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) RESUMO
INTRODUCAO: A endocardite infecciosa (ElI) € uma condicdo grave com

incidéncia crescente e alta taxa de mortalidade intrahospitalar e em cinco anos.
Poucos estudos tratam da avaliagdo da microcirculacdo em pacientes com El, e até
agora nenhum deles utilizou tecnologia a laser. O objetivo deste estudo é avaliar a
alteracdes presentes na microcirculacdo cutanea de pacientes com El. METODOS:
Trata-se de um estudo comparativo que incluiu pacientes com EIl definida pelos
critérios de Duke modificados admitidos em nosso centro para tratamento. O grupo
referéncia foi formado por voluntarios saudaveis pareados por sexo e idade. O fluxo
microvascular foi avaliado no antebraco usando um sistema de imagem de
fluxometria microvascular a laser, para medicdo nao invasiva e continua de
alteracées de perfusdo microvascular cutanea. Esse sistema foi utilizado em
combinagao com micro iontoforese de acetilcolina, um vasodilatador dependente do
endotélio e nitroprussiato de sodio (independente do endotélio), para testar a
reatividade microvascular. RESULTADOS: Estudamos 22 pacientes com El; sendo15
do sexo masculino e sete do sexo feminino. A idade média e o desvio padrao (SD)
foram de 45,5 + 17,3 anos. A apresentacao clinica foi aguda em 13,6% e subaguda
em 86,3%. Os agentes etiolégicos foram divididos em estreptococos do grupo
viridans presente em 10 pacientes (45,4%), estafilococos agressivos em 4 (18,2%),
estafilococos coagulase negativos de menor viruléncia em 4(18,2%) e enterococos
4(18,2%). A condutédncia microvascular da pele basal foi significativamente
aumentada em pacientes com El, em comparacao com individuos saudaveis (0,36 *
0,13 versus 0,21 = 0,08 APU / mmHg; p <0,0001). A vasodilatacdo microvascular
dependente e independente do endotélio foi reduzida em pacientes com El. O
aumento da condutancia microvascular induzida pela acetilcolina em pacientes foi de
0,21 + 0,17 e no grupo referéncia de 0,37 + 0,14 APU / mmHg (p = 0,0012). Além
disso, 0 aumento da condutancia microvascular induzida pelo nitroprussiato de sédio
em pacientes foi de 0,18 + 0,14 e em saudaveis de 0,29 + 0,15 APU / mmHg (p =
0,0140). Conclusdo: As alteragdes principais da microcirculacdo cutanea em
pacientes com El encontradas foram uma maior vasodilatagdo microcirculatoira
basal e uma reducao da reatividade microvascular dependente e independente do
endotélio.

Palavras-chave: Endocardite infecciosa, microcirculagdo, disfun¢gdo microvascular, fluxometria

microvascular a /aser.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Infective endocarditis (IE) is a severe condition with a high in-
hospital and 5-year mortality. Few studies have evaluated the microcirculation in
patients with IE, and so far, none have utilized laser-based technology. The aim of
the study is to evaluate the changes in the cutaneous microvascular bed of patients
with IE. METHODS: This is a comparative study of patients with definite IE by the
modified Duke criteria admitted to our center for treatment. A reference group of sex-
and age-matched healthy volunteers was included. Microvascular flow was evaluated
in the forearm using a laser speckle contrast imaging system, for noninvasive and
continuous measurement of cutaneous microvascular perfusion changes. Laser
speckle contrast imaging system was used in combination with skin iontophoresis of
acetylcholine, an endothelium dependent vasodilator, and sodium nitroprusside
(endothelium independent), to test microvascular reactivity. RESULTS: We studied 22
patients with IE; 15 were male and seven female. The mean age and standard
deviation (SD) was 45.5 £ 17.3 years. Clinical presentation was acute in 13.6% and
subacute in 86.3%.The etiological agents were divided into viridans group
streptococci, present in 10 patients (45.4%), aggressive staphylococci, in four
(18.2%), indolent coagulase negative staphylococci in four (18.2%) and enterococcus
in four (18.2%). Basal skin microvascular conductance was significantly increased in
patients with |E, compared to healthy individuals (0.36 £ 0.13 versus 0.21 +0.08
APU/mmHg; p<0.0001). Endothelial-dependent and-independent microvascular
vasodilation was reduced in patients with IE. The increase in microvascular
conductance induced by acetylcholine in patients was of 0.21 £ 0.17 and in in the
reference group it was 0.37 + 0.14 APU/mmHg (p=0.0012). Moreover, the increase in
microvascular conductance induced by sodium nitroprusside in patients was of 0.18 *
0.14 and in healthy volunteers it was 0.29 = 0.15 APU/mmHg (p=0.0140).Conclusion:
The most prominent alterations of the cutaneous microcirculation in patients with 1E
found were greater basal vasodilation and a reduction of the endothelium-dependent
and -independent microvascular reactivity.

Keywords: Infective endocarditis, microcirculation, microvascular dysfunction, speckle contrast

imaging.
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Introducao

A endocardite infecciosa € uma doenga em que agentes infecciosos invadem
as superficies endocardicas, produzindo inflamacdo e danos. Geralmente séo
decorrentes da turbuléncia do fluxo sanguineo em torno da superficie de uma
valvula defeituosa (por exemplo, por dano reumatico, por alteragao congénita, como
a valva aodrtica bicuspide, ou em uma prétese valvar disfuncionante), as cordas
tendineas, defeitos estruturais (como comunicacao interventricular, cardiomiopatia
hipertrofica obstrutiva, coarctacdo aodrtica), o endocardio mural ou dispositivo
intracardiaco (Habib G, et al., 2015, Baddour LM, et al., 2015). A infeccao
frequentemente produz vegetagdes, que sdo estruturas compostas de plaquetas,
fibrina e microrganismos (Moreillon P, Que YA, 2004).

As consequéncias fisiopatoldgicas e as manifestacdes clinicas da endocardite
surgem devido a: a) lesdo de estruturas intracardiacas, com destruicao valvar
resultando principalmente em regurgitacdo, evidenciada por sopro novo ou
agravamento de sopro ja existente, que pode levar a insuficiéncia cardiaca aguda ou
insuficiéncia cardiaca cronica agudizada, sobretudo quando valvulas do lado
esquerdo sao afetadas; b) embolizacdo de fragmentos das vegetacdes, levando a
infeccdo ou infarto dos tecidos afetados (cérebro, artérias coronarias, rim, baco,
pulmao, intestino, extremidades); c) estado séptico resultante de bacteremia ou
fungemia; d) lesdo tecidual devido a deposicdo de imunocomplexos circulantes, por
exemplo, no rim, com consequente hematuria microscopica, e/ou glomerulonefrite,
no olho (manchas de Roth), ou na pele (n6dulos de Osler e manchas de Janeway)
(Habib G, et al 2015, Baddour LM, et al., 2015).

E uma doenca que, apesar de avancos, tanto nos procedimentos diagnésticos
como terapéuticos, ainda possui uma alta mortalidade e morbidade. Apresenta
incidéncia de 3-7 casos para cada 100.000 pessoas ao ano em paises
desenvolvidos (Baddour LM,et al., 2015). Tem um perfil variavel e dindmico, com
mudancas importantes nos ultimos anos, variando de acordo com a manifestacao
clinica inicial, a doenca cardiaca subjacente, 0 microrganismo envolvido, a presenca
ou auséncia de complicacdes e caracteristicas do paciente. Houve uma mudanca do
perfil epidemioldgico, principalmente em paises desenvolvidos. Havia um predominio

de acometimento em adultos jovens com doencga valvar reumatica, mas nas duas
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ultimas décadas ocorreu um aumento do aparecimento da doenca em individuos
idosos e infeccbes associadas a saude (incluindo dispositivos intracardiacos,
prétese valvar e hemodialise) e a etiologia estafilocécica tornou-se mais freqliente
(Habib G, et al 2015, Baddour LM, et al., 2015). Nos paises em desenvolvimento,
incluindo o Brasil, ainda predomina a cardiopatia reumatica como predisposicéo para
endocardite, e a etiologia estreptocdcica (Brandao TJ, et al., 2017).

O uso de técnicas nao invasivas no diagnostico precoce dessa enfermidade e
de suas complicacbes pode ser util. A avaliacido da reatividade microvascular
sistémica revelou-se essencial para a investigacdo da fisiopatologia das doencas
cardiovasculares, metabdlicas (Rizzoni D, et al., 2011; Struijker-Boudier HA, et al.,
2007) e sepse (Vincent JL & Taccone FS, 2016). Entre as doencgas cardiovasculares
podemos citar a hipertensao arterial sistémica (HAS), caracterizada pelo aumento da
resisténcia vascular periférica, que reflete em mudangas na microcirculagdo havendo
um prejuizo na vasodilatacdo dependente do endotélio e rarefagdo microvascular
cutanea (De Boer MP, et al., 2012; Kaiser SE, et al., 2013).

Ja a insuficiéncia cardiaca é caracterizada por reducao do débito cardiaco,
induzindo como resposta compensatéria o aumento da resisténcia vascular periférica
e reduzida capacidade de vasodilatacdo dependente e independente do endotélio
(Andersson SE, et al., 2005, Green DJ, et al., 2006). Os pacientes com insuficiéncia
cardiaca crbnica também apresentam distlrbios na resposta termorreguladora da
circulacao periférica, incluindo a pele (Mahé G, et al., 2012).

E importante compreender melhor a fisiopatologia da endocardite, dada a sua
crescente incidéncia e sua gravidade (Baddour LM, et al., 2015). A taxa de
mortalidade intra-hospitalar da El varia de 15-30%, podendo chegar a 79% em
pacientes com insuficiéncia cardiaca, complicacées perianulares e infeccdo por S.
aureus (Baddour LM, et al., 2015). A sua principal complicagdao é a insuficiéncia
cardiaca (presente em 42-60% dos casos que acometem a valva nativa) sendo esta
a mais comum indicacao de cirurgia (Habib G, et al., 2015). Aproximadamente 50%
dos pacientes sdo submetidos a cirurgia valvar durante a fase ativa da doenca,
(Habib G, et al,. 2015, Baddour LM, et al., 2015). Além disso, eventos embdlicos
sistémicos ocorrem em 20 a 50% dos casos, podendo se apresentar antes do
diagnéstico, durante o tratamento ou até mesmo depois da terapéutica. Até 65%
dessas embolizacées ocorrem para o sistema nervoso central (Baddour LM, et al.,
2015). Quando analisada a casuistica da nossa instituicdo, a frequéncia de
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embolizacdo é de 50%, sendo 23% para SNC e 33% para baco. Possui taxa de
mortalidade de 24% e 74% dos pacientes sdo submetidos a cirurgia, uma vez que

somos um centro de referéncia em cirurgia cardiaca (Monteiro TS, et al.,2017).
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Referencial tedrico

No levantamento bibliografico utilizando os descritores endocarditis AND
microcirculation; e endocarditis AND endothelial dysfunction, pelo PubMed, Scopus e
Cochrane, e os descritores endocardite bacteriana AND microcirculacao no LILACS,
s6 foi encontrado um artigo que estudou as alteragcdes da microcirculacao cutéanea
em pacientes com endocardite infecciosa. Neste artigo, a avaliagdo microvascular foi
realizada através da capilaroscopia periungueal, um método diferente do que foi
utilizado no nosso estudo, pois fornece informagdes essencialmente sobre a
morfologia capilar. Nesse artigo foram incluidos 26 pacientes com endocardite
infecciosa e em 13 deles foi encontrado um padrdo microvascular anormal, que
mostrou uma correlacdo estatisticamente significativa entre o numero de
anormalidades capilares, envolvimento sistémico e disturbios imunolégicos. Porém,
devido a falta de especificidade, a microscopia capilar periungueal ndo pbde ser
considerada como uma ferramenta util para o diagnéstico da endocardite infecciosa
(Piette JC, et al., 1989).

A técnica de fluxometria microvascular a laser oferece uma abordagem
inovadora para avaliagdo nao invasiva da funcdo endotelial microvascular cutanea,
ja comprovada em pacientes que apresentam doencas cardiometabdlicas (Roustit M,
et al., 2010; Cordovil I, et al., 2012; Millet C, et al., 2011).

A microcirculacdo cutanea pode ser considerada um espelho da
microcirculagcao sistémica (Mahé G, et al.,, 2012). A reatividade microvascular
cutdnea tem sido correlacionada com a funcao microvascular em diferentes leitos
vasculares, tanto em relacdo a magnitude quanto aos mecanismos subjacentes (De
Boer MP, et al., 2012; Holowatz LA, et al., 2008; Roustit M and Cracowski JL, 2013).

A pele, por ser um sitio acessivel, foi usada como modelo de circulagao para
investigar mecanismos vasculares em uma variedade de doengas, incluindo
hipercolesterolemia (Khan F, et al., 1999), HAS (De Boer MP, et al., 2012, Kaiser SE,
et al., 2013), hiper-homocisteinemia (Abahji TN, et al., 2007), doenca renal (Stewart
J, et al., 2004), diabetes (Gomes MB, et al., 2008; Sokolnicki LA, et al., 2006) e
doenca arterial coronariana (Tibirica EV, et al., 2014; Souza EG, et al., 2014).

A hiperemia reativa pds-oclusiva (HRPO), induzida pela vasodilatacédo, é
considerada um indice Util da reatividade microvascular global, pelo menos
parcialmente dependente da func&o endotelial. Diferentes mediadores endoteliais
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parecem estar envolvidos na resposta hiperémica que se segue a oclusao arterial,
incluindo o 6xido nitrico, metabdlitos da ciclo-oxigenase, e o fator hiperpolarizante
derivado do endotélio. Este é também o caso para a vasodilatacdo dos microvasos
resultante da iontoforese de acetilcolina, que esta claramente relacionada com a
funcdo endotelial. Em contraste, a vasodilatacdo que resulta da iontoforese de
nitroprussiato de sédio, que é um doador direto de éxido nitrico, € aparentemente
independente da funcédo endotelial (Roustit M, et al., 2010).

A técnica de iontoforese (figural) avalia de forma nado invasiva, estimulos
farmacoldgicos no endotélio, através de administracao transdérmica de substéncias
vasoativas através de correntes elétricas de baixa intensidade. O principio que rege
essa técnica esta no fato das moléculas da droga de solugdo se encontrarem
carregadas positivamente ou negativamente, migrando através da pele sob a
influéncia de uma corrente monopolar aplicada (Alam TA, et al. 2005) .

FIGURA 1: Representacao do sistema farmacoldgico de microiontoforese de substancias
vasoativas. a) Eletrodo de dispersao; b) Eletrodo de infusdo; c) Migracao transdérmica de

fons.

Cl

Fonte: Adaptado de Souza EG, De Lorenzo A, Huguenin G, Oliveira GM, Tibirica E. 2014
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Na literatura sdo encontrados estudos demonstrando as alteracdes
microvasculares presentes na sepse (Ospina-Tascon G, et al.,2010; De Backer D, et
al.,2010) . Kiss e colaboradores (Kiss F et al,2015) publicaram um artigo
demonstrando que a disfuncao microcirculatéria esta presente ja nas fases iniciais
da sepse, antes mesmo da deterioracdo de parametros hemodinamicos.

O paciente com endocardite pode apresentar varios espectros da doenca,
dependendo do agente etiolégico, do momento em que é diagnosticado, das
comorbidades, das complicagdes (como insuficiéncia cardiaca, com ou sem choque
cardiogénico, ou ainda choque séptico associado) e da resposta imunoldgica. Deste
modo; possivelmente no caso dos pacientes com endocardite aguda estafilocdcica
poderiam ser encontrados achados semelhantes aos modelos de sepse estudados.

A microcirculagdo €& formada por arteriola, capilar e vénulas, vasos
sanguineos com diametro inferior a 150 ym. Esses vasos, chamados em seu
conjunto de microcirculacao, sdo os principais carreadores de oxigénio e nutrientes
do sangue para os tecidos. Esse sistema garante a adequacgao da oferta tecidual de
oxigénio a demanda celular (Roustit M & Cracowski JL, 2013). No caso de disfuncao
deste sistema, sobrevém a ma distribuicdo do fluxo sanguineo e a hipdxia tecidual.
As células endoteliais desempenham um papel central no sistema de controle do
funcionamento da microcirculagdo por regularem a trombose e fibrindlise
microvascular, a adesao e migracao leucocitaria, o tdbnus arteriolar, a permeabilidade
e o recrutamento capilar, todos determinantes do fluxo sanguineo capilar e, por
conseguinte, da oferta de oxigénio aos tecidos (Ince C,et al., 2016).

Na sepse, as células endoteliais microvasculares ndo sdo mais capazes de
desempenhar a sua funcado reguladora. O 6xido nitrico (NO) é um ativador da
enzima guanilato ciclase, responsavel pela producdo de monofosfato ciclico de
guanosina (cGMP), que é o mediador do relaxamento da musculatura lisa. Esse
sistema é modificado por uma expressao de 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS)
heterogénea em diferentes 6rgaos, resultando no desvio patoldgico de fluxo. Neste
evento distributivo, ha areas que apresentam deficiéncia da iINOS tendo menos
vasodilatacdo induzida por NO e tornando-se subperfundidas (Polat G, et al., 2017;
Ince C, 2005).

Na sepse, além da alteracdo de expressao da iNOS, ocorre maior producao
de radicais livres de oxigénio pela enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH) oxidase, que interferem com a produgéo de NO pela 6xido nitrico sintase
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endotelial (eNOS) e reagem com o NO ja formado, reduzindo ainda mais a sua
concentracao (Ince C, et al., 2016).

A liberacao de radicais livres leva a maior adesao de leucécitos, plaguetas e
hemacias ao endotélio vascular. Estes e outros mediadores inflamatérios alteram a
funcdo de barreira na microcirculagdo, levando a edema do tecido e mais déficit de
extragdo de oxigénio. Esses disturbios ndo corrigidos levam a disfungdo
microvascular e a faléncia de érgaos (Polat G, et al., 2017; Penna, G L, et al., 2011).

As células do musculo liso que revestem as arteriolas e regulam a perfusao,
perdem na sepse a sensibilidade adrenérgica e o tdbnus. As hemacias desempenham
um papel importante na regulacdo do fluxo sanguineo microcirculatorio, pela sua
capacidade de liberacdo de NO na presenca de hipdxia causando vasodilatacéo.
Esta propriedade reguladora dos glébulos vermelhos também pode ser afetada.
Essas alteracdes, juntamente com os disturbios na coagulacao, afetam ainda mais a
perfusdo na microcirculacao (Polat G, et al., 2017; Ince C, 2005).

Através do sistema de fluxometria laser existe a possibilidade de se
demonstrar se ha reducao da resposta ao vasodilatador microvascular dependente
do endotélio e as respostas vasodilatadoras dependentes do musculo liso (Roustit
M, et al., 2010). Essas alteracées, que serdo avaliadas nos pacientes com
diagnéstico de endocardite, caso presentes, poderdo ser correlacionadas com o
envolvimento sistémico da microcirculacdo nesta doenca.

Justificativa

A endocarditie infecciosa € uma infeccdo endovascular em que os pacientes
muitas vezes se apresentam sépticos e com disfuncdo cardiaca. Apesar disso,
estudos sobre a avaliacdo da microcirculacdo em pacientes acometidos por
endocardite sdo escassos na literatura e nenhum utilizou a técnica de fluxometria
microvascular a laser cutdnea, que pode ser transposta para a microcirculagao
sistémica. Portanto, faz-se interessante o estudo de pacientes com endocardite
infecciosa quanto a disfuncdo endotelial microvascular, quando comparados com
individuos sem endocardite infecciosa ou outras doencas cardiovasculares,
utilizando a técnica de fluxometria microvascular a laser, juntamente com estimulos
vasodilatadores locais. Este estudo traria a possibilidade de investigar um método
para auxiliar na avaliacao de alteragdes microvasculares decorrentes da endocardite
infecciosa e correlacionar esses achados com as suas complicacdes, agentes
etioldgicos e desfecho.
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Obijetivo primario
O objetivo desse estudo € descrever as alteracbes presentes na
microcirculacao sistémica de pacientes com endocardite infecciosa pela técnica de

fluxometria microvascular a laser.

Objetivos secundarios

Correlacionar os achados da avaliacdo da microcirculacdo sistémica com
variaveis do estudo, tais como o sexo dos pacientes, as comorbidades e condi¢coes
associadas (HAS, tabagismo e insuficiéncia renal), dados referentes ao episédio de
endocardite infecciosa como apresentacao clinica, agente etioldgico, valvula afetada
ou estrutura, disfuncéo sistdlica do ventriculo esquerdo, dados ecocardiograficos
(pressao sistélica da artéria pulmonar, PSAP), complicacbes embdlicas e nao
embdlicas, numero de dias de antibidtico, tratamento cirurgico, dados laboratoriais
(proteina C reativa) e uso de medicacbes (inibidor da enzima conversora de
angiotensina (IECA), bloqueador do receptor de angiotensina (BRA), diuréticos e
estatina.
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Metodologia

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional
de Cardiologia sob o protocolo n° 52871216.0.0000.5272 e registrado no
ClinialTrials.gov (NCT02940340). Os voluntarios da pesquisa foram devidamente
informados sobre os procedimentos aos quais seriam submetidos, sendo seu

consentimento formalizado através do termo de consentimento livre e esclarecido.

Trata-se de um estudo comparativo que incluiu pacientes com diagnéstico
definitivo de endocardite infecciosa pelos critérios modificados de Duke (Li JS, et al.,
2000) internados no Instituto Nacional de Cardiologia entre janeiro de 2016 e abril de
2017 e que apresentavam, no momento da inclusdo, estabilidade hemodindmica
avaliada pelo investigador de acordo com os seguintes critérios: PAS = 90mmHg,
auséncia de febre, ventilacdo espontanea e ndao uso de aminas. Pacientes que ja
haviam sido submetidos a cirurgia cardiaca foram avaliados com o intervalo minimo
de 15 dias apbés a mesma, de modo a evitar o periodo de inflamacao p6s-operatorio.
Pacientes com alguma outra condicdo infecciosa em atividade, como mediastinite,
pneumonia ou infecc¢do do trato urinario, foram excluidos. Foram excluidos
pacientes menores de 18 anos, pacientes portadores de diabetes mellitus e
portadores de colagenoses. Foi incluido um grupo referéncia pareado por sexo e
idade. Os dados microvasculares sistémicos obtidos neste grupo de voluntarios
saudaveis foram utilizados como valores microcirculatérios de referéncia em
individuos isentos de doencas sistémicas. Nenhum dos voluntarios saudaveis
apresentava hipertensao arterial, diabetes, dislipidemia ou qualquer outra doenca
sistémica.

As variaveis incluidas para os casos de El foram: dados demograficos (sexo,
idade), histérico médico prévio (hipertensao arterial sistémica (HAS), insuficiéncia
renal em hemodialise ou em tratamento conservador, tabagismo, doencas valvulares
anteriores, intervencdes cardiacas), fatores predisponentes para endocardite (El
prévia, doenca valvar reumatica, cardiopatia congénita, uso de drogas intravenosas,
presenca de protese valvar e dispositivos intracardiacos), medicamentos em uso
(IECA/BRA, estatina, diuréticos, betabloqueador), dados referentes ao episddio de
endocardite infecciosa como tempo de doencga, sendo considerada El aguda
pacientes com menos de quatro semanas do inicio dos sintomas e subaguda com

aqueles com mais de quatro semanas; origem: dividida em comunitaria e hospitalar,
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sendo considerada infeccdo nosocomial aquela ocorrida mais de 72 horas apés a
admissao, ou adquirida por meio de um procedimento invasivo realizado nas ultimas
oito semanas antes do desenvolvimento de sinais e sintomas; patégeno causal, que
foi dividido em quatro grupos: 1) estreptococos do grupo viridans, e nesse grupo
também foi incluido aqueles que apresentaram hemocultura negativa. Este
agrupamento foi feito em funcédo de estudo anterior em que foi visto que o mais
frequente patégeno isolado em pacientes com El hemocultura negativa através da
analise de reacao em cadeia de polimerase da valvula excisada cirurgicamente sao
os estreptococos do grupo viridans , uma vez que sao facilmente eliminados do
sangue com o0 uso de antibidticos (Lamas, C, et al. 2016) ; 2) estafilococos
agressivos (que incluem Staphylococcus aureus multissensivel e resistente a
meticilina e S.lugdunensis); 3) estafilococos coagulase negativo indolentes e 4)
enterococos; valvula ou estrutura afetada; funcao sistélica do ventriculo esquerdo
(VE) presente no ecocardiograma transesofagico realizado no momento do
diagnoéstico da El, avaliada de acordo com a analise do ecocardiografista, dividida
em ausente ou disfuncao leve e disfuncdo moderada ou grave. Nao foi utilizado o
valor da fracdo de ejecdo (FE) uma vez que esta ndo é um bom parametro para
avaliacao da funcdo cardiaca em pacientes com valvopatias regurgitantes, pela
possibilidade de superestimar o seu valor, mesmo em pacientes com disfuncao
cardiaca. Foi avaliado ainda o valor de pressao sistélica de artéria pulmonar
(PSAP), como marcador de disfuncao cardiaca mais grave; complicagdes embdlicas
e nado embdlicas (abscesso paravalvar, deiscéncia de protese, blogqueio
atrioventricular, insuficiencia cardiaca nova; insuficiéncia renal), o tratamento
antibiético e cirargico e dados laboratoriais (proteina C reativa titulada, hemoglobina,
hematécrito, leucdcitos, e niveis de creatinina e uréia).

No presente estudo, foi comparada a reatividade microvascular cutédnea de
individuos saudaveis com a de individuos com endocardite infecciosa usando a
técnica de fluxometria microvascular a laser juntamente com estimulos
vasodilatadores locais fisioldégicos ou farmacoldgicos.

Investigacao da reatividade microvascular

A reatividade microvascular cutanea foi avaliada através da técnica de
fluxometria laser speckle, padronizada e validada recentemente em dois centros de

investigacao clinica da Franga (Roustit M and Cracowski JL, 2013; Roustit M, et al.,
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2012; Rousseau P, et al., 2011). Esta técnica tem sido utilizada na determinacéo da
reatividade microvascular em diferentes estudos clinicos no Nucleo de Pesquisa em
Saude Cardiovascular do Instituto Nacional de Cardiologia (Borges JP, et al., 2016;
Verri V, et al., 2015; Souza EG, et al., 2014).

O fenbmeno fisico do speckle representa um fendbmeno éptico, causado pela
interferéncia de frentes de ondas eletromagnéticas que sofreram dispersao apos a
interacdo com um meio fisico. No caso do nosso aparelho, que possui um sistema
de aquisicdo de imagens, a dispersao resulta do movimento das hemacias na
microcirculacdo cutdnea (Roustit M and Cracowski JL, 2013). A figura de
interferéncia formada é similar a um conjunto de graos claros e escuros criando um
efeito granulado que na lingua inglesa € comumente conhecido como speckle,
sendo, portanto o termo mais usado para se referir a este fendbmeno, que s6 é
observado se a luz que produz a iluminagéo for uma luz coerente, como é o caso do

laser.

Um sistema de fluxometria laser speckle (comprimento de onda de 780 nm;
PeriCam PSI-NR, Perimed AB, Jarfalla, Suécia) acoplado a um sistema
farmacolégico de micro iontoforese (Perilont, Perimed AB, figura 2) foi utilizado para
a avaliacdo nao-invasiva e em tempo real das variacées de fluxo microvascular

dependentes (acetilcolina) e independentes (nitroprussiato de sédio) de endotélio.

FIGURA 2: Sistema de fluxometria laser speckle cutaneo acoplado a micro-iontoforese de
substancias vasoativas. Na técnica de iontoforese, uma corrente elétrica de baixa
intensidade carreia ions de substancias vasodilatodoras através da pele integra, resultando

em aumento do fluxo sanguineo microcirculatério e da perfuséo tecidual.

Fonte: Adaptado de Souza EG, De Lorenzo A, Huguenin G, Oliveira GM, Tibirica E. 2014
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A avaliagdo da microcirculacéo foi realizada 20 minutos apds o repouso na
posicao supina e uma temperatura ambiente controlada de (23£1°C), e cerca de
pelo menos uma hora apés uma refeicdo leve sem cafeina. Os exames foram

realizados no periodo da manha (entre 8h e 12h).

Imediatamente antes do registro do fluxo micro circulatério, foram medidas a
pressao arterial sistélica (PAS) e a pressao arterial diastélica (PAD) duas vezes com
intervalo de um minuto entre elas, utilizando um esfignomandémetro de mercurio, € 0
valor médio entre as duas aferigcdes foi utilizado como pressao arterial do paciente,
sendo a PAM calculada como PAD + [(PAS-PAD) /3].

Foram escolhidos aleatoriamente dois pontos na pele na face ventral do
antebraco de aproximadamente cinco cm de distancia entre eles, evitando-se areas
de pelos, pigmentacao alterada, escoriacoes e veias visiveis. Foram instalados dois
eletrodos de micro iontoforese através de adesivos dupla face fornecidos pelo
fabricante (LI611 electrodes, Perimed AB, figura 2). e determinadas trés areas de
medida, correspondendo a regides circulares de aproximadamente 80mm?. Duas
das areas de medida se encontravam nos eletrodos (iontoforese) e a terceira
(hiperemia reativa) era adjacente aos eletrodos. Foi utilizado um sistema de coxins a
vacuo (AB Germa, Kristianstad, Sweden) para evitar os artefatos de medida que

poderiam resultar dos movimentos do brago.

Os eletrodos foram preenchidos com 200 pl de solugcédo a 2% de acetilcolina
ou 1% de nitroprussiato de sddio (Sigma Chemical CO, USA) e os eletrodos neutros
(dispersdo da corrente) foram instalados 15 cm acima dos eletrodos de infusao.
Apos registro da linha de base do fluxo microvascular cutaneo durante 5 minutos,
seis doses de acetilcolina (corrente anddica) ou nitroprussiato de sddio (corrente
catddica) de intensidades crescentes de 30, 60, 90, 120, 150 e 180 YA e tempo de
infusdo de 10 segundos foram administradas de maneira cumulativa a cada 60
segundos. E importante ressaltar que o protocolo n&o inclui administragdo sistémica
de farmacos, o que as substancias supracitadas ficam apenas em contato com a

epiderme dos pacientes.

Para os testes de hiperemia reativa pos-oclusiva (HRPO), a oclusao arterial
foi realizada através de manguito pneumatico inflado em presséao supra sistélica (50
mmHg acima da pressao sistdlica dos pacientes) durante 3 minutos. Apds a



25

liberacdo do manguito, sdo medidos os seguintes parametros: fluxo cutaneo
maximo, aumento da condutancia microvascular cutdanea e area sob a curva de

vasodilatacdo induzida por HRPO.

As medidas de fluxo microvascular cutaneo, em unidades arbitrarias de
perfusdo (UAP), foram divididas pela pressao arterial média para gerar dados de
condutancia microvascular cutanea (CMC), expressas em unidades de UAP/mmHg.
O sinal emitido pelo laser speckle é proporcional ao niumero e a velocidade de
células sanguineas em movimento em microvasos superficiais da pele (capilares e
arteriolas terminais), sendo que o feixe de raios laser que ilumina a pele é refletido
pelas células em movimento e gera um sinal correlacionado de maneira linear com o
fluxo de hemacias. O sinal € semi-quantitativo e expresso em unidades de perfusao
(PU, perfusion units), de acordo com o consenso europeu (European Laser Doppler
Users Groups, Londres1992). O sinal de laser speckle foi registrado em computador
através de software de aquisicdo automatica de dados (Perisoft for Windows)

(figura3).

FIGURA 3: Registro representativo do efeito vasodilatador dependente de endotélio
observado na microcirculagdo cutanea de individuos jovens e saudaveis, utilizando a

metodologia descrita acima.
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Fonte: Adaptado de Souza EG, De Lorenzo A, Huguenin G, Oliveira GM, Tibirica E. 2014
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Analise estatistica

Foi utilizado teste t independente (n&o-pareado) para comparacdo dos
voluntarios saudaveis e os pacientes com EIl. Foram correlacionados os resultados
do estudo de intervengdo, condutancia microvascular cutanea basal e efeitos da
iontoforese cutdnea de acetilcolina e nitroprussiato de sodio na reatividade
microvascular dos participantes do estudo. Os dados clinicos e laboratoriais foram
mostrados de forma descritiva. A correlacdo foi buscada entre os resultados do
estudo de intervencao (reatividade microvascular) e caracteristicas dos pacientes,
como 0 sexo, humero de dias de antibidtico, tempo de doencga, valvula acometida,
agente etiolégico, presenca de complicagbes embdlicas, disfuncao sistolica do
ventriculo esquerdo, comorbidades (HAS e insuficiéncia renal em hemodiélise ou
tratamento conservador), uso de medicacdes (IECA, BRA e estatina), PSAP e PCR.
As variaveis numéricas foram submetidas ao teste de normalidade Shapiro-Wilk.
Aquelas com distribuicdo normal (paramétrico), foram analisadas utilizando testes t
de Student para comparacao entre dois grupos, ANOVA para comparagao entre trés
ou mais grupos e Pearson para comparacao entre idade e variavel numérica. As
variaveis categoricas foram analisadas pelo teste do qui-quadrado e o teste exato de
Fisher. Os resultados da comparacdo sao apresentados como média = desvio
padrao. Para aqueles que nao possuem distribuicao gaussiana (ndao paramétrica) foi
utilizado o teste de Mann-Whitney para comparacdo entre dois grupos, Kruskal-
Wallis para comparacao entre trés ou mais grupos e Spearman para comparagao
entre idade e variavel numérica. Os dados foram apresentados como médias e
desvio padrdo, quando de distribuicdo normal, como medianas e percentil 25-75
qguando nao normal. Os valores de P < 0,05 foram considerados significativos. O
pacote estatistico utilizado foi o Prism versao 6.0 (GraphPad Software Inc. La Jolla,
CA, EUA) e 0 R versao 3.1.0.
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Resultados

Foram incluidos 22 pacientes com endocardite infecciosa (El); suas
caracteristicas clinicas , assim como a do grupo referéncia, estdo apresentadas na
tabela 1. Dos pacientes analisados 10 (45,5%) eram portadores de HAS, cinco
(22,7%) tinham disfuncao renal, sendo trés (13,6%) dialitica e apenas dois (9%)
tinham relato de tabagismo, porém todos estavam ha mais de trés meses sem fumatr.
Nenhum dos pacientes apresentou critérios de resposta inflamatoria sistémica
(SIRS) no momento da avaliagao. Entre os pacientes com El oito (36,4%) estavam
em uso de IECA/BRA,10 (45,4%) utilizavam betabloqueador e trés (13,6%) faziam
uso de estatina. O uso de betabloqueador nao foi correlacionado aos resultados de
reatividade microvascular, devido a grande variabilidade de classes utilizadas
(quatro usavam atenolol, trés faziam uso de carvedilol, dois de bisoprolol e um de
metoprolol). Haviam sido submetidos a cirurgia cardiaca 13 (59,1%), sendo que um
paciente com menos de 15 dias do inicio dos antibi6ticos e 12 com mais de 15 dias

de antibioticoterapia.

Em relacdo ao hematdcrito, os pacientes com El apresentaram mediana de
33[28,38], e amplitude 22 a 48. Os pacientes foram divididos em hematdcrito alto ou
baixo, utilizando como ponto de corte a mediana de 33. A comparacao entre o fluxo
microvascular basal e hematdcrito foi igual nos dois grupos com valor de p=0,345,
como demonstra a figura 04.

FIGURA 4: Comparacao entre fluxo microvascular basal (expresso em unidades arbitrarias
de perfusdo, APU) e hematdcrito dos pacientes com endocardite infecciosa. A) Pacientes
com endocardite com hematocrito menor que 33% (n=11) e B) Pacientes com endocardite
com hematécrito maior que 33% (n=11).

50 F=0,3746

Fluxo Microvascular Basal
(APU)
W \\
NN

Hematocrito (%)



28

A condutancia microvascular basal da pele se mostrou significativamente
aumentada em pacientes com El, em comparacao com individuos saudaveis (0,36 *
0,13 versus 0,21 + 0,08 UAP/mmHg, p < 0,0001). A vasodilatacdo microvascular
dependente e independente do endotélio foi reduzida em pacientes com EIl, em
comparacao com o grupo referéncia. O aumento da condutancia microvascular
induzida pela acetilcolina nos pacientes foi de 0,21 + 0,17 e nos saudaveis de 0,37
0,14 UAP/mmHg (p = 0,0012). Além disso, o aumento da condutancia microvascular
induzida pelo nitroprussiato de sédio em pacientes foi de 0,18 + 0,14 e no grupo
referéncia de 0,29 = 0,15 UAP/mmHg (p = 0,0140) (figuras 5 e 6).

FIGURA 5. Condutancia microvascular cutanea basal e efeitos da iontoforese cutanea de
acetilcolina (Ach) e nitroprussiato de sédio (NPS) na reatividade microvascular sistémica de
voluntarios saudaveis (CTL, n = 30) e pacientes com endocardite infecciosa (ENDO, n = 22).
A condutancia microvascular cutdnea (CMC) é expressa em unidades arbitrarias de
perfusdo (UAP) divididas pela pressao arterial média, em mmHg. (A) Valores basais de
CMC; Aumentos da CMC (pico-basal) apés iontoforese de ACH (B) e de NPS (C). Os
valores sdo apresentados como médias + DP e foram analisados usando o teste t de
Student ndo-pareado bi-caudal.
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FIGURA 6. Efeitos da iontoforese cutanea de acetilcolina (Ach) e nitroprussiato de sodio
(NPS) na reatividade microvascular sistémica de voluntarios saudaveis (CTL, n = 30) e
pacientes com endocardite infecciosa (ENDO, n = 22). A condutancia microvascular cutanea
(CMC) é expressa em unidades arbitrarias de perfusao (UAP) divididas pela pressao arterial

média, em mmHg.
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A area sob a curva para a vasodilatacao induzida pelo nitroprussiato de sodio
(AUC NPS) foi correlacionada com as variaveis estudadas nos pacientes com El
conforme mostra a tabela 2. O Unico valor que apresentou significancia estatistica
foi correlacdo com dias de antibioticoterapia: aqueles que tinham menos de 15 dias
apresentaram uma média de 6714,5 £ 2867,4 UAP/s e aqueles com 15 dias ou mais
2828,4 + 1749,0 UAP/s (p=0,0009).

Na tabela 3 encontra-se a correlacao das variaveis estudadas dos pacientes
com El e a area sob a curva para vasodilatagdo induzida pela acetilcolina (AUC
Ach). Nenhuma variavel apresentou significancia estatistica. A correlacao de tipo de
valvula e AUC Ach foi realizada com o teste de Kruskal-Wallis para comparagéao de

trés ou mais variaveis.

O resultado da correlacdo do valor de pico da condutancia microvascular
cutédnea de pacientes com El durante iontoforese de acetilcolina (CMC Ach pico) e
as variaveis do estudo sdo demonstradas na tabela 4. As variaveis que
demonstraram significancia estatistica foram: nimero de dias de antibiético com
média de 0,76 + 0,21 UAP/mmHg para aqueles com menos de 15 dias e 0,50 £ 0.22
UAP/mmHg com 15 dias ou mais (p=0,02) e PSAP com média de 0,70+0,16
UAP/mmHg para PSAP 240 e 0,50+0,25 UAP/mmHg para PSAP<40 (p=0,05).

O valor de pico da condutancia microvascular cutdnea dos pacientes com El
apds iontoforese de NPS (CMC NPS pico) mostrou correlagdo estatisticamente
significante apenas com dias de antibioticoterapia (mediana de 0,79 UAP/mmHg <
de 15dias e 0,42 UAP/mmHg para 215 dias, valor de p=0,003). Os resultados séo
mostrados na tabela 5. A correlagéo de tipo de valvula e CMC NPS pico foi realizada
com o teste de Kruskal-Wallis para comparacao de trés ou mais variaveis e a analise
dessa correlagdo ndo mostrou diferenca entre as valvulas estudadas.

Na tabela 6 é mostrada a correlacdo do aumento da condutancia
microvascular cutanea resultante da iontoforese de acetilcolina (CMC pico-basal
Ach) e as variaveis do estudo. Nenhuma variavel demonstrou correlagéo
estatisticamente significante.

A correlagdo das variaveis com o aumento da condutancia microvascular
cutanea resultante da iontoforese do nitroprussiato de sodio (CMC pico-basal NPS)
estda mostrada na tabela 7. A variavel dias de antibiético mostrou uma média de 0,31
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t 0,14 UAP/mmHg para aqueles que estavam com menos de 15 dias e 0,13 + 0.11
UAP/mmHg para os com mais de 15 dias, valor de p=0,004.

A analise da hiperemia reativa pds-oclusiva (HRPO) nao pode ser realizada
em quatro pacientes devido a dificuldades técnicas. A relagdo da condutancia
microvascular cutanea maxima durante a HRPO (CMC pico HRPO) e o aumento da
CMC durante a HRPO (CMC pico-basal HRPQO) dos 18 pacientes avaliados e as
variaveis do estudo sdo demonstradas na tabela 8 e 9, respectivamente, porém

nenhuma variavel demonstrou correlacao estatisticamente significante.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas dos pacientes com El e grupo referéncia.

Variaveis Pacientes com El Voluntarios Valor de p
(n=22) saudaveis
(n=30)
Idade (anos) 455+17,3 42,1 £0,6 0,0901
Sexo 15M/7F 15M/15F 0,2587

Valvula [n (%)]

Origem [n (%)]

Fatores predisponentes para El

Tempo de doenga
<1 més
>1 més

Estreptococos

do grupo viridans [n (%)]
Hemocultura negativa
Estafilococos agressivos [n (%)]
Estafilococoscos coagulase
negativo indolentes [n (%)]
Enterococos [n (%)]

<15 dias de antibiético [n (%)]
>15 dias de antibiético [n (%)]

Hipertensos
Nao hipertensos

Disfuncéo sistdlica do VE prévia

Insuficiéncia renal em HD
IR em tratamento conservador

Embolizacao [n (%)]

Disfuncao sistélica do VE
complicando a El [n (%)]

9 (40,9) Adrtica
12 (54,5) Mitral
1(4,6) Tricuspide

19 (86,3) Comunitaria
3 (13,6) Hospitalar

2 (9,1) El prévia
2 (9,1) Valvopatia reumatica
5(22,7) CC
2 (9,1) Uso de drogas IV
2 (9,1) Prétese valvar
2 (9,1) Marcapasso

El- Endocardite infecciosa; M- Masculino;F- Feminino; CC — Cardiopatia congénita; IV- Intravenoso

VE- Ventriculo esquerdo; HD- Hemodidlise; IR=insuficiéncia renal
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Tabela 2. Comparacao da area sob a curva para a vasodilatacao induzida pelo
nitroprussiato de sédio com as variaveis do estudo.

Variaveis Média £ Desvio padrao Valor de p
Sexo masculino 3381.2 £ 2251.1 0,204
feminino 4974.9+ 3411.3
Valvula Adrtica 4687.4 £ 2253.4 0,528
Mitral 3371.2 £ 3050.1
Tricuspide 2901.0
Tempo de doenca <1 més 6209,0 £ 5469,8 0,111
>1 més 3521,8 +2032,3
Estreptococos do grupo viridans
e hemocultura negativa 3214.0 +1917.7
Estafilococos agressivos 5203.5 + 4683.7 0,637
Ers]ie:(l)%c(:)%c(:)oss coagulase negativo 3614.5 + 2515.7
4532.5 +2681.7
Dias de Antibiético: <15 dias vs 215 dias 6714.5£2867.4 0,0009
2828.4+ 1749.0
Hipertensos 4047.7+ 3723.5 0,807
N&o hipertensos 3755.4+1585.3
Disfuncéo renal presente ou 3896.41£2853.7 0,980
ausente 3860.6£2376.7
Em hemodialise 3493.7+1711.8 0,793
Tratamento conservador 3950.61£2852.8
Embolizagao presente ou 4252.6+2252.7 0,610
ausente 3636.1+ 3031.4
Disfungéo sistélica do VE mod/grave 6042.7£1048.6 0,140
Disfuncao ausente ou leve 3548.1+2734.3
PSAP=40 4890.9+3683.3 0,195
<40 3315.4+1866.5
Uso de IECA/BRA Sim 3490.0 £3150.0 0,682
Nao 4037.6+2607.3
Uso de estatina Sim 6319.0+1267.1 0,188
Nao 3645.2+ 2697.8
PCR 27 3521.0 £1464.9 0,807
<7 3946.3+2868.7

Foi utilizado o Teste t para comparacgéao entre dois grupos e ANOVA para comparagao entre 3 ou mais

grupos.

VE= Ventriculo esquerdo; IECA= Inibidor da enzima conversora de angiotensina; BRA= Blogueador do

receptor de angiotensina; PCR= Proteina C reativa.
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Tabela 3. Comparacao da area sob a curva para vasodilatacao induzida pela

acetilcolina com as variaveis do estudo

Variaveis Minimo P25 Mediana P75 Maximo Valor de p
Sexo masculino 549 1570 4188 5275 11694 1,000
feminino 194 1644 2883 7964 14669
Tempo de doenga <1 més 2163 2523 2883 3536 4188 0,718
>1 més 194 1280 4408 5564 14669
Estreptococos do grupo
viridans e hemocultura 977 1994 3751 5454 11694
negativa _ 2883 3862 4454 4886 5389 0,089
Estafilococos agressivos 549 742 810 1150 2163
Estafilococos coagulase
negativo 194 3919 8185 12074 14669
Enterococos
Dias de Antibiético <15 dias 2163 2863 3645 5144 14669 0,494
>15 dias 194 936 3641 5305 11694
Hipertensos 194 1000 2523 3914 14669 0,090
N&o hipertensos 813 2568 4940 5905 11694
Disfuncéo renal presente 194 549 2163 4719 11209 0,401
ausente 806 1706 4188 5389 14669
Em hemodialise 194 371 549 2634 4719 0,132
Tratamento conservador 806 1934 4188 5564 14669
Embolizagéo presente 194 1706 2856 4719 14669 0,695
ausente 806 1582 4188 5389 11694
Disfungao sistolica do VE 2163 2510 2856 7275 11694 0,787
mod/grave 194 1280 4188 5275 14669
Disfuncéo ausente ou leve
PSAP=40 1582 2683 3741 5476 11694 0,482
<40 194 854 3641 5050 14669
Uso de IECA/BRA Sim 194 3292 5169 9842 14669 0,294
Néo 549 1431 2988 4829 11694
Uso de estatina Sim 194 686 1178 1671 2163 0,139
Nao 549 1675 4298 5476 14669
PCR =7 2856 3632 4408 5564 4719 0,857
<7 194 1280 3094 4564 14669

Foi utilizado teste de Mann-Whitney para comparagao entre dois grupos

VE= Ventriculo esquerdo; IECA= Inibidor da enzima conversora de angiotensina; BRA= Bloqueador do

receptor de angiotensina; PCR= Proteina C reativa.
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Variaveis Média £ Desvio padrao Valor de p
Sexo masculino 0.52 +0.21 0,116
feminino 0,69+ 0.27
Valvula Adrtica 0,57+ 0,25 0,835
Mitral 0,56+ 0.25
Trict]spide 0.72
Tempo de doenca <1 més 0,60+0,19 0,860
>1 més 0,57+ 0,25
Estreptococos do grupo viridans e 0,52 +0,18 0,309
hemocultura negativa 0,71+0,25
. . 0,45+0,18
Estafilococos agressivos 0.69+0.38
Estafilococos coagulase negativo indolentes T
Enterococos
Dias de Antibiético <15 dias 0,76+0,21 0,023
=15 dias 0,50+ 0.22
Hipertensos 0,55+ 0,20 0,713
Nao hipertensos 0,59+0,28
Disfungao renal presente 0,63+0,29 0,543
ausente 0,55+ 0,23
Em hemodialise 0,49+0,22 0,523
Tratamento conservador 0,58+ 0,25
Embolizagéo presente 0,64+0,26 0,270
ausente 0,52 + 0,23
Disfuncao sistélica do VE mod/grave 0,74+ 0,09 0,188
Disfuncao ausente ou leve 0,54+ 0,25
PSAP=40 0,70+0,16 0,053
<40 0,50+0,25
Uso de IECA/BRA Sim 0,68+0,29 0,192
Nao 0,53 +0,21
Uso de estatina Sim 0,46+0,26 0,528
Nao 0,58 + 0,24
PCR 27 0,63+ 0,17 0,643
<7 0,56 + 0,25

Foi utilizado Teste t para comparagéo entre dois grupos e ANOVA para comparagéo entre 3 ou mais

grupos.

El= endocardite infecciosa; Ach= acetilcolina ; VE= Ventriculo esquerdo; IECA= Inibidor da enzima
conversora de angiotensina; BRA= Bloqueador do receptor de angiotensina; PCR= Proteina C reativa.
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Variaveis Minimo P25 Mediana P75 Maximo Valor
de p
Sexo Masculino 0,27 0,37 0,45 0,57 1,00 0,298
Feminino 0,36 0,46 0,56 0,69 0,97
Tempo de doenga <1 més 0,27 0,56 0,86 0,91 0,97 0,523
>1 més 0,34 0,38 0,47 0,57 1,00
Estreptococos do grupo viridans
e hemocultura negativa 0,35 0,36 0,40 0,52 0,67
0,415
Estafilococos agressivos 0,27 0,49 0,77 0,98 1,00
Estafilococos coagulase negativo indolentes 0.45 0.48 0.52 0.63 0.86
Enterococos 0,34 0,38 0,52 068 0,73
Dias de Antibiético <15 dias 0,41 0,62 0,79 0,94 1,00 0,003
215 dias 0,27 0,36 0,42 0,54 0,67
Hipertensos 0,27 0,39 0,46 0,67 0,97 0,923
N&o hipertensos 0,34 0,37 0,54 0,60 1,00
Disfuncgéo renal presente 0,39 0,45 0,56 0,65 0,86 0,359
ausente 027 0,36 0,47 0,58 1,00
Em hemodialise 0,39 0,42 0,45 0,51 0,56 0,929
Tratamento conservador 0,27 0,37 0,49 0,66 1,00
Embolizagéo presente 0,36 0,41 0,56 0,66 0,86 0,324
ausente 0,27 0,36 0,47 0,55 1,00
Disfuncgéo sistélica do VE mod/grave 0,58 0,62 0,67 0,76 0,86 0,069
Disfuncao ausente ou leve 0,27 0,37 0,45 0,56 1,00
PSAP=40 0,36 0,45 0,62 0,88 1,00 0,082
<40 0,27 0,37 0,43 0,55 0,73
Uso de IECA/BRA Sim 0,36 0,38 0,49 0,63 0,73 0,971
Nao 0,27 0,38 0,48 0,59 1,00
Uso de estatina Sim 0,39 0,51 0,62 0,74 0,86 0,623
Nao 0,27 0,37 0,48 0,60 1,00
PCR =27 0,41 0,48 0,56 0,57 0,58 0,651
<7/ 0,27 0,37 0,47 0,66 1,00

Foi utilizado o teste de Mann-Whitney para comparagao entre dois grupos.
El= endocarite infecciosa; NPS= nitroprussiato de sédio ; VE= Ventriculo esquerdo; IECA= Inibidor da enzima

conversora de angiotensina; BRA= Bloqueador do receptor de angiotensina; PCR= Proteina C reativa.



37

Tabela 6. Comparacao do aumento da condutancia microvascular cutanea resultante da

iontoforese de acetilcolina dos pacientes com El e as variaveis do estudo.

Variaveis Média + Desvio padrao Valor de p
Sexo masculino 0.18 £0,15 0,314
feminino 0,26+ 0.20
Valvula Adrtica 0,21+ 0,18 0,997
Mitral 0,21+ 0.18
Trict]spide 0,21
Tempo de doenga <1 més 0,18 £ 0,25 0,764
>1 més 0,21+0,18
Estreptococos do grupo viridans e hemocultura
negativa 0,21+ 0,12
0,056
Estafilococos agressivos 0,26+0,12
Estafilococos coagulase negativo indolentes 0.03+0.11
Enterococos ’ ’
0,34 0,25
Dias de Antibiético <15 dias 0,2810,14 0,235
215 dias 0,18+ 0.17
Hipertensos 0,16+ 0,14 0,247
N&o hipertensos 0,25+0,19
Disfungao renal presente 0,22+0,22 0,875
ausente 0,21 £ 0,16
Em hemodialise 0,12+0,09 0,335
Tratamento conservador 0,22+ 0,18
Embolizagéo presente 0,23+0,18 0,565
ausente 0,19%0,16
Disfuncao sistdlica do VE mod/grave 0,30+ 0,18 0,356
Disfuncao ausente ou leve 0,20+ 0,17
PSAP=40 0,26+0,13 0,290
<40 0,18+0,19
Uso de IECA/BRA Sim 0,28+0,21 0,205
Nao 0,18 0,15
Uso de estatina Sim 0,10+0,08 0,334
Nao 0,22+ 0,17
PCR 27 0,21+ 0,03 0,994
<7 0,21 £0,18

Foi utilizado o Teste t para comparagéo entre dois grupos € ANOVA para comparagao entre 3 ou mais

grupos.

El= endocarite infecciosa; VE= Ventriculo esquerdo; IECA= Inibidor da enzima conversora de

angiotensina; BRA= Bloqueador do receptor de angiotensina; PCR= Proteina C reativa.
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Tabela 7. Comparacao do aumento da condutancia microvascular cutadnea resultante
da iontoforese do nitroprussiato de sédio dos pacientes com El e as variaveis do

estudo.
Variaveis Média + Desvio padrao Valor de p
Sexo masculino 0.17 0,14 0,623
feminino 0,20+ 0.14
Valvula Aértica 0,18+ 0,17 0,880
Mitral 0,18+ 0.13
Tricuspide 0,11
Tempo de doenga <1 més 0,26 +0,21 0,332
>1 més 0,17 +013
Estreptococos do grupo viridans e 0,16+ 0,10
hemocultura negativa
Estafilococos agressivos 0,28+0,22 0,482
Estafilococos coagulase negativo indolentes 0,13+0,18
Enterococos 0,16+0,11
Dias de Antibiotico <15 dias 0,31+0,14 0,004
>15 dias 0,13+ 0.11
Hipertensos 0,16+ 0,16 0,530
Nao hipertensos 0,20+0,12
Disfuncéo renal presente 0,09+0,14 0,135
ausente 0,20 £ 0,14
Em hemodialise 0,05+0,16 0,082
Tratamento conservador 0,20+ 0,13
Embolizac¢éo presente 0,140,12 0,325
ausente 0,20 £ 0,15
Disfunc¢éao sistolica do VE mod/grave 0,27+ 0,08 0,219
Disfuncéo ausente ou leve 0,16+ 0,14
PSAP240 0,25 +0,17 0,062
<40 0,14+0,11
Uso de IECA/BRA Sim 0,16£0,10 0,759
Nao 0,18 0,16
Uso de estatina Sim 0,20+0,03 0,863
Nao 0,18 £ 0,15
PCR 27 0,16+ 0,07 0,833
<7 0,18 +£0,15

Foi utilizado o Teste t para comparagao entre dois grupos e ANOVA para comparagao entre 3 ou mais
grupos. El= endocarite infecciosa; VE= Ventriculo esquerdo; IECA= Inibidor da enzima conversora de

angiotensina; BRA= Bloqueador do receptor de angiotensina; PCR= Proteina C reativa.
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Tabela 8. Comparacdao da condutancia microvascular cutdnea maxima durante a
HRPO de pacientes com El e as varidveis do estudo.

Variaveis Média £ Desvio padrao Valor de p
Sexo masculino 0.84 +0,27 0,567
feminino 0.93 £0,34
Valvula Aértica 0,99+ 0,38 0,208
Mitral 0,80+ 0.22
Tempo de doenga <1 més 0,80+0,06 0,667
>1 més 0,880,31
Estreptococos do grupo viridans e 0,75+ 0,16 0,250
hemocultura negativa
Estafilococos agressivos 1,08+0,46
Estafilococos coagulase negativo 0.83+0.17
indolentes 7 ’
Enterococos 1.02+0.42
Dias de Antibiético <15 dias 1,01+0,34 0,130
=15 dias 0,79+ 0.24
Hipertensos 0,88+ 0,15 0,798
N&o hipertensos 0,85+0,37
Disfungéo renal presente 1,03+0,29 0,270
ausente 0,83 +0,28
Em hemodidlise 1,03 £ 0,00 0,560
Tratamento conservador 0,85+ 0,29
Embolizagéo presente 0,91+0,30 0,575
ausente 0,83 + 0,29
Disfunc¢éao sistolica do VE mod/grave 0,82+ 0,12 0,792
Disfuncao ausente ou leve 0,87+ 0,31
PSAP=40 0,90 0,30 0,587
<40 0,83+0,28
Uso de IECA/BRA Sim 0,96+0,29 0,405
Nao 0,83 +0,29
Uso de estatina Sim 0,74+0,00 0,679
Nao 0,87 + 0,29
PCR 27 0,82+ 0,08 0,825
<7 0,87 £ 0,30

Foi utilizado o Teste t para comparacao entre dois grupos e ANOVA para comparagao entre 3 ou mais grupos.
HRPO= hiperemia reativa pos-oclusiva; El= endocarite infecciosa; VE= Ventriculo esquerdo; IECA= Inibidor da
enzima conversora de angiotensina; BRA= Bloqueador do receptor de angiotensina; PCR= Proteina C reativa.
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Tabela 9. Comparagédo do aumento da condutancia microvascular cutdnea durante a
HRPO de pacientes com El e as varidveis do estudo.

Variaveis Média £ Desvio padrao Valor de p
Sexo masculino 0,49+0,20 0,887
feminino 0,47+ 0.27
Valvula Adrtica 0,56+0,31 0,310
Mitral 0,45£0.15
Tempo de doenga <1 més 0,38+0,17 0,355
>1 més
- 0,51 0,22
Estreptococos do grupo viridans e
hemocultura negativa 0,43+0,14
: . 0,64+ 0.34
Estafilococos agressivos
; . 0,40+0,17
Estafilococos coagulase negativo 0,378
indolentes 0,58+0,30
Enterococos
0,55+0,30
0,45+ 0.16 0,397
Dias de Antibidtico <15 dias
=15 dias 0,48+ 0,17
0,25+0,48
Hipertensos 0,983
Nao hipertensos 0,50+0,26
0,48 £ 0,22
Disfuncéo renal presente 0,874
ausente 0,55+0,00
. 0,48+ 0,22
Em hemodialise 0,754
Tratamento conservador 0,48+0,24
Embolizagéo presente 0,48 + 0,21 0,978
Ausente 0,38+ 0,19
0,50+ 0,22 0,398
Disfuncao sistélica do VE
mod/grave 0,47+0,25
Disfungéo ausente ou leve 0,50+0,20
PSAP240 0,55+0,20 0,782
<40 0,45 +0,22
Uso de IECA/BRA Sim 0,22+0,00 0,454
Nao 0,50 % 0,21
Uso de estatina Sim 0,46+ 0,18 0,216
N&o 0,49 + 0,22
0,895
PCR 27
<7

Foi utilizado o Teste t para comparagao entre dois grupos e ANOVA para comparagao entre 3 ou mais

grupos.

HRPO= hiperemia reativa pds-oclusiva; El= endocarite infecciosa; VE= Ventriculo esquerdo;
IECA= Inibidor da enzima conversora de angiotensina; BRA= Bloqueador do receptor de

angiotensina; PCR= Proteina C reativa.



41

Discussao

A endocardite infecciosa é uma infeccdo endovascular, mais precisamente
endocardica, que leva a alteracoes de sepse assim como alteracdes da funcao
cardiaca, sobretudo por regurgitacéo valvar grave. Apesar disso, ndo ha estudos na
literatura avaliando a fungdo microvascular na El, e até o presente estudo, ainda nao
havia sido documentado o uso da fluxometria microvascular a laser e reatividade
microvascular para avaliagdo de alterac6es na microcirculacdo cutanea de pacientes

com El.

A técnica de fluxometria laser speckle é uma técnica baseada na analise de
granulacdo de contraste (speckles) geradas pela luz laser refletida, coletada e
transmitida para uma tela. Quando a luz laser incide sobre a superficie da pele, as
particulas em movimento levam a flutuagdes do speckle no detector (Mahé G, et al.,
2012, Cordovil I, et al., 2012) que fornece uma imagem de fluxo sanguineo
microvascular (Humeau-Heutier A, et al., 2012).

A maior fonte de dispersor mével no tecido bioldégico sdo as hemacias
(Senarathna J, et al., 2013). Por isso foi avaliado o hematécrito dos pacientes com
endocardite. Foi feita a analise separando o0s pacientes com hematdcrito alto ou
baixo usando como ponte de corte a mediana de 33. O fluxo microvascular basal foi
igual nos dois grupos,e deste modo o hematdcrito n&o apresentou influéncia nos
resultados obtidos.

Os pacientes com El apresentaram condutancia microvascular da pele basal
significativamente aumentada e menor reatividade microvascular, em comparacao
com individuos saudaveis. Este achado possivelmente demonstra que pacientes
com El ja apresentavam importante vasodilatagdo inicial e quando submetidos a
micro iontoforese com acetilcolina e nitroprussiato mostraram redugdo da
vasodilatacdo dependente e independe do endotélio, talvez mostrando menor
reserva da microcirculacdo. Essas alteracdes sdo causadas possivelmente pela
resposta inflamatéria sistémica gerada pela endocardite, e o0s pacientes se
comportam de forma semelhante a pacientes sépticos.

Ha décadas sepse é definida como a presenca de dois ou mais critérios de
inflamacéao na presenca de infeccao suspeita ou documentada ( Bone et al 1992). No
ano de 2016, foi sugerido que sepse fosse definida como uma disfuncédo orgéanica
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potencialmente fatal causada por uma resposta imune desregulada a uma infeccao
caracterizada por suspeita / documentagao de infeccdo associada a um escore de 2
ou 3 no quickSOFA (Sequential Organ Failure Assessment Score) ou aumento de 2
ou mais no SOFA,. Esta situagao levaria a um estado hiperdindmico gerado por uma
importante vasodilatagdo determinando reducédo da resisténcia vascular periférica e
aumento do indice cardiaco, podendo progredir para choque séptico. Por sua vez,
choque séptico seria caracterizado por sepse e a necessidade de vasopressor para
elevar a pressao arterial média acima de 65 mmHg e lactato > 2 mmol/L (18 mg/dL)
apds reanimacgao volémica adequada. (Singer, M et al., 2016). Em modelos de
sepse as alteracdes da microcirculagdo sao demonstradas através de técnicas que
utilizam visualizagdo e avaliagdo da densidade e velocidade de fluxo em microvasos
de superficies mucosas (Goedhart PT,et al., 2007; Mazzarelli J,et al., 2005). Em
humanos a mais utilizada é a mucosa sublingual devido a sua origem embriol6gica
comum com a mucosa esplancnica, podendo ser avaliada de forma nao invasiva e a
beira do leito (Lundy D and Trzeciak S, 2016).

A microscopia intravital, imagem espectral por polarizacao ortogonal, a técnica
sidestream dark field-imaging e laser doppler fluxometria sdo os métodos mais
utilizados detectando precocemente a hipoperfusdo sistémica, representada pela
diminuicdo da velocidade do fluxo, maior heterogeneidade, um aumento de vasos
com auséncia de fluxo e menor densidade de capilares perfundidos (Ospina-Tascon
G, et al., 2010; Lipinska-Gediga M, 2016). A falha no fluxo microcirculatério resulta
em um “shunt funcional” de sangue, devido um distarbio do mecanismo de
autorregulacéo, que ocorre por uma alteracdo na expressao de 6xido nitrico sintase
induzivel (iINOS) em algumas areas do leito microvascular (Colbert J. and Schmidt
E., 2016). A principal limitacdo de todos estes métodos € a dificuldade de seu uso
de forma continua, limitando as informacdes obtidas aquelas adquiridas no momento
da realizacao do exame (Wu Y, et al.,2014).

Mais recentemente, nos modelos de sepse em animais, vem sendo utilizada
a técnica de fluxometria laser speckle para avaliagdo da microcirculagdo hepatica
(Wu Y, et al.,2014) e do trato gastrointestinal (Starr A, et al., 2014). Essa técnica
permite a realizagcdo dessa andlise de forma continua, em maiores areas e em

tempo real (Senarathna J, et al.,, 2013). Até o momento ndo foi encontrado na
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literatura a sua utilizacdo para analise de microcirculagdo cutanea em individuos

humanos sépticos.

As arteriolas, os capilares e as vénulas fazem parte da arquitetura da
microcirculacdo em que funcdes homeostaticas, hemostaticas e imunes complexas e
integradas ocorrem, sendo a funcédo principal da microcirculagdo exercida pelo
endotélio (Ince, C. et al., 2016). Na sepse ocorre disfungcdo microvascular
caracterizada por disfuncédo endotelial, disfuncédo da célula do muasculo liso vascular
e diminuicdo do tonus vasoconstritor, devido uma hiporresponsividade vascular
juntamente com uma menor sensibilidade aos agentes vasopressores, tais como
catecolaminas, vasopressina, angiotensina Il e serotonina (Levy B, et al.,2010;
Lipinska-Gediga M, 2016).

A modulacdao do NO possui grande relevancia na fisiopatologia da sepse,
tendo papel fundamental na modulacdo do fluxo em microvasos mediando o ténus
vascular, a vasodilatacdo excessiva, a hiporreatividade vascular, a adeséao
leucocitaria, a agregacdao das plaquetas, a formacdo de microtrombos e a
permeabiliadade microvascular. Apesar de haver uma maior expressao em
determinadas regides, existe uma heterogeneidade na sua produgédo (Lundy D and
Trzeciak S, 2016).

Onde a iINOS esta mal expressa, a vasodilatacao pode ser limitada até o grau
em que a perfusdéo ndo ¢é adequadamente garantida resultando em
um shunt patoldégico do fluxo sanguineo (Ince, C. Et al., 2016; Lundy Dand Trzeciak
S, 2016 ). A alta velocidade do fluxo através de microvasos colaterais patentes
diminui o tempo de permanéncia capilar dos glébulos vermelhos, diminuindo a
difusdo de oxigénio e gerando hipoxia adicional envolvendo microvasos perfundidos,
0 que por sua vez leva a uma extracao inadequada de oxigénio necessaria para
metabolismo celular normal, mesmo no contexto de parametros hemodinamicos
normais (Lundy D and Trzeciak S, 2016).

A vasodilatacdo mediada pelo nitroprussiato de sodio também avalia a
alteracao estrutural da parede arterial dos microvasos como hipertrofia e proliferacao
do musculo liso, que causaria um ciclo que perpetua o dano endotelial (Szmitko, et
al. ,2003), como demonstrada em doencas crénicas como diabetes (Chan NN, et al.,
2003; Katz A, et al., 2001) e doenca arterial coronariana (Souza EG, et al., 2014).
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Porém a reducao da vasodilatacdo presente nos pacientes com El provavelmente
nao revela alteracao estrutural e sim funcional, por se tratarem de pacientes com
faixa etaria mais jovem e pelo o fato de ser uma doenca aguda, ainda que em alguns

casos a apresentacao clinica se dé ao longo de meses.

Em relacdo a comparacdo das variaveis do estudo e os resultados da
reatividade da microcirculacao, os pacientes com El que fizeram menos que 15 dias
de antibioticoterapia apresentaram uma resposta vasodilatadora tanto dependente
quanto independente do endotélio melhor em relagédo aqueles com 15 dias ou mais
de antibiético. A melhor capacidade de vasodilatacao independente do endotélio foi
demonstrada por uma maior area sob a curva para a vasodilatagcdo induzida pelo
nitroprussiato de sédio (AUC NPS), um maior valor de pico da condutancia
microvascular cutanea apos iontoforese de NPS (CMC NPS pico) e um aumento da
condutancia microvascular cutanea resultante da iontoforese do nitroprussiato de
sédio (CMC pico-basal NPS) quando comparado aqueles que haviam feito 15 dias
ou mais de antibiético. Esses dados sugerem uma melhor sensibilidade da camada
de musculo liso vascular ao 6xido nitrico. Porém esse resultado talvez nao esteja
relacionado diretamente ao tempo de antibiético, mas ao fato de um menor nimero
de pacientes com menos dias de antibioticoterapia terem sido submetidos a cirurgia,
quando comparado com o0s pacientes que fizeram um periodo maior de antibioticos.
Observamos que apenas um paciente havia sido submetido a cirurgia dentre
aqueles com menos de 15 dias de antibioticoterapia, enquanto 12 de 15 pacientes
que fizeram mais de 15 dias de antibiético ja haviam sido submetidos a cirurgia no
momento do estudo.

A cirurgia cardiaca com circulagdo extracorporea (CEC) leva a injaria
endotelial, assim como a um quadro clinico-laboratorial de sindrome da resposta
inflamatéria sistémica (SIRS, systemic inflammatory response syndrome), ocorrendo
up- regulation das moléculas de adesdo, ativacdo de neutréfilos e iniciacdo da
cascata de coagulacdo (Wan S, et al.,1997). A elevacdo de marcadores
inflamatérios em geral, pode estar presente nos primeiros oito dias ap6s a CEC
(Boralessa H, et al., 1986). Deste modo, os pacientes submetidos a cirurgia cardiaca
em nosso estudo s6 foram submetidos a intervencédo apds 15 dias da cirurgia de

troca valvar.
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Quando avaliada a vasodilatacdo dependente do endotélio, observou-se
também uma melhor reatividade nos pacientes com menos dias de antibioticoterapia
através de um maior valor de pico da condutancia microvascular cutdnea durante
iontoforese de acetilcolina (CMC Ach pico). Este achado também foi visto nos
pacientes que apresentavam PSAP=40, marcador de pior funcdo cardiaca, quando,
na verdade esperava-se, uma correlagdo inversa, ja que a hipertensao arterial
pulmonar é caracterizada por remodelamento vascular pulmonar relacionado a um
aumento significativo do estresse oxidativo, lesdo endotelial e aumento da resposta
inflamatéria que desempenham papel importante na patogénese do aumento da
vasoconstriccdo e proliferacdo de células vasculares. Estudos utilizando
videocapilaroscopia periungueal mostram uma reducao da densidade capilar, maior
largura capilar média e aumento do numero de capilares ectasicos em comparacao
com controles saudaveis (Corrado, A, et al.,2017). Os resultados divergentes
encontrados no nosso estudo podem ser explicados pela pequena amostra de
pacientes (diferencas de agente etioldégico, doencas subjacentes, e o tipo de

tratamento realizado- cirdrgico versus nao cirurgico).

Apesar de pacientes com endocardite aguda e etiologia estafilocécica
apresentaram-se frequentemente com um quadro clinico mais exarcerbado e um
maior grau de inflamacao (Baddour LM, et al., 2015), esse estudo ndao mostrou
diferenca relevante dos resultados da avaliagcdo da reatividade da microcirculacao
quando comparados com pacientes com apresentacdo subaguda e agentes
etioldgicos menos agressivos. Possivelmente isso ocorreu porque os pacientes ja se
encontravam em tratamento ha mais tempo, e ndo se encontravam mais inflamados,
pois como visto nos resultados, nenhum deles preenchia critérios para SIRS no

momento da execucgao do protocolo do estudo.

Outro fator que, sabidamente, interfere na funcado edotelial € o uso de
algumas medicagoes. A literatura demonstra que o uso de IECA/BRA é associado a
uma melhora da funcao endotelial (Mancini GB, et al. 1996; Arcaro G et al. 1999),
que pode ser explicada pelo restabelecimento do equilibrio entre angiotensina Il e a
bradicinina na parede endotelial e pela melhora da vasodilatagédo independente de
endotélio, devido a propriedade doadora de radical sulfidrila (necessaria a liberacao
de NO) pelo endotélio, caracteristica do captopril (Prazny M and Skrha J, 2000). A

estatina também esta associada a uma melhora dos parametros vasculares, devido
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o fato de aumentar a producdo do NO endotelial através do aumento do nivel basal
de 6xido nitrico sintetase endotelial (eNOS) (Galyfos G, etal.,2017).  Porém, no
presente estudo ndo foi demonstrada uma diferenca significante entre o uso desses
medicamentos e o0s resultados da avaliacdo da fungdo da microcirculagao
dependente e independente do endotélio.
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Limitacdes do estudo

A amostra do estudo € uma amostra de conveniéncia, com um ndamero
restrito de participantes, uma vez que o estudo foi realizado em um centro
de referéncia em cirurgia cardiaca, em que muitos dos pacientes
referenciados ja se encontravam criticamente doentes, ndo podendo ser

incluidos.

Ha grande heterogeneidade dos pacientes devido a varias diferencas
entre eles, como doencas subjacentes, como doenca valvular crbnica
(presente ou nao) e insuficiéncia renal cronica (presente ou nao e
dependente ou ndo de hemodialise); agentes etiolégicos, que podem ser
mais agressivos, como Staphylococcus aureus, ou mais indolentes, como
os estreptococos do grupo viridans; o tipo de estrutura envolvida, como as
valvulas mitrais ou aérticas e a valva tricuspide (associada ou ndo a

dispositivos).

O tipo de tratamento recebido pelos pacientes (cirdrgico versus nao
cirurgico) e a duragcdo do tratamento no momento do estudo foram
diferentes, introduzindo mais varidveis em um grupo ja pequeno de

pacientes.

Conclusao

Concluimos que pacientes com El aguda e subaguda apresentam uma maior

vasodilatacdo basal e uma resposta reduzida a vasodilatagdo dependente e

independente do endotélio quando comparado com o grupo referéncia, avaliada pela

técnica de fluxometria microvascular a laser associada a micro iontoforese de

acetilcolina e nitroprussiato.
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Abstract

Objective: Infective endocarditis is a severe condition with high in-hospital and 5-year mortality. There is increasing
incidence of infective endocarditis, which may be related to healthcare and changes in prophylaxis recommendations
regarding oral procedures. Few studies have evaluated the microcirculation in patients with infective endocarditis,
and so far, none have utilized laser-based technology or evaluated functional capillary density. The aim of the study

is to evaluate the changes in the systemic microvascular bed of patients with both acute and subacute endocarditis.
This is a cohort study that will include adult patients with confirmed active infective endocarditis according to the
modified Duke criteria who were admitted to our center for treatment. A control group of sex- and age-matched
healthy volunteers will be included. Functional capillary density, which is defined as the number of spontaneously
perfused capillaries per square millimeter of skin, will be assessed by video-microscopy with an epi-illuminated fiber
optic microscope. Capillary recruitment will be evaluated using post-occlusive reactive hyperemia. Microvascular flow
will be evaluated in the forearm using a laser speckle contrast imaging system for the noninvasive and continuous
measurement of cutaneous microvascular perfusion changes. Laser speckle contrast imaging will be used in com-
bination with skin iontophoresis of acetylcholine, an endothelium-dependent vasodilator, or sodium nitroprusside

(endothelium independent) to test microvascular reactivity.

Results: The present study will contribute to the investigation of microcirculatory changes in infective endocarditis
and possibly lead to an earlier diagnosis of the condition and/or determination of its severity and complications.

Trial registration ClinicalTrials.gov ID: NCT02940340.

Keywords: Infective endocarditis, Microcirculation, Microvascular dysfunction, Speckle contrast imaging, Skin video-

capillaroscopy

Introduction

Infective endocarditis (IE) is a disease with a high mortal-
ity rate that can potentially lead to severe complications.
Its clinical presentation is dynamic and variable; it is
dependent on patient age, the presence of comorbidities
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(especially underlying valvular heart disease), the causa-
tive microorganism and the presence of complications.
In recent years, there has been a change in its epide-
miological profile, especially in developed countries.
Although younger patients with rheumatic valve disease
were the predominant population affected by IE, in the
last two decades, older individuals and healthcare-asso-
ciated infections (including those related to intracar-
diac devices, valve prosthesis and hemodialysis) and a
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staphylococcal etiology have become more frequent [1,
2]. However, in developing countries, patients with rheu-
matic valve disease account for a third of all IE cases, and
the viridans group streptococci is the causative agent in a
third of all IE cases [3].

Infective endocarditis is a systemic disease involving
the vascular system and is often accompanied by bacte-
remia or fungaemia. Therefore, it results in a septic state.
In addition, acute heart failure or acute-on-chronic heart
failure commonly complicates left-sided IE due to valve
destruction, which leads to acute valvular regurgitation.
Indeed, the most common indication for valve replace-
ment surgery is severe heart dysfunction not amenable
to pharmacologic intervention [1-3]. Considering the
severity and increasing incidence of IE, it is important
to better understand the pathophysiology of the endo-
carditis syndrome. The use of noninvasive techniques in
the early diagnosis of IE and its complications may prove
useful. In fact, the evaluation of systemic microvascular
reactivity has proven to be very helpful in the investiga-
tion of the pathophysiology of cardiovascular and meta-
bolic disorders [4, 5] as well as sepsis [6].

Abnormalities in the microcirculation have been dem-
onstrated through microvascular rarefaction to be pre-
sent in diseases such as arterial hypertension, diabetes,
obesity and metabolic syndrome [5, 7-11]. Moreover,
impaired systemic microvascular function, characterized
primarily by capillary rarefaction in the skin, has been
demonstrated in individuals with increased coronary
artery disease risk [12, 13].

The importance of vascular endothelial function in car-
diovascular medicine has also been demonstrated using
microRNAs (miRs), non-coding RNAs that can regulate
gene expression via translational repression and/or post-
transcriptional degradation [14]. One of the examples
is miR-126, which plays a fundamental role in homeo-
stasis and in the modulation of vascular development.
Endothelial function can also be regulated by miRs com-
monly expressed in endothelial cells. One of the best
examples of this is miR-223, a cholesterol homeostasis
regulator [14].

Laser speckle contrast imaging, which is used to assess
skin microvascular reactivity, allows for innovative and
reproducible noninvasive evaluation of tissue flow with
high real-time spatial resolution in patients with cardio-
metabolic diseases [15, 16] and critically ill patients [17,
18]. Moreover, cutaneous microvascular reactivity has
been correlated to microvascular function in different
vascular beds, both in intensity and regarding the under-
lying mechanisms [19].

Although IE is the prototype of a septic condition that
results in acute heart dysfunction, only one study has
addressed microcirculation in infective endocarditis [20],
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and thus far, none have utilized laser speckle contrast
imaging or functional skin video-capillaroscopy. Studies
have shown microvascular changes in sepsis, in which
abnormalities are found in early phases even before
the deterioration of hemodynamic parameters [21].
These studies show the relationship of microcirculatory
changes with organ failure and mortality, which are inde-
pendent of the systemic hemodynamic variables [21]. It is
probable that in acute staphylococcal endocarditis, find-
ings similar to those in the studied sepsis models may be
encountered [17, 22].

The goal of this study is to assess microvascular den-
sity and reactivity in patients with acute and subacute
endocarditis by laser speckle contrast imaging and skin
video-capillaroscopy.

Main text

Methods

Study design and place

This is a cohort study that will include patients with a
confirmed diagnosis of infective endocarditis who were
admitted to the National Institute of Cardiology (NIC)
at the Ministry of Health in Rio de Janeiro, Brazil. The
NIC is a national reference center for the treatment and
research of cardiovascular diseases. Its staff is composed
of cardiologists, cardiothoracic surgeons, infectious dis-
eases specialists, specialized nursing staff, physiothera-
pists and pharmacists as well as technical staff. The
investigative resources include echocardiography, com-
puted tomography, magnetic resonance imaging and
scintigraphy. The NIC has outpatient units, four intensive
care units and operating theatres where approximately
1300 cardiac surgeries are performed yearly.

Study participants and recruitment

Patients will be recruited consecutively and prospectively
from the endocarditis cohort. The eligibility criteria are
as follows: (1) confirmed IE according to the modified
Duke criteria [23]; (2) inpatient treatment at the NIC;
(3) clinical stability as evaluated by the investigator; and
(4) age > 18 years. The exclusion criterion is a confirmed
previous diagnosis of diabetes mellitus.

Study variables

The variables to be included are as follows: demographic
data (sex, age and ethnicity), previous medical history
(comorbidities, previous valvular diseases and cardiac
interventions), medications in use, data regarding the
episode of IE (date of onset, causative pathogen, affected
valve or structure, echocardiographic data, local and sys-
temic embolic and non-embolic complications, antibiotic
and surgical treatment) and laboratory data (CRP, ESR
and creatinine levels).
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Intervention

The evaluation of microvascular endothelial func-
tion in patients with infective endocarditis will be per-
formed using laser speckle contrast imaging and skin
video-capillaroscopy. These results will be compared to
those previously obtained from age- and sex-matched
healthy volunteers [13]. The systemic microvascular data
obtained from this group of healthy volunteers will be
used as reference microcirculatory values of individuals
free of systemic diseases. None of the healthy volunteers
presented with arterial hypertension, diabetes, dyslipi-
demia or any other systemic pathology.

Evaluation of microcirculatory reactivity

The microcirculatory tests will be performed in the
morning between 8 a.m. and 12 p.m. in an undisturbed,
quiet room with a defined stable temperature (23 £+ 1 °C)
following a 20-min rest period in the supine position. The
room temperature will be monitored and adjusted if nec-
essary using air conditioning. The acclimatization period
will last until each patient’s skin temperature stabilizes
[24]. We have previously demonstrated that following
15-20 min of acclimatization, the skin temperature stabi-
lizes at approximately 29 °C [8].

Evaluation of skin microvascular flow and reactivity

Microvascular reactivity will be evaluated using a laser
speckle contrast imaging (LSCI) system with a laser wave-
length of 785 nm (PeriCam PSI system, Perimed, Jarfilla,
Sweden), as previously described [25]. LSCI will be used
in combination with the iontophoresis of acetylcholine
(ACh) or sodium nitroprusside (SNP) for the non-inva-
sive, continuous measurement of cutaneous microvascu-
lar perfusion changes in arbitrary perfusion units (APUs).
The images will be analyzed using the manufacturer’s
software (PIMSoft, Perimed, Jarfialla, Sweden). One skin
site on the ventral surface of the forearm will be randomly
chosen for the recordings. Hair, broken skin, areas of skin
pigmentation and visible veins will be avoided, and a sin-
gle drug-delivery electrode will be installed using adhe-
sive discs (LI 611, Perimed, Jarfilla, Sweden). A vacuum
cushion (AB Germa, Kristianstad, Sweden) will be used
to reduce the recording artifacts generated by arm move-
ments. The iontophoresis of ACh 2% w/v or SNP 2% w/v
(Sigma Chemical CO, USA) will be performed using a
micropharmacology system (PF 751 Perilont USB Power
Supply, Perimed, Sweden) with increasing anodal cur-
rents of 30, 60, 90, 120, 150 and 180 pA for 10-s intervals
that are spaced 1 min apart, and the total charges will be
0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 1.5 and 1.8 mC. The dispersive electrode
will be attached approximately 15 cm away from the ion-
tophoresis chamber. The results of the pharmacological
tests will be expressed both as peak values (representing
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the maximal vasodilation observed following the highest
dose of ACh or SNP) and as the area under the curve of
vasodilation. The measurements of skin blood flow will
be divided by mean arterial pressure values to provide the
cutaneous vascular conductance (CVC) in APUs/mmHg.

Microvascular reactivity will also be evaluated using
a physiological test known as post-occlusive reactive
hyperemia (PORH). During the PORH test, arterial
occlusion will be achieved with supra-systolic pressure
(50 mmHg above the systolic arterial pressure) using a
sphygmomanometer for 3 min. Following the release of
pressure, maximum flux will be measured.

Capillaroscopy by intra-vital video-microscopy

Capillary density, i.e., the number of perfused capillaries
per mm? of skin area, will be assessed by high-resolution
intra-vital color microscopy (Moritex, Cambridge, UK), as
previously described [8]. Capillaroscopy will be performed
using a video microscopy system with an epi-illuminated
fiber optic microscope containing a 100-W mercury
vapor lamp light source and an M200 objective with a
final magnification of 200x. The dorsum of the non-dom-
inant middle phalanx will be used for image acquisition,
which will occur while the patient is seated comfortably in
a constant temperature environment (23 £ 1 °C). Images
will be acquired and saved for subsequent offline analysis
using a semi-automatic integrated system (Microvision
Instruments, Evry, France). Mean capillary density will be
calculated as the arithmetic mean of the number of visible
(i.e., spontaneously perfused) capillaries in three contigu-
ous microscopic fields of 1 mm? each. A blood pressure
cuff will then be applied to the patient’s arm and inflated
to supra-systolic pressure (50 mmHg above the meas-
ured systolic arterial pressure) to interrupt blood flow
completely for three minutes. After cuff release, images
will again be acquired and recorded for 60-90 s, during
which a maximal hyperemic response is expected to occur
[26-28]. All images will be analyzed by two independent
observers who will have no knowledge of the subject’s
group assignment (control subjects or patients).

Sample size calculations
The prospective power analysis was based on data from
previous studies from our group using intravital video-
microscopy. This analysis indicated that a sample size of
16 subjects per group would have 80% power at the 5%
significance level to detect a difference of 7-capillaries/
mm? (the standard deviation) during PORH between
groups. The calculations were made using classical power
calculations with the formula.
2
n=f@h)
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where « is the significance level, 8 is the power of the
test, f (o, B) is a value calculated from & and S (in this case
7.9), & is the difference in means that we should be able
to detect, and s is the standard deviation determined in
previous studies.

Statistical analysis

The results will be presented as the mean + SD. For
values that do not follow a Gaussian distribution, the
medians (25th—75th percentiles) will be presented (Sha-
piro—Wilk normality test). The results will be analyzed
using either two-tailed unpaired Student’s ¢-tests or
repeated measures ANOVAs when appropriate. The
independent (unpaired) ¢ test will be used because we
will compare two unrelated groups, in which the par-
ticipants (healthy individuals or patients with IE) in each
group are different. P values <0.05 will be considered sta-
tistically significant. The statistical package to be used for
the statistical analyses is Prism version 6.0 (GraphPad
Software Inc. La Jolla, CA, USA).

Clinical and laboratory data will be shown descrip-
tively. The correlations between the intervention study
results (capillary density and microvascular reactivity)
and features of the disease, such as the number of days of
presentation, presence of embolic complications and eti-
ological agent, will be determined using Pearson’s test if
the data are found to be of normal distribution (paramet-
ric). If the distribution is not normal (non-parametric),
Spearman’s test will be used for the analysis.

Discussion
Infective endocarditis remains a disease with high mortal-
ity (approximately 15-20% among patients who undergo
surgery) and morbidity despite improvements in diagno-
sis and timely surgical intervention [1, 2]. It is associated
with persistent bacteremia or fungaemia and consequent
sepsis. Studies evaluating the microcirculation in patients
with endocarditis are scarce in the literature. Only one
French study, in which nailfold capillary microscopy was
used to study twenty-six patients with IE, showed signifi-
cant correlations of the number of capillary abnormalities
with systemic involvement and immunological distur-
bances [20]. However, the authors concluded that due to
the lack of specificity, nailfold capillary microscopy could
not be regarded as a useful tool for the diagnosis of infec-
tive endocarditis. Another important issue to consider
is the relatively frequent occurrence of severe valvular
regurgitation leading to acute heart failure in left-sided
IE, which may further compromise microcirculation and
tissue perfusion, possibly modifying the response of the
microvascular endothelium to sepsis.

Several studies have demonstrated the central role of
microcirculation in the delivery of nutrients and oxygen
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to tissue cells and, therefore, in determining adequate
organ perfusion [29, 30]. In sepsis and septic shock,
macro and microcirculatory disturbances both con-
tribute to the development of organ failure. Macro and
microcirculatory mismatch in septic patients may lead to
inappropriate treatment measures and higher mortality
[31]. Microcirculation and its effects are a focus of pre-
sent and future research that aim to improve diagnostic
and treatment strategies. Moreover, it has recently been
demonstrated that treatment at an early stage of micro-
vascular dysfunction may be most effective for delaying
or reversing the disease processes, thus improving the
outcome and survival of patients at risk for pulmonary
vascular disease [32]. The authors also suggested that this
knowledge may be applied toward microvascular dys-
function observed in the skin [32].

In sepsis, microvascular blood flow is disturbed by
endothelial dysfunction, which leads to a reduction in
flow or no flow at all to some capillary beds, while other
beds have above normal flow, even surpassing tissue
metabolic demands. This microvascular perfusion het-
erogeneity results in tissue hypoxia. Endothelial dysfunc-
tion in sepsis also results in an inflammatory response,
which together with tissue hypoxia, leads to organ failure
and mortality [31, 33]. Intravenous fluids and vasoactive
agents are important measures in the treatment of sepsis.
Intravenous fluids may improve microvascular perfusion,
increasing the proportion of perfused capillaries and
decreasing flow heterogeneity. However, systemic circu-
latory changes may be relatively independent of changes
in the microcirculation [33, 34].

Our study proposes to evaluate the baseline cutane-
ous functional capillary density and capillary recruit-
ment (capillary reserve) in patients with IE using PORH.
Capillary rarefaction and heterogeneous capillary flow
may be shown [18]. In addition to using a laser speckle
contrast imaging system, whether microvascular reactiv-
ity is normal may be demonstrated with acetylcholine, an
endothelium-dependent vasodilator, and sodium nitro-
prusside, an endothelium-independent vasodilator drug.
The results of these studies may be helpful in providing
information on the systemic involvement of microcircu-
lation in infective endocarditis.

Limitations and strengths of the study

+ The restricted number of participants due to limita-
tions regarding the inclusion of critically ill patients
with a diagnosis of infective endocarditis.

+ The heterogeneity of patients presenting with IE,
which is due to several differences, including under-
lying diseases, such as chronic valvular disease (pre-
sent or not) and chronic renal failure (present or not
and hemodialysis dependent or not); etiologic agents,
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which may be more aggressive, such as Staphylococ-
cus aureus, or more indolent, such as viridans group
streptococci; the type of structure involved, such as
the mitral or aortic valves and the tricuspid valve
(associated with devices or not); the type of treat-
ment received by the patient (surgical vs. non-surgi-
cal); and the duration of treatment at the time of the
study protocol.

« The main strength of the present study is the assess-
ment of the usefulness of laser-based noninvasive
techniques in the evaluation of systemic microcircu-
lation and its role in the early diagnosis of infective
endocarditis and, possibly, its complications.
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