parede vascular tais como cisalhamento por fluxo turbilhonado e aumento da

pressao hidrostatica (6, 28). Embora a ativagdo do endotélio seja necessaria para a
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manutencdo do equilibrio do organismo frente a uma agressdo, a ativagao
excessiva, sustentada e generalizada que ocorre na sepse grave representa um
estado de disfungcédo endotelial e esta associada com faléncia de multiplos 6rgaos
(FMO) e morte (11). A transicdo do padrao de ativagdo do endotélio para lesao
endotelial varia de acordo com a natureza do patégeno, com a genética do
hospedeiro, sua idade, sexo, co-morbidades e com a localizacao do leito vascular
exposto. Neste cenario e, dependendo da intensidade e duracdo do estimulo, as
células endoteliais podem sofrer alteracbes estruturais e funcionais passando a
contribuir para a manutengdo e progressdo da sepse (28). A alteragdo nas
propriedades adesivas do endotélio, do tdnus vasomotor dependente do endotélio e
a producdo de citoquinas estdo entre as principais modificagdes da funcao
endotelial induzidas pela sepse e estdo associadas com o progndstico desta

doenca (Figura 1).

17



LPS e outros componentes
bacterianos

/

D

J 9

Endotélio Neutrofilos Mondcitos

J
/_Qitggujnag \
Radicais de O2 Mediadores lipidicos
| ) 4
 J _Complemento
’TF e PAl-1
N v

Quimiotaxinas
Enzimas lipossomais

v

__Efeito pro-coagulante

Y

v

f T
Coagulopatia Febre Vasodilatagio  fPermeabilidade capilar

) | \ \/ |
Sepse e Faléncia Organica Multipla
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Alteracao das propriedades adesivas do endotélio na sepse

Antecedendo sua migracédo para os tecidos onde irao participar da cascata
inflamatdria, mondcitos e leucdcitos devem aderir ao endotélio. Tanto a adesao
como a migragao destas células através da barreira endotelial sdo controladas pela
interacdo complementar entre moléculas de adesao expressas nos polimorfo-
nucleares circulantes e nas células endoteliais (30). A modulagdo da expressao
destas moléculas e sua afinidade adesiva sdo altamente reguladas por mediadores
biolégicos como as citoquinas [interleucina (IL)-8, IL-1, IL-6, fator de necrose tumoral
(TNF)-a, interferon gama] e o fator de ativagao plaquetario (31) (Figura 2). As
moléculas expressas no endotélio em resposta aos estimulos gerados pela sepse
sdo a molécula endotelial de adesdo leucocitaria [(ELAM)-1 ou E-selectinal, a
molécula de adesdo intercelular (ICAM)-1 e a molécula de adesdo da célula
vascular (VCAM)-1. A E-selectina € um mediador precoce da adesdo entre
leucdcitos e endotélio em estados inflamatérios, enquanto a ICAM-1 e a VCAM-1
mediam a firme adesao entre estas células e a sua diapedese através da barreira
endotelial (31). Anticorpos monoclonais direcionados a estas moléculas bloqueiam a
interacdo entre leucdcitos e células endoteliais e atenuam a disfungdo organica
associada a sepse em modelos animais (32). A associagao entre gravidade da
sepse, desenvolvimento de FMO e elevagao dos niveis séricos das moléculas de
adesao tem sido observada em diversos estudos sugerindo que estas moléculas
possam ser utilizadas como marcadores biolégicos deste processo (33, 34). Kayal e
colaboradores encontraram niveis circulantes significativamente elevados de E-
selectina e de ICAM-1 soluveis em pacientes sépticos, estando estes niveis
correlacionados a gravidade da doenga e ao numero de faléncias organicas

desenvolvidas (35). Em pacientes adultos sépticos o nivel elevado de VCAM-1 foi
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identificado como preditor independente do desenvolvimento de FMO e, em
criangas, as elevagdes simultineas da ICAM-1 e da VCAM-1 também

correlacionam-se com esta faléncia (36).

Estimulo toxico
‘ TNF /IL-1,8,6,10

RL / PAF

Proteases
PG

Bradicinina

Micro-trombo

Figura 2. Alteragédo das propriedades adesivas do endotélio na sepse. Adaptado de

Weeler, AP e colaboradores (37).

Alteracao do relaxamento vascular dependente do endotélio

O tbnus vasomotor ¢é regulado pela combinagcdo de mecanismos
dependentes e independentes do endotélio. A regulagdo dependente do endotélio
envolve a producdo e degradagao continuada de compostos vasoativos que
regulam a pressao sanguinea nos diferentes territérios vasculares. Estes compostos
sdo agentes vasodilatadores, representados principalmente pelo éxido nitrico ON,
bem como vasoconstritores como a endotelina (ET)-1 (11, 38). Durante ativagao do
endotélio e sob a influencia de mediadores inflamatérios a produgéo destes agentes

€ profundamente modificada.

20



O ON é produzido por diversas células do organismo a partir da L-arginina
com participagédo da enzima o6xido nitrico sintetase (ONS). Em condigdes fisioldgicas
as células endoteliais expressam uma isoforma desta enzima, a cONS, que produz
continuadamente pequenas quantidades de ON responsavel por diversas fungdes
endoteliais (39, 40). Nestas condicbes o ON derivado do endotélio mantém a
perfusdo da microcirculagdo por vasodilatacdo que se opde a vasoconstricao
mediada quimicamente e através do sistema simpatico que poderia afetar
adversamente a perfusdo tecidual. Além da regulagdo do tdbnus vasomotor existem
evidéncias sugerindo que o ON gerado pela cONS também protege a integridade do
endotélio através de ag¢des antinflamatdrias, da modulagdo da expressao genética,
da prevencao da apoptose das células endoteliais induzida por estresse, da inibicdo
da agregagcao e ativagao plaquetaria e da redugcdo da adesao de leucécitos a
superficie endotelial (41).

Durante a sepse fatores como citoquinas proé-inflamatérias circulantes,
endotoxinas, hipoxia e estresse oxidativo estimulam a expressao da isoforma iONS
da ONS nas células endoteliais. A INOS é responsavel pela producao sustentada de
grande quantidade de ON independente do conteudo de calcio iGnico intracelular.
Esta exagerada produgcdo de ON esta implicada na profunda vasodilatagdo
observada nos pacientes sépticos e na hiporresponsividade que estes pacientes
apresentam aos agentes vasoconstritores (38, 42). Da mesma forma, a geragao
patolégica de ON também contribui significativamente para a disfungdo miocardica
presente na sepse e choque séptico (43, 44). Por outro lado, o estado funcional da
cONS na sepse e endotoxemia ainda nado esta plenamente elucidado. Estudos
experimentais tem demonstrado uma diminui¢cao na atividade da cONS que resulta

em impedimento do relaxamento vascular dependente do endotélio nestas situagdes
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(45). Possivelmente este achado seja consequéncia de um encurtamento da meia
vida do cONS mRNA ou a alteracdo na mobilizacdo de calcio induzida por hipdxia
ou citoquinas (46, 47).

A avaliagao da funcdo vasomotora dependente do endotélio e mediada por
ON é um método util para estimar a integridade funcional do endotélio in vivo. Este
aspecto da funcdo endotelial € mais comumente avaliado através da resposta
vasomotora a estimulos farmacolégicos como acetilcolina, metacolina, bradicinina,
serotonina e fluxo turbilhonado. No entanto, a medida da dilatacdo da artéria
braquial mediada por fluxo (VMF) e dependente do endotélio através de ultrassom
de alta resolucdo propicia uma forma nao invasiva de avaliar a fungcdo endotelial do
leito vascular periférico (48). Esta técnica utiliza o aumento do cisalhamento
hemodindmico provocado durante hiperemia reativa como um estimulo para
liberacdo de ON e inducdo de vasodilatagdo da artéria braquial e tem sido
empregada em diversos cenarios clinicos.

A anormalidade do relaxamento vascular dependente do endotélio na sepse
tem sido descrita em estudos in vitro e em modelos experimentais animais (45, 49),
bem como em alguns estudos em humanos. Bhagat e colaboradores demonstraram
que em voluntarios saudaveis mesmo uma breve exposicdo a endotoxina ou a
algumas citoquinas produz impedimento do relaxamento dependente do endotélio
por muitos dias (50). Similarmente, Neviére e colaboradores observaram que
mesmo na presenga de niveis normais ou elevados de oferta de oxigénio, a VMF
secundaria a hiperemia reativa é atenuada em pacientes com choque séptico (51).
Esta alteragcao da VMF também foi descrita por Vaudo e colaboradores precedendo
a evolucdo para FMO quando identificada precocemente em pacientes sépticos

(52). Recentemente, um estudo conduzido por Becker e colaboradores demonstrou
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que alteragbées na VMF séo precoces na sepse e que o declinio progressivo desta
funcdo esta associado com pior prognéstico (53). Com base nestas informagdes é
possivel supor que a VMF possa ser utilizada para avaliar a fungao endotelial na
sepse, bem como o efeito de intervengdes direcionadas para restaurar esta funcao e
a perfuséao tecidual.

No outro extremo da alteragdo da fung¢ao reguladora do tébnus vasomotor
dependente do endotélio produzida pela sepse esta a ET-1. Este peptideo € um
potente vasoconstritor constitutivamente secretado pelas células endoteliais que
participa ativamente da regulagdo do ténus vascular (54). A liberagao de ET-1 pelo
endotélio é estimulada, entre outros, por hipdxia tecidual, endotoxinas, TNF-a, IL-1,
trombina e angiotensina-2. A inibicdo da producdo deste peptideo ocorre em
resposta a prostraciclinas, ON, peptideo atrial natriurético e heparina (55). O
envolvimento da ET-1 na fisiopatologia da sepse é sugerido pelos seus elevados
niveis plasmaticos nesta condigdo (56). Além deste fato, a infusdo de ET-1 em
humanos reproduz alteracbes semelhantes as observadas na sepse como
diminuicao do débito cardiaco e vasoconstricdo pulmonar, renal e esplancnica (55).
Outras acdes da ET-1 que podem estar envolvidas na sepse sdo a ativacido de
neutrofilos aumentando a expressao de moléculas de adesao na superficie destas
células promovendo sua ligagdo ao endotélio e a produgao de espécies reativas de
oxigénio (57, 58).

A relacéo entre niveis elevados de ET-1 com pior progndéstico em pacientes
com choque séptico foi demonstrada em estudo de Takakuwa e colaboradores (59).
Da mesma forma, Brauner e colaboradores identificaram valores significativamente
elevados de ET-1 nas primeiras seis horas de evolugao de pacientes que morreram

por choque séptico quando comparados a sobreviventes (60). Em conjunto, estes
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dados sugerem que a monitorizagdo precoce dos niveis séricos de ET-1 em
pacientes com choque séptico possa contribuir para identificar pacientes de pior

prognastico.

Papel das citoquinas na ativagao e disfung¢ao endotelial

Conforme tem sido demonstrado em diversos modelos experimentais a
reacado inflamatéria na sepse € orquestrada por uma cascata de citoquinas pro-
inflamatdrias tais como IL-1, IL-6 e TNF-a e antinflamatérias como a IL-10 (61). A
acao destes agentes € fundamental para que o organismo possa combater e
controlar a agressao imposta pelo agente invasor. No entanto, esta resposta do
organismo pode ser caracterizada por uma excessiva reagao pro-inflamatéria que
resulta em niveis circulantes elevados destes mediadores potencializando a
ativagcdo e a lesdo endotelial e contribuindo para a faléncia organica (62). A
detecgcdo de niveis circulantes elevados destas citoquinas em pacientes com
choque séptico tem sido apontada como util na avaliagdo da gravidade e do
prognéstico desta condigdo (63). Dentre estas citoquinas pro-inflamatérias, a IL-6
tem uma meia vida mais prolongada que o TNF-a e a IL-18 e seus niveis séo
consistentemente elevados na presengca de inflamagdo e infeccdo (64). Por
exemplo, a medida dos niveis séricos da IL-6 tem sido descrita como preditora de
gravidade e progndstico em pacientes com choque séptico, trauma, pancreatite
grave e choque cardiogénico (65-67). Hack e colaboradores estudando pacientes
com sepse encontraram uma associagao positiva entre os niveis elevados desta
molécula e a presencga de choque com hiperlactatemia, bem como com mortalidade
(68). Estes autores sugerem que a principal origem desta citoquina na sepse seja a

producao pelas células endoteliais lesadas. Portanto, a IL-6 pode ser um marcador
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de disfuncdo endotelial na sepse. Corroborando esta hipotese, Oda e
colaboradores evidenciaram que a medida sequencial da IL-6 esta
progressivamente mais elevada em pacientes sépticos ndo sobreviventes quando
comparados a sobreviventes estando o0s niveis elevados associados ao

desenvolvimento de FMO (69).

ESTATINAS E ENDOTELIO

Efeitos das estatinas além da reducgao de lipidios

As estatinas sdo drogas que atuam principalmente como inibidoras da HMG-
CoA redutase, uma enzima cuja concentragao € um passo limitante para formagao
de colesterol no figado e outros tecidos. Através da inibigdo da HMG-CoA redutase,
as estatinas reduzem o conteudo de colesterol nos hepatécitos, estimulam a
expressao de receptores LDL e promovem a remoc¢ao de LDL-C da circulagao (70).
Este efeito das estatinas tem sido largamente explorado no ambito das doencas
cardiovasculares. Importantes estudos multicéntricos avaliaram as estatinas na
prevencao primaria ou secundaria de doencga arterial coronariana (DAC) (71-74). As
evidéncias destes estudos séo inequivocas em demonstrar a eficacia e a seguranca
das estatinas em reduzir morbidade e mortalidade em pacientes com e sem
manifestacdes clinicas de DAC. Embora este efeito benéfico tenha sido inicialmente
atribuido exclusivamente a reducdo dos niveis de LDL colesterol, estudos
posteriores mostraram um beneficio destes agentes além do esperado em relacéo a
esta reducao (20). No estudo WOSCOPS — West of Scotland Coronary Prevention
Study (75) — os pacientes recebendo pravastatina obtiveram um maior beneficio do

que o predito pelo modelo de risco de Framingham: enquanto a predigao de redugao
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de risco foi de 24%, a redugédo observada com o uso da pravastatina foi de 35%.
Estudos subsequentes tém sugerido que este efeito adicional das estatinas esta
relacionado a propriedades anti-inflamatérias destes agentes. No estudo CARE
(Cholesterol and Recurrent Events) a redugcdo de risco relativo para eventos
coronarianos produzida pela pravastatina, foi duas vezes maior nos pacientes com
elevagdo de marcadores plasmaticos de inflamagdo (76). Além deste fato,
pravastatina reduziu os niveis séricos destes marcadores nos pacientes tratados.
No estudo PRINCE (Pravastatin Inflammation/CPR Evaluation) a pravastatina
reduziu em 15% os niveis séricos de proteina C reativa (PCR) sem nenhuma
correlacao entre esta redugao e qualquer nivel de lipoproteinas examinado (77). Da
mesma forma, em pacientes receptores de transplante cardiaco e renal, a
pravastatina reduziu a incidéncia de episédios agudos de rejeigcdo, bem como o
desenvolvimento de vasculopatia associada ao transplante (78). Em conjunto estas
observagbes sugerem que as estatinas apresentem além da sua agao na redugao
de lipideos uma acdo anti-inflamatéria e imunomoduladora. Grande parte destas

acdes sdo exercidas através da interagao das estatinas com o endotélio vascular.

Estatinas e disfungao endotelial

Ao inibir a HMG-CoA redutase as estatinas ndao apenas reduzem a producao
de colesterol mas também inibem a sintese de outras importantes moléculas
isoprendides tais como farnesilpirophosphato (FPP) e geranigeranillpirophosphato

(GGPP) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de acgéo das estatinas. 3-HMG-CoA: 3-hidroxi-3-metil-glutaril-
co-enzima A; FFP: farnesilpirofosfato; GGPP: geranilgeranilpirofosfato; IPP:
isopentanilpirofosfato; NOS: oxido nitrico sintetase. Adaptado de Chalmers JD e col.

(79).

Estas moléculas sdo necessarias para a modificacdo pds-translacional
(frenilagdo) de uma grande variedade de proteinas, incluindo as pequenas GTP-
ligantes Ras e Rho (19, 80). A inibicao da frenilagdo de Ras e Rho impede a
ativacao destas proteinas interferindo com suas acdes sobre a motilidade, a forma,
a proliferacdo e a secrec¢ao celulares. Por outro lado, ao bloquear a rota metabdlica

do mevalonato, as estatinas também promovem a ativacao da proteina quinase AKT
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que é outra importante mediadora de processos da célula endotelial como a
apoptose (80). Além disso, as estatinas podem atuar diretamente sobre as células
endoteliais diminuindo a expressao e a produgédo de citoquinas inflamatdrias (22,
81).

Uma importante caracteristica da disfungcdo endotelial € o impedimento da
sintese, liberacdo e atividade do ON derivado do endotélio. Estatinas atuam no
endotélio aumentando a biodisponibilidade de ON através de mecanismos
relacionados a reducdo de LDL-colesterol ou por acéo direta envolvendo o aumento
da atividade da cONS (ativagao da Akt, inibicdo da frenilagdo de proteinas, redugao
do caveolin-1) (24). Este aumento da biodisponibilidade do ON induzido pelas
estatinas é provavelmente um dos mecanismos associados a recuperagao da VMF
produzida por estes agentes em situagdes clinicas nas quais esta disfuncao esta
presente. Em ensaios clinicos com pacientes hipercolesterolémicos a redugao dos
niveis de colesterol induzido por estatinas esta associado a aumento da
biodisponibilidade de ON e melhora da VMF (82). Jonh e colaboradores
evidenciaram que apos apenas duas semanas de tratamento, a cerivastatina
produziu reducao do colesterol e recuperacao da disfuncdo endotelial com aumento
da biodisponibilidade de ON em pacientes com discreta hipercolesterolemia (83). No
entanto, alguns estudos tém demonstrado que este efeito benéfico das estatinas
sobre a funcdo endotelial também pode ser observado independentemente da
reducdo de lipidios. Em estudo com culturas de células endoteliais, a pravastatina
aumentou a producdo de ON por mecanismo independente da redugao de lipidios e
provavelmente associado a ativagcdo da cONS (84). Em pacientes idosos e
diabéticos, Tsunekawa e colaboradores demonstraram uma significativa

recuperacao da VMF com apenas trés dias de uso de cerivastatina e sem redugao
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do lipidios séricos. Os autores sugerem que este efeito possa ser em parte devido
ao aumento da expressao da cONS induzido pela cerivastatina (85). Em homens
normoclesterolemicos com fungao vascular normal, tratamento com altas doses de
atorvastatina (80 mg) aumentou o fluxo de sangue do antebrago apds 24 horas de
administragao, enquanto o colesterol sérico e a PCR reduziram apods dois dias.
Neste estudo a interrupcdo da estatina em 30 dias resultou em rapido retorno do
fluxo do antebraco aos niveis basais, enquanto a PCR e o colesterol elevaram-se
lentamente (86). Também em pacientes com doenga coronariana estavel uma dose
de atorvastatina foi capaz de melhorar a VMF coronariana avaliada apos 24 horas

sem alteracgao significativa do colesterol (87).

Estatinas e inflamagao

Um dos primeiros passos na formagao da resposta inflamatéria € a adesao
de mondcitos e linfocitos T ao endotélio com sua posterior migracao para os tecidos
subendoteliais. A secrecdo local de citoquinas pro-inflamatorias, quimioquinas e
fator de crescimento pelos macrofagos e linfocitos T ativados promove recrutamento
crescente de células inflamatérias amplificando e perpetuando este processo. Em
estudos in vitro tem sido documentada a capacidade das estatinas de diminuir a
secrecao de citoquinas pro-inflamatdrias (IL-6 e IL-8) e de quimioquinas (MCP-1)
por macrofagos ativados (88-90). Em coelhos hipercolesterolémicos a atorvastatina
reduziu significativamente a concentragao de IL-6 circulante apds duas semanas de
tratamento (91). A reducdo da producao de IL-6 pode estar relacionada a reducéo
da producdo da PCR observada em pacientes em tratamento com estatinas, uma
vez que a IL-6 é o principal indutor da sintese hepatica desta proteina (92). Em

pacientes submetidos a cirurgia de revascularizagdo miocardica o uso prévio de
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atorvastatina reduziu significativamente a liberagcdo de IL-6 e IL-8, bem como a
adesao de neutrdéfilos ao endotélio no periodo pds operatério imediato, sugerindo
uma atenuagao da cascata inflamatéria produzida por estes medicamentos (93). A
influéncia das estatinas sobre as propriedades adesivas do endotélio também tem
sido explorada em outros estudos que demonstram que estas drogas inibem a
expressao de moléculas de adesao tais como CD11 e LFA-1 nos leucdcitos e ICAM-
1, P-selectina, VCAM-1 e CD40 nas células endoteliais (94, 95). Novamente, em
pacientes com hipercolesterolemia tratados com atorvastatina houve uma reducao
significativa e precoce dos niveis da molécula de ICAM-1 soluvel inversamente
correlacionada com a VMF refletindo desta forma uma melhora da funcdo endotelial

nestes pacientes (96).

ESTATINAS E SEPSE

As propriedades antinflamatérias, antioxidantes, imunomodulatorias,
antiapoptoticas, antiproliferativas, antitrombodticas e de protecdo do endotélio
atribuidas as estatinas tem levado a um grande interesse em explorar o potencial
uso destes agentes no tratamento da sepse.

Em um modelo experimental de sepse polimicrobiana por ligadura e
perfuracdo do ceco em ratos, Merx e colaboradores demonstraram que o tratamento
prévio com sinvastatina melhorou significativamente a sobrevida dos animais
tratados (97). Utilizando o mesmo modelo em um ensaio clinico randomizado e
controlado por placebo com administracdo de diferentes estatinas apds indugao da
sepse, estes autores também demonstraram um significativo aumento da sobrevida
dos animais tratados com sinvastatina (37+£3.6 horas), pravastatina (3913.9 horas) e

atorvastatina (40+4.2 horas) em relagcdo aos animais que receberam placebo
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(23x1.2 horas) (98). O aumento da sobrevida observado foi baseado na
preservacdo da fungao cardiaca e hemodindmica dos animais tratados. A melhora
da suscetibilidade ao estimulo da ONS e a redugdo da adesao de leucécitos ao
endotélio nos animais que receberam estatinas foi sugerido como parte do
mecanismo de acao destes compostos. Mais recentemente Beffa e colaboradores
também demonstraram que em ratos com lesdo por queimadura, o tratamento com
sinvastatina iniciado antes da indugao de sepse por ligadura e perfuragao de ceco,
reduziu a mortalidade (99). Neste modelo os niveis séricos de IL-6 foram igualmente
elevados nos animais sépticos tratados e nao tratados com sinvastatina sugerindo
que o efeito benéfico observado nao seria explicado por interferéncia sobre este
mediador inflamatario.

Em humanos alguns estudos observacionais tem sugerido um efeito benéfico
das estatinas em pacientes com risco aumentado de ou que desenvolvem infeccéo.
Liappis e colaboradores avaliaram retrospectivamente 388 episddios de infecgao
com bacteremia e encontraram uma reducgao significativa de mortalidade absoluta e
atribuida entre os pacientes que estavam fazendo uso de estatinas em relagao aos
pacientes que nao usavam esta medicagcao (100). Da mesma forma, Kruger e
colaboradores também demonstraram uma reducdo na mortalidade hospitalar por
todas as causas (10.6% vs. 18.3%, p=0.022) e na mortalidade atribuida a
bacteremia (6.1% vs. 18.3%, p=0.014) em pacientes que estavam recebendo
tratamento com estatina no momento da bacteremia (101). Em um estudo
semelhante, porém prospectivo, Aimong e colaboradores, avaliaram 361 pacientes,
82 dos quais usando estatina por mais de 30 dias antes de admissao hospitalar, e
concluiram que o uso prévio desta medicacao foi associado a redugao da taxa de

sepse grave e admissao na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) (102). Os autores
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atribuem este achado a um efeito protetor das estatinas provavelmente relacionado
a seus efeitos imunomodulatérios e antinflamatoérios. No entanto, este possivel
efeito das estatinas na funcdo endotelial ndo foi diretamente avaliado. Em um
grande estudo observacional baseado em um registro prospectivo de episddios de
bacteremia na populacao da Dinamarca, Thomsen e colaboradores detectaram uma
substancial redugcdo da mortalidade entre 31 e 180 dias apds episédio de
bacteremia entre os pacientes usando estatinas (103). No entanto, a mortalidade no
curto prazo ndo foi alterada nestes pacientes. Em outra coorte populacional,
Hackman e colaboradores demonstraram uma significativa redugéo na incidéncia de
sepse entre os pacientes recebendo estatina (104). Este efeito protetor atribuido as
estatinas foi mantido mesmo em subgrupos de alto risco para desenvolvimento de
sepse como diabete melito e insuficiéncia renal cronica. Similarmente, Frost e
colaboradores em um estudo retrospectivo e observacional examinaram o efeito do
tratamento com estatinas na mortalidade por influenza ou doenca pulmonar
obstrutiva crénica (105). Os autores concluiram que o tratamento com moderada
dose de estatina foi protetor para morte por pneumonia com uma razido de chances
de 0,49 (95% CI 0.26-0.76). Em um estudo de corte usando escores de propensao,
Douglas e colaboradores também demonstraram que comparados com individuos
que nao estavam usando estatinas o risco de morrer em um periodo de seis meses
apés um episédio de pneumonia foi substancialmente menor entre individuos
usando estatina por um periodo prolongado antes do episddio (106). Em contraste,
Majumdar e colaboradores também avaliando pacientes com pneumonia nao
encontraram associagado entre o uso de estatinas e reducido da mortalidade ou da
necessidade de admissao em UTI nestes pacientes. Estes autores sugerem que o

beneficio atribuido ao uso de estatinas em estudos prévios possa ser resultado de
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fatores de confusdao comuns em estudos observacionais e retrospectivos (107). Da
mesma forma, Yendes e colaboradores nao encontraram evidencia de efeito
protetor do uso de estatinas em desfechos clinicos em pacientes com pneumonia
adquirida na comunidade (108). Porém, uma modesta diferenga no nivel sérico de
marcadores biolégicos de inflamacéo foi observado (TNF-a, IL-6, IL-10). Embora
algumas revisdes sistematicas e metanalises direcionadas para avaliar o papel das
estatinas na prevencdo ou no tratamento de infecgbes sugiram que estatinas
possam ser benéficas nesta situacado (109-112), uma metanalise recente conduzida
por Van den Hoek e colaboradores n&o corrobora estes achados (113). Neste
estudo foram incluidos apenas ensaios clinicos randomizados com estatinas como
tratamento e placebo como controlador. Embora em nenhum dos estudos incluidos
na analise o efeito das estatinas sobre a infecgao ou sobre a funcido endotelial fosse
um desfecho primario, as taxas de ocorréncia de infecgdo foram relatadas. Nesta
metanalise o uso de estatina nao foi associado com redugao do risco de infecgao
(risco relativo 1.00, 95% intervalo de confidéncia 0.96 a 1.05; p=0.93) nem com
reducao do risco de mortalidade relacionada a infecgao (0.97, 0.83 a 1.13; p=0.71).
Os autores atribuem esta diferenca em relagdo as metanalises anteriores ao fato de
que naquelas terem sido incluidos principalmente estudos observacionais.
Recentemente alguns ensaios clinicos randomizados tém explorado diretamente o
efeito de estatinas sobre o0 processo infeccioso.

Novack e colaboradores avaliaram a hipotese de estatinas reduzirem a
incidéncia de sepse grave e os niveis de citoquinas inflamatérias em pacientes com
infeccao bacteriana em um ensaio clinico randomizado duplo cego e controlado por
placebo (114). O estudo foi interrompido prematuramente devido a baixa taxa de

inclusdo de pacientes. Embora os niveis de IL-6 e TNF-a tenham diminuido
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significativamente ap6s 72 horas nos pacientes que receberam sinvastatina, nao
houve diferenga significativa destes valores quando comparados ao grupo placebo.
Também nao foi observada menor progressao para sepse grave entre os pacientes
tratados. Da mesma forma, em outro ensaio clinico randomizado e controlado por
placebo, Kruger e colaboradores examinaram a taxa da progresséo para sepse ou
atenuacao da resposta inflamatéria em pacientes com infeccdo que vinham em
tratamento destas drogas antes da admissao hospitalar. Os autores demonstraram
que a continuacado do tratamento com estatinas nao foi associada com atenuacéao
da resposta inflamatéria ou faléncia orgéanica. Por outro lado, a interrupgdo do
tratamento também nao foi associada com rebote inflamatdrio ou piora da disfungao
organica (115). Ja Patel e colaboradores conduziram um ensaio clinico randomizado
administrando atorvastatina ou placebo para pacientes com infecgdo aguda durante
sua internagao hospitalar e verificaram uma redugao da taxa de conversao para
sepse grave entre os pacientes tratados (4% vs. 24%; p=0.007) (116). Em um
estudo mais recente, também conduzido por Kruger e colaboradores, a
administracao de atorvastatina para pacientes com sepse grave com ou sem uso
prévio de estatina ndo mostrou diferenga nos niveis séricos de IL-6 (desfecho
primario), no tempo de internagdo ou na mortalidade na unidade de terapia
intensiva, no escore de gravidade SOFA, na mortalidade hospitalar, na mortalidade
em 28 e 90 dias (desfechos secundarios) quando comparado a placebo (117).
Interessantemente, entre os pacientes que vinham utilizando estatina antes do
quadro séptico as concentragdes basais de IL-6 foram significativamente menores e
a administragcdo de atorvastatina a esta coorte foi associada com melhora na
sobrevida em 28 dias quando comparada a placebo (5% e 28% respectivamente;

p=0.01). Esta diferenca ndo se sustentou em 90 dias. Ainda, Novack e

34



colaboradores avaliando pacientes com baixos niveis basais de LDL-colesterol e
elevados niveis basais de PCR randomizados para receber rosuvastatina ou
placebo, observaram uma modesta redu¢ao na incidéncia de pneumonia entre os
pacientes tratados com estatina sem diferenca nos niveis de PCR (118). No entanto,
Papazian e colaboradores em um ensaio clinico randomizado, duplo cego,
controlado por placebo, multicéntrico em pacientes com suspeita de pneumonia
associada a ventilagcdo mecanica, ndo encontraram diferenga na mortalidade em 21
dias e o estudo foi prematuramente interrompido apds a primeira analise interina por
futilidade (119). Os autores concluem que os achados ndo suportam o uso de
estatinas com o objetivo de melhorar prognéstico em pneumonia associada a
ventilagdo mecanica.

Embora dados experimentais e observacionais, bem como algumas
metanalises baseadas nestas informagdes, sugiram um efeito protetor das estatinas
em relagdo a infecgdo, o papel destes agentes no tratamento da sepse e o seu
efeito na disfuncdo endotelial associada a sepse tem sido avaliados em poucos

estudos prospectivos e randomizados com resultados ainda inconclusivos.

CONCLUSAO
Na ultima década tem havido um crescente interesse no uso das estatinas
para prevencdo e/ou tratamento de infeccdes. Este interesse baseia-se no
conhecimento de que estatinas apresentam efeitos de prote¢cao e melhora da funcéo
endotelial que podem influenciar favoravelmente o curso de infecgdes. Grande parte
das informacdes disponiveis suportam um possivel efeito benéfico das estatinas
neste contexto. No entanto, estas informagdes sado principalmente originadas em

estudos experimentais e observacionais passiveis de abrigarem erros de selecao e
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fatores de confusao que comprometem a interpretagao dos resultados. Desta forma,
até o presente momento, ndo existem evidenciais suficientemente fortes que
sustentem o uso de rotina de estatinas em pacientes sépticos, sendo necessario um
maior numero de ensaios clinicos direcionados a esclarecer os diversos aspectos

envolvidos na interacdo entre estatinas, infec¢ao e disfungao endotelial.
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RACIONAL DO ESTUDO

Sepse grave e choque séptico sdo eventos comuns e frequentemente fatais.
Apesar dos avancos no tratamento desta doenca a mortalidade e morbidade
associadas permanecem elevadas justificando a necessidade da busca de novas
opcgoes terapéuticas que possam modificar este cenario.

O endotélio vascular € um dos principais 6rgaos envolvidos na fisiopatologia
da sepse. Embora a ativagdo do endotélio seja um passo fundamental na defesa do
organismo no combate a infec¢do, a disfungdo endotelial esta associada a um pior
prognéstico e a evolugdo para faléncia organica multipla nesta condigdo. Neste
sentido, estratégias direcionadas ao restabelecimento da fungdo endotelial podem
ser benéficas no manejo da sepse.

Estatinas ou inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase, sao
drogas largamente utilizadas na pratica médica como redutoras de colesterol
estando associadas a reducao de mortalidade e morbidade em pacientes com risco
cardiovascular aumentado. No entanto, diversos estudos clinicos e experimentais
tém demonstrado que as estatinas possuem efeitos benéficos ndo dependentes da
reducdo de lipidios. Grande parte destes efeitos é exercida através da interagao das
estatinas com o endotélio vascular.

Recentemente estudos experimentais e observacionais tém sugerido um
potencial efeito benéfico das estatinas na sepse. E possivel supor que estes efeitos
possam ser mediados pela atenuacido da disfuncdo endotelial presente na sepse.
De fato, embora seja reconhecida a agao benéfica exercida pelas estatinas sobre a
funcdo endotelial em diversas condigdes clinicas, o papel destes agentes na
disfuncdo endotelial da sepse ainda ndo foi suficiente e adequadamente

esclarecido.
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HIPOTESE

Estatinas (inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase), podem
atuar como estabilizadores da membrana celular modulando favoravelmente a

resposta inflamatéria e a funcido endotelial na sepse.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Em um ensaio clinico randomizado comparando atorvastatina e placebo,
avaliar a funcao endotelial e niveis plasmaticos de marcadores inflamatorios em

pacientes com sepse grave e choque séptico.

Objetivos especificos

1. Avaliar a resposta funcional do endotélio atravées VMF e mensurada por
ultrassonografia de alta resolugdo da artéria braquial, usando como estimulo a
hiperemia reacional, comparando pacientes com sepse grave ou choque séptico
recebendo atorvastatina ou placebo.

2. Determinar o nivel plasmatico de sVCAM-1, IL-6 e ET-1 em pacientes com

sepse grave ou choque séptico recebendo atorvastatina ou placebo.
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ARTIGO ORIGINAL

A CLINICAL RANDOMIZED TRIAL ON THE USE OF ATORVASTATIN IN

PATIENTS WITH SEVERE SEPSIS OR SEPTIC SHOCK: EFFECTS ON

ENDOTHELIAL FUNCTION
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Abstract

Background: Endothelial dysfunction and inflammation are key players in the
pathogenesis of sepsis. Statins have pronounced immunomodulatory effects,
independent of lipid lowering. These effects of statins appear to involve the
restoration or improvement of endothelial function by increasing the bioavailability of

nitric oxide (NO), reducing oxidative stress and inhibiting inflammatory responses.

Objective: We hypothesized that statins can improve endothelial dysfunction in

septic patients.

Methods: A double-blind, placebo-controlled trial was undertaken, with adult
patients within 24 hours of severe sepsis or septic shock diagnosis randomized to
receive treatment with placebo or atorvastatin 80 mg/day. Endothelial dysfunction
was assessed using flow-mediated dilatation (FMD) of the brachial artery and by
measuring plasma levels of soluble vascular cell adhesion molecule (sVCAM)-1,
interleukin (IL)-6 and endothelin (ET)-1 by enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA) at baseline and 24 and 72 hours after randomization.

Results: We studied 47 patients (mean age 52 * 20; 29.1% males; APACHE Il risk
score 23.5 + 7.3): 24 in the placebo group and 23 in the statin group. No significant
difference was observed in the temporal variation of FMD between groups. Similarly,
no significant differences were observed in the temporal variation of biomarker levels
between the treatment and the control groups, except for changes observed in

sVCAM-1 levels. The hospital mortality rate was similar in both groups.
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Conclusions: Our data showed no benefit for the acute use of a potent statin in
patients with severe sepsis or septic shock regarding improvement in endothelial

function parameters.

Clinical trial registration number: NCT00452608.

Keywords: sepsis; endothelial function; statins; infection.
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Introduction

Severe sepsis is common, with a prevalence of approximately 2.3 cases per
100 hospital discharges in the USA. This prevalence translates into an annual
burden of approximately 836,000 cases, 68% of which require intensive care unit
(ICU) treatment (1). The frequency of sepsis in European ICUs is also high, with >
35% of patients having sepsis at some point during their ICU stay (2). Severe sepsis
is frequently fatal, with hospital mortality rates between 20% and 50% (3). Thus, an
important goal in critical care medicine is to develop novel therapeutic strategies that

will favorably affect patient outcomes in sepsis.

The pathophysiology of severe sepsis involves a highly complex, integrated
response that includes activation of different cell types, synthesis of inflammatory
mediators and changes in the hemostatic system. Endothelial activation is central to
these processes and appears to be highly dependent on changes in nitric oxide (NO)
balance, involving decreased eNOS activity and increased, unbalanced iNOS activity
(4). These characteristics make the endothelium a target for therapeutic

interventions that aim to improve the prognosis of sepsis (5-7).

Statins are lipid-lowering drugs featuring multiple pleiotropic anti-
inflammatory/immunomodulatory effects that are independent of their lipid-lowering
effect (8, 9). Indeed, many of the pleiotropic vascular effects of statins appear to
involve restoring or improving endothelial function by increasing the bioavailability of
NO; promoting re-endothelization; reducing oxidative stress; and decreasing the
levels of pro-inflammatory cytokines, chemokines and adhesion molecules (10, 11).
Accordingly, Wassmann et al demonstrated that statins improve endothelium-
dependent coronary vasodilatation within 24 hours in the absence of significant

cholesterol reduction (12). Thus, it is possible that the inflammatory and immune
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responses provoked by sepsis could potentially be modulated by statins through

these non-cholesterol-dependent effects.

The few studies on the use of statins in sepsis reported controversial results.
In a small randomized clinical trial for simvastatin in patients with acute bacterial
infection, no significant difference in the levels of inflammatory cytokines or the
incidence of severe sepsis was observed between treated and untreated patients
(13). In a randomized prospective trial, Kruger et al concluded that maintenance of
prior statin therapy was not associated with attenuation of the inflammatory response
or organ failure during sepsis (14). In contrast, Patel et al demonstrated that acute
use of atorvastatin in statin-naive individuals significantly reduced the likelihood of
sepsis progressing to severe sepsis (15). Thus, the role of statins in patients with
sepsis remains controversial. Moreover, statins’ effect on the vascular endothelium

and markers of inflammation during sepsis has not been directly studied.

The objective of the present study was to examine the effects of atorvastatin
on endothelial-dependent flow-mediated dilatation (FMD) and on serum levels of
interleukin (IL)-6, soluble vascular cell adhesion molecule (sVCAM)-1 and endothelin
(ET)-1, serving as markers of endothelial function, in patients with severe sepsis or

septic shock and without previous use of statins.
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Methods
Patients and study design

This was a single-center, double-blind, randomized, placebo-controlled trial
approved by the institutional ethics committee prior to its initiation. Written informed
consent was obtained from each patient or legal representative. The study was

registered as NCT00452608 at www.clinicaltrials.gov.

The study included adult patients admitted to the ICU of a tertiary teaching
hospital within 24 hours of diagnosis of severe sepsis or septic shock. Sepsis was
defined according to the American College of Chest Physicians/Society of Critical
Care Medicine Consensus Conference (16). Infection was defined as the presence
of a pathogenic microorganism in a sterile milieu (such as the blood, abscess fluid,
the cerebrospinal fluid or ascitic fluid) and/or clinically suspected infection, plus the
administration of antibiotics. Severe sepsis was defined as sepsis in addition to at
least one organ failure, except when that organ failure was already present 48 hours
before the onset of sepsis. Septic shock was defined as sepsis with hypotension,

even after initial volume expansion.

The exclusion criteria were the use of statin therapy during the six months
preceding admission, an inability to receive enteral administration of the study drug,
previous  statin-induced  myopathy or  hypersensitivity reaction, any
immunosuppressive therapy except steroid treatment, pregnancy, HIV infection,
transaminase levels three-fold above the normal upper limit, chronic muscle disease
or creatine kinase (CK) level elevation of more than 10 times the upper limit of the

normal range, heart failure, chronic renal failure and hepatic failure.
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Study protocol

The enrolled patients were randomly assigned to receive 80 mg of
atorvastatin orally or a matching placebo once daily for three days. All investigators
were blinded to the study-group assignments, and the computer-generated
randomization list was kept separately. Allocation concealment was ensured using
sequentially numbered vials containing atorvastatin or placebo. The patients,
caregivers, data collectors, investigators and data analysts were blinded to the group

assignments.

The first dose of atorvastatin or placebo was given as soon as possible after
randomization and then continued daily until day three or until death, whichever
occurred first. Capsules were administered orally, or the contents were emptied and
dissolved in 20 ml of water and given by a feeding tube that was flushed with 20 ml
of water. Enteral nutrition was paused for a period of two hours after study drug

administration.

Blood samples were collected at baseline and at 24 and 72 hours after
randomization. These samples were centrifuged and stored in aliquots frozen at -
80°C for later analysis of biomarker levels. Flow-mediated dilatation was measured
at baseline and at 24 and 72 hours after randomization, and the data were stored for
later analyses. Lipid profile was assessed at baseline and at 72 hours after

randomization.

Study medication was discontinued if the patient, next of kin or treating
physician withdrew consent; if the patient developed suspected drug-induced
hepatitis; or if a serum CK level became greater than or equal to 10 times the normal

value. Serial blood samples were taken to monitor any serious adverse events
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related to statin therapy.

Flow-mediated dilatation evaluation

Flow-mediated dilatation was assessed in the brachial artery. Measurements
were obtained with the patient in the supine position, in an arm without venous or
arterial lines. Brachial artery images were obtained using a high-frequency
transducer (7.5-10 MHz) and a commercially available ultrasound system (Philips
EnVisor; Philips, Andover, MA). Images were obtained simultaneously with
electrocardiographic tracing and digitally recorded. To minimize operational errors,
both the transducer and the arm were maintained in the same position during the
entire procedure. Baseline images were recorded, and the brachial artery postero-
anterior diameter was measured in diastole in three adjacent segments and at the
best angle of interrogation to determine the intima-media thickness. This procedure
was repeated for three consecutive beats. A pressure cuff was then placed on the
forearm and inflated to 230-250 mm Hg for five minutes. The brachial artery diameter
was measured again 45-60 seconds after sudden cuff deflation, following the study
protocol (17). A mean of nine measurements of baseline and post-hyperemia
diameters was used for statistical analysis. Flow-mediated dilatation was expressed
as the relative change in brachial artery diameter during hyperemia and defined as
100 x ([post-hyperemia diameter — baseline diameter]/baseline diameter). Therefore,
positive percentage values indicate vasodilation, whereas negative percentage
values indicate constriction. Brachial artery diameter measurements were performed
off-line, and immediately after the protocols were finished. As such, the operator was
always blinded to the final clinical outcome. Intraobserver variability was measured

by the same investigator in nine subjects, revealing excellent reproducibility between
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examinations (mean variation of baseline diameter of 0.3 mm and mean FMD
variation of 0.63%). These values are substantially below the differences observed
between survivors and nonsurvivors and are in accordance with the guidelines of the

International Brachial Artery Reactivity Task Force (17, 18).

Blood-derived markers

sVCAM-1 and IL-6 concentrations were quantified in plasma samples using
commercially available enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) (R&D
Systems, Minneapolis, MN) according to the manufacturer's recommendations. The
sVCAM-1 detection limit ranged from 0.17-1.26 ng/ml, and the IL-6 detection limit
ranged from 3-300 pg/ml. Quantitative determination of ET-1 levels in plasma
samples extracted from patients was also performed using an ELISA (R&D Systems,
Minneapolis, MN) according to manufacturer's recommendations. The limit of
detection for ET-1 was 4.2-117 pg/ml. Before the assay, plasma samples underwent
solvent extraction (acetone: 1 N HCI: water [40:1:5]), were lyophilized in a centrifugal
evaporator and were reconstituted in 0.25 ml of sample diluent. The same
investigator performed these assays in duplicate in the Cardiovascular Research

Laboratory.

Study outcomes

The primary outcome was the improvement of endothelial function, as
assessed by temporal variation of FMD and of the plasma levels of sVCAM-1, IL-6
and ET-1. The secondary outcomes included the duration of vasopressor use, the

length of stay in the ICU, the length of mechanical ventilation and hospital mortality.
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Statistical analysis

Analyses were performed based on the intention-to-treat principle.
Quantitative variables with a normal distribution are presented as the mean %
standard deviation or the mean * standard error; categorical variables are expressed
as absolute frequencies and percentages. Quantitative variables without a normal
distribution are logarithmically transformed or are expressed as the median and
interquartile range. A Student’s t test, a chi-square test, Fisher's exact test or a
Mann-Whitney U test was used for comparison between groups, as appropriate. To
study the profile of variables over time, two-way analyses of variance for repeated
measures were implemented using general linear models (SAS Software 8.0; SA,
Cary, NC). Based on previous data (11), the study was powered to detect a
difference of 25% in FMD and plasma levels of biomarkers between the treatment

and the control patient groups, with 80% power at a significance level of 0.05.
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Results

A total of 201 patients were identified during the screening process. In total,
154 patients were excluded, of whom 16.5% (43) met more than one study exclusion
criterion. Approximately 29.8% (60) of patients were excluded due to current
treatment with statins, and 53.7% (108) were excluded due to a sepsis diagnosis for
more than 24 hours. Ultimately, 47 patients were randomized to receive atorvastatin

or placebo (Figure 1) (19).
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Assessed for eligibility (n=201) Excluded (n=154)

53.7% Hypotension > 24h

29.8% Statin pre-treatment

28.3% Immunosuppressive therapy

——) | 25.4% HIV infection

10.4% Chronic Hepatic Failure

8.8% Chronic Renal Failure

5.6% Chronic Cardiac Failure
4.5% Elevated CK level
4.5% Not receiving enteral feeding

Randomized (n=47)

2.3% Elevated transaminase levels
1.5% Miscellaneous

Allocated to intervention (n=23)

Allocated to control group (n=24)

| |

Lost to follow-up (n=0) Lost to follow-up (n=0)
Analyzed (n=24) Analyzed (n=23)

Figure 1. Screening, enrollment and randomization of the study patients. A total of
201 septic patients were identified. In total, 154 patients were excluded, mostly due
to current treatment with statins or a sepsis diagnosis for more than 24 hours.
Ultimately, 47 patients were randomized (24 into the placebo group and 23 into the

statin group). No patients were lost to follow-up.
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Baseline patient demographics, including the etiology and severity of sepsis,
are shown in Table 1. The majority of subjects in each group (47.8% in the statin
group and 70.8% in the placebo group, p = 0.1) were female. The groups were well

matched for age, the severity of sepsis and severity of illness scores.
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Table 1. Baseline characteristics of the patient population

All pts Atorvastatin Placebo p
(n =47) (n=23) (n = 24)

Age (yrs) 50.3 £ 18.7 495+ 18 51+ 20 0.77°
Female sex % (n) 59.6 (28) 47.8 (11) 70.8 (17) 0.10°
Source of sepsis % (n)

Abdomen 36 (17) 39.1(9) 33.3(8)

Lungs 32 (15) 39.1(9) 25 (6) 0.11

Urinary 12.7 (6) 0 (0) 25 (6)

Other 19 (9) 21.7 (5) 16.6 (4)
APACHE Il 23.3+7 23+6.9 235173 0.81°
Use of corticosteroids % (n) 66 (31) 76.4 (17) 58.3 (14) 0.26°
Use of vasopressors % (n) 89 (42) 82.6 (19) 95.8 (23) 0.14°
Time from shock until study entry (h) 16.7 £ 5.4 17159 1645 0.65°
Mechanical ventilation % (n) 85 (40) 95.6 (22) 75 (18) 0.17°
Creatinine (mg/dl) 1.79 £ 1.48 19+1.6 1.7+14 0.65°
TC (mg/dl) 84.34 + 26.95 84.9 £ 28.8 83.7 £ 25.6 0.88°
TG (mg/dl) 186.7 £ 135.6 183.3 £ 130.5 189.8 £ 143 0.87°
LDL (mg/dl) 27.4+£10.9 24 +8 30.7£12 0.03°
HDL (mg/dl) 14.5+9.2 13+8 14377 0.29°
sVCAM-1 (ng/ml) 2317.1 £ 233.48 2509 £ 414.99 2158 + 264.80 0.88"°
ET-1 (pg/ml) 8.4+1.03 7.4+0.68 9.5+1.83 0.5°°
IL-6 (pg/ml) 252.3 £ 16.30 256 + 23.92 256 +22.35 0.57°°
FMD % variation 245+ 0.1 16+14 3.1+£1.2 0.47°°

The data are expressed as the mean + SD or mean = SE. a = Pearson chi-square test; b = t test; ¢ = standard
error. Abbreviations: APACHE Il = Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Il; TC = total cholesterol; TG
= triglyceride; LDL = low-density lipoprotein; HDL = high-density lipoprotein; sVCAM-1 = soluble vascular cell
adhesion molecule-1; ET-1 = endothelin-1; IL-6 = interleukin-6; FMD = flow-mediated dilatation.
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Except for low-density lipoprotein (LDL) levels, which were higher in the placebo
group (24 + 8 vs. 30.7 £ 12 mg/dL; p = 0.03), no differences in baseline plasma total
cholesterol (TC), high-density lipoprotein (HDL) or triglyceride (TG) levels were observed
between groups (Table 2). Additionally, no differences were observed over time in the
plasma levels of TC, TG, LDL and HDL between the patients taking atorvastatin and the
controls (p = 0.85, 0.38, 0.56 and 0.99, respectively). However, there was a significant
increase in the TC levels of the placebo and treatment groups from baseline to
assessment at 72 hours (p = 0.001 and 0.005, respectively). The HDL and LDL levels

tended to increase in patients taking atorvastatin, although not significantly (p = 0.09).

Table 2. Serum lipid and lipoprotein levels in the statin and placebo groups at baseline and after 72

hours
Atorvastatin (n = 23) Placebo (n = 24)
Baseline 72 h p’ Baseline 72h p? p°
TC (mg/dl) 84.9 +28.8 112.2+29.8  0.005 83.7£25.6 1142396  0.001 0.85

TG (mg/dl) 183.3 +130.5 1569.8 +77.8 0.34 189.8 + 143 187 £ 119.2 0.85 0.38

LDL (mg/dl) 24+8 27.9+93 0.09 30.7 12 26.3+8.8 0.14 0.56

HDL (mg/dl) 13+8 16.7£12.8 0.09 14377 16.7 £ 8.8 0.7 0.99

The data are expressed as the mean £ SD (50% CI)

The p' and p? values refer to comparisons between baseline and 72 hours within the statin and
placebo groups, respectively

The p®values refer to comparisons at 72 hours between the statin and the placebo groups
Abbreviations: TC = total cholesterol; TG = triglyceride; LDL = low-density lipoprotein; HDL =
high-density lipoprotein.
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Primary outcomes

The patients had severe impairment of endothelial function, as assessed by
brachial artery FMD at baseline (median variation 2.45 £ 0.1%). This impairment was
greater in the patients allocated to the atorvastatin group, although not significantly
(1.67 £ 1.4% vs. 3.1 £ 1.2%, p = 0.47). There was a progressive improvement over
time, although not significant, in endothelial function in both groups (p time = 0.13
and p group = 0.23). There was no significant interaction between the group-related
and the time-related variation of FMD (p = 0.6; Figure 2).

Although we observed a trend of increased mortality rates in patients with
baseline FMD lower than 7% (the internationally accepted cutoff point (17, 18)) or
lower than 5.7% (the study median), statistical significance was not achieved for the
comparison between survivors and nonsurvivors (p = 0.28 and p = 0.16,
respectively). Whereas 82% (9/11) of patients with baseline FMD greater than 7%
survived, approximately half of patients with baseline FMD lower than 7% died (41%;
15/35). Similarly, among patients with less than 5.7% baseline FMD (35/47),
mortality was 43% (15/35), whereas 83% of patients with baseline FMD greater than
5.7% survived. Nonetheless, 70.6% of nonsurvivors showed a decrease in
endothelial function in FMD sequential analyses (comparisons between baseline
measurements and measurements after 24 or 72 hours), whereas only 33.3% of

survivors had a reduction in FMD (p = 0.018).
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Figure 2. Temporal variation of FMD. Endothelial function was assessed based on
brachial artery FMD at baseline and at 24 and 72 hours in the placebo (blue bars)
and atorvastatin (red bars) groups. The temporal variation of FMD between the
placebo and the atorvastatin groups was assessed by two-way analyses of variance

for repeated measures using general linear models. The data are the mean * SE.
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Figure 3 depicts biomarker levels over time in patients on atorvastatin or
placebo. Plasma sVCAM-1 levels showed significant time and group interaction
variation between groups (p for interaction = 0.04). However, no differences were
noted when only the time points or groups were compared (p = 0.1 and 0.82,
respectively). Plasma sVCAM-1 levels at baseline (nonsurvivors, 3108 + 546.14
ng/ml; survivors, 1893 + 223.24 ng/ml; p = 0.017) and at 24 hours (nonsurvivors,
3463 + 610.12 ng/ml; survivors, 1789 + 181.31 ng/ml; p = 0.002), but not at 72 hours
(nonsurvivors, 2623 + 685.65 ng/ml; survivors, 1703 + 186.98 ng/ml; p = 0.17), were
related to hospital mortality.

Regarding plasma IL-6 levels, there was no difference between groups (p =
0.43) and no significant interaction between group and time (p = 0.8). However, in
the cohort as a whole, there was a statistically significant difference in plasma IL-6
levels between time points (p < 0.001). IL-6 levels at baseline (nonsurvivors, 297 +
20.99 pg/ml; survivors, 228 + 21.24 pg/ml) and at 24 hours (mean for nonsurvivors,
208 + 39.66 pg/ml; mean for survivors, 119 £ 20.43 pg/ml), but not at 72 hours
(nonsurvivors, 92 + 28.10 pg/ml; survivors, 58 + 12.29 pg/ml), were related to
hospital mortality (p = 0.042, p = 0.033 and p = 0.20, respectively).

For ET-1 levels, there was also no overall difference between groups or time
points (p = 0.97 and p = 0.28, respectively). Although there was no significant
difference in the level of ET-1 at 72 hours between treated and untreated patients,
the values tended to be higher in the statin group over time (p for interaction time
and group = 0.08). No significant correlation was observed concerning ET-1 levels

and hospital mortality.
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Figure 3. Profile of biomarkers of endothelial dysfunction. Patients with severe

sepsis or septic shock were treated with 80 mg of atorvastatin (red bars) or placebo

(blue bars). (A) Temporal variation of sSVCAM-1 levels. (B) Temporal variation of IL-6

levels. (C) Temporal variation of ET 1 levels. The data are the median + SE.
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Secondary outcomes

Table 3 describes the secondary outcomes of the study. The mean time on
vasopressors was similar between patients on atorvastatin and patients on placebo
(36.75 hours, interquartile range 6.5-36.75 vs. 34.9 hours, interquartile range 20.6-
68.6; p = 0.88). The median length of ICU stay was six days (interquartile range 3-
15) and 4.5 days (interquartile range 3-16) in the statin and placebo groups,
respectively (p = 0.89). No significant difference was observed in the duration of
mechanical ventilation use among the patients in each group. The overall cohort had
a hospital mortality of 36.2%. There were fewer deaths in the statin group than in the
placebo group (6/23 [26%] and 11/24 [45.5%], respectively), however, no significant

difference was observed (p = 0.16).
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Table 3. Secondary Outcomes

Atorvastatin Placebo p
(n=23) (n=24)
Time on vasopressor - hours 36.75 [6.5-36.75] 34.9 [20.6-68.6] 0.88?
LOS on mechanical ventilation — days 3 [2-7] 3 [0.25-5.5] 0.90?
LOS on ICU - days 6 [3-15] 4.5 [3-16] 0.89°
Hospital mortality - % (n) 26% (6) 45.8% (11) 0.16°

The data are expressed as the median and interquartile range (IQR), except for hospital
mortality (mean and SD).

a = Independent-samples median test.

b = Chi-square test.

Abbreviations: ICU = intensive care unit; LOS = length of stay.

Adverse events

In this study, 80 mg daily of atorvastatin daily for a short time was well tolerated
(Table 4). The incidence of serious adverse events was similar between the
atorvastatin and the placebo groups. The study drug was discontinued when CK
levels were greater than 10 times the upper limit of the normal range in one patient in
the atorvastatin group and in one patient in the placebo group. In both cases, CK
levels decreased to normal values over several days. There was no difference in the
frequency of elevated CK or liver transaminase levels between the two groups. No

unexpected serious adverse reactions occurred during the study.
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Table 4. Safety profile of the treatment group

Atorvastatin Placebo p
(n =23) (n =24)
ALT at baseline (U/L) 22 [13 - 34] 25.5[16 - 66] 0.88°
ALT peak (U/L) 29 [18 - 46] 48 [18.7 - 84] 0.66°
AST at baseline (U/L) 27 [20 - 47] 40 [26 - 120] 0.87°
AST peak (U/L) 47 [29 - 61] 50 [34 - 195] 0.88°
CPK at baseline (U/L) 256 [141 - 360] 304 [81 - 575] 0.65°
CPK peak (U/L) 367 [204 - 700] 349 [124 - 1520] 0.88°

The data are expressed as the median and interquartile range (IQR).
a = Independent-samples median test.
Abbreviations: ALT = alanine transaminase; AST = aspartate transaminase;

CK = creatinine kinase.
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Discussion
The main finding of this randomized trial was that the use of atorvastatin was
not associated with beneficial effects on endothelial function or markers of
inflammation in patients with severe sepsis or septic shock. Additionally, no clinical
benefit with the use of atorvastatin was observed during the study period of three days
or by critical care discharge. To our knowledge, this is the first randomized study
addressing endothelial function in patients with advanced sepsis who were not

previously exposed to statins.

Characteristics of study patients

Our study patients had severe sepsis or septic shock and were included within
24 hours of sepsis onset. Because sepsis development can be devastating, we were
careful to only include patients in the early stages of the syndrome to act as early as
possible on the multiple inflammatory pathways triggered in the process. To date, no
randomized clinical trial has attempted to study such a severely ill group of patients
regarding the effects of statins on endothelial function. Nonetheless, several studies
have addressed the use of statins and bacterial infections with and without sepsis,
most of which were retrospective studies (20-25). Therefore, comparisons between
our data and the findings of other studies with different designs and patient
characteristics may not reflect true differences in outcomes. Patients in the present
study had several features of severity, with an approximately 30% hospital mortality
rate, a mean APACHE Il score of 23, predominantly abdominal and respiratory sepsis
and a relatively young age stratum (50 years old on average).

In this critically ill population, we found very low baseline cholesterol levels.

Gordon and colleagues, among others, have reported that low cholesterol levels are
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associated with poorer survival rates in critically care settings (26). It remains unclear
whether this finding indicates significant physiopathological changes or merely reflects
the degree of acute illness (27). We showed that in groups with or without
atorvastatin, there was a progressive, similar increase in lipid levels during the

observation period of the study, as expected when sepsis progressively subsides (28).

Assessment of flow-mediated endothelial dilatation

The use of vascular ultrasound to study endothelial function in sepsis has only
been recently studied. Vaudo and colleagues studied 45 patients with gram-negative
sepsis and showed that in the one-third of patients in whom endothelial dysfunction
was present at baseline, the sepsis score had worsened over a three-day period
compared with the score of patients without endothelial dysfunction (29).

Our group previously studied the baseline characteristics of FMD in patients
with sepsis or septic shock compared with control individuals. Similar to the study by
Vaudo and co-workers, although our patient sample appeared to be more severely ill,
we showed that deterioration of FMD was predictive of poor prognosis (30).

In the present study, both the control and the atorvastatin-treated groups had
baseline values of FMD that indicated severe endothelial impairment compared with
control values from our previous work (30). In both groups, there was a progressive
improvement in FMD values at 24 and 72 hours, which was similar in magnitude
between the groups. However, changes in FMD over time were indicators of patients
with a higher mortality rate: 70% of nonsurviving patients had reduced FMD values,
whereas FMD values decreased in only 30% of survivors. Ultimately, the use of

atorvastatin did not significantly improve endothelial function.
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Previous studies have extensively studied the effects of different statins on
endothelial function, as assessed based on FMD. Most studies included patients
suffering from acute coronary syndromes, chronic coronary artery disease,
dyslipidemia or heart failure (11, 31, 32). In the majority of these settings, the use of
statins, regardless of the specific type, was associated with overall improvement in
FMD values, irrespective of changes in cholesterol levels (33, 34). The potential
benefits of statins for the vascular endothelium are mainly based on the positive
influence of these drugs on the NO pathway by increasing eNOS expression (35).
However, as most authors agree, the delicate balance of NO determinants, and
particularly eNOS and iINOS status, is variable and dynamic in the progression of
severe infections (36). It is possible that the patients in our study were experiencing
severe and extensive bacterial aggression, explaining why an external agent such as
a statin could not so rapidly and markedly interfere with the intense inflammatory

cascade, resulting in improved endothelial function.

Assessment of endothelial function based on circulating levels of biomarkers

Endothelial inflammation-mediated activation is regarded as predictive of worse
prognosis in sepsis (37). We chose to perform a comprehensive assessment of
inflammatory markers that could provide a noninvasive evaluation of endothelial
function by measuring sVCAM-1, IL-6 and ET-1 levels in our study patients. In
addition, to circumvent potential technical limitations in performing FMD assessment
at the bedside of critically ill patients, biological markers of endothelial dysfunction
could be used as surrogate endpoints of this phenomenon.

We have previously described sVCAM-1 as a potential marker of endothelial

dysfunction in the setting of coronary artery disease and observed its utility in
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identifying coronary disease prior to the development of significant atherosclerotic
plaques (38). In the present study, none of these markers, which were, as expected,
elevated at baseline in both groups, seemed to be influenced by the use of
atorvastatin. In contrast, Novack and colleagues demonstrated reduction in the levels
of IL-6 and TNF-a over time in patients using simvastatin at 40 mg in a clinical trial of
patients with bacterial infections, although no difference was observed compared with
the placebo group (39). Differences in these findings compared with our data could
largely be due to the inclusion criteria related to severe sepsis and septic shock in our
study, whereby the intensity of the inflammatory cascade was potentially less
amenable to drug intervention.

Both IL-6 and sVCAM-1 levels featured a tendency to diminish during the
observation period of the study. Additionally, both IL-6 and sVCAM-1 levels at
baseline and 24 hours appeared to be predictive of hospital death. Taken together,
these observations are in agreement with previous studies, indicating that early
activation of cytokine and adhesion molecule cascades is associated with poor
prognosis in bacterial infections, and in sepsis in particular (37, 40-42).

Finally, ET-1 levels, a marker of intensive vasoactivation and endothelial
dysfunction, were also not affected by the use of atorvastatin. These levels were
elevated at baseline, yet in contrast to other markers, we did not observe a
progressive reduction in ET-1 levels over time or a correlation between this marker’'s
circulating pattern and mortality. Studies on ET-1 and sepsis in humans are scarce.
An earlier study from our group showed that ET-1 levels were predictive of worse
prognosis in sepsis (43). More recently, we reported that levels of ET-1 were
associated with the degree of left ventricular dilatation, but not prognosis, in patients

with sepsis (44). Our present data confirm these initial observations.
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In sepsis and bacterial infection scenarios, several retrospective studies,
observational cohorts and even experimental studies indicated beneficial effects of
statins in a wide range of outcomes. More recently, meta-analyses and systematic
reviews also suggested positive effects for these drugs, reducing the burden of
infectious complications in various clinical scenarios (45-47). Nonetheless, due the
heterogeneity of the data available, the need for randomized clinical trials has been
discussed among many different authors (48-50). In the present study, we showed
that atorvastatin was not associated with improvement in any clinically significant
outcomes, such as the time on vasopressors, the need for mechanical ventilation or
the length of stay in the ICU. Overall, findings of endothelial dysfunction, regardless of
group allocation, were indicative of worse prognosis. Our data reinforce the idea that
larger studies are warranted, preferentially with more homogenous study populations,
i.e., patients with no previous exposure to statins who are well stratified according to
the degree of sepsis severity. Such trials are needed, based on our experience with a
high dose of atorvastatin, for which no complications were detected (neither renal nor
hepatic failure). Future studies should fully explore this high drug dose with a

desirable safety profile.
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Study limitations

Analyses of our data require several technical considerations. First, the study
was interrupted prior to obtaining the anticipated ideal sample size due to an
excessively slow recruitment rate that was caused by changes in the epidemiological
characteristics of our ICU patients. Second, most patients were using vasoactive
agents, which may have impaired assessment of changes in FMD. However, by
measuring biological endothelial markers, we found a consistent non-response to
atorvastatin, similar to the results observed for the FMD values. Third, the use of
medications per oral in patients using vasopressors may have negatively influenced
intestinal absorption, and the relatively short duration of the study may have limited

the appearance of therapeutic benefits.

Conclusions
This randomized, double-blind, placebo-controlled clinical trial failed to
demonstrate clear positive benefits of atorvastatin at 80 mg, initiated as early as 24
hours after sepsis onset, on endothelial function, as assessed based on FMD and
inflammatory marker levels. Considering that this small randomized trial presents
novel information that contradicts most previous data in the field, larger prospective,
multi-center, controlled studies are warranted to help to address this important clinical

question involving the use of statins in severe sepsis and septic shock.
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