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RESUMO

Introducao: O diagndéstico da candidiase invasiva (Cl) permanece sendo um dos
principais desafios do manejo dessa condicdo e o polissacarideo 1-3-B-D-
Glucana (BDG) foi identificado como um biomarcador util. Contudo, ainda
existem duvidas sobre a melhor forma de utilizacdo do biomarcador na
populacao de pacientes criticos. A Cl geralmente ocorre em pacientes que ja
apresentaram perturbacdo da homeostase imunoldgica. A mensuracao de
citocinas pode fundamentar uma analise exploratéria de diversos aspectos da
resposta imune, Gtil para a compreensao da génese e do desfecho dos episddios
sépticos e de CI.

Métodos: Estudo descritivo, observacional, prospectivo, que incluiu pacientes
sépticos com fatores de risco para Cl e pacientes com diagnostico estabelecido
de Cl. Amostras de sangue para dosagem de citocinas (IL-1B, IL-2, IL-6, TNFa,
IFN-v¥, IL-12, IL-17A, IL-10, IL-4), proteina C reativa e de BDG foram coletadas
segundo um cronograma pré-estabelecido. O cronograma de coletas foi
interrompido nos casos de 6bito ou alta hospitalar. As informagdes clinicas foram
registradas e todos os pacientes incluidos no estudo foram seguidos até o
desfecho da internacao (alta hospitalar ou ébito).

Resultados: Foram incluidos 59 pacientes, e foram coletadas 207 amostras de
sangue. Trinta e sete pacientes eram homens (62,7%). A mediana de idade foi
de 55,3 anos. Os pacientes foram divididos em trés grupos: Cl confirmada -
crescimento de amostras clinicas para Candida; Cl provavel - BDG >80pg/ml em
amostras do dia da inclusao e dia seguinte a inclusao e culturas negativas para
Candida; e Cl afastada - BDG <80pg/ml em amostras do dia da inclusdo e/ou e
dia seguinte a inclusao e culturas negativas para Candida. A mortalidade geral
observada foi de 45,7%, sem diferencas estatisticamente significativas entre os
trés grupos de pacientes (IC: 45.8%, Cl provavel: 58%, Cl afastada: 39%; p=
0.55). Os niveis de BDG foram significativamente mais elevados em pacientes
com candidiase confirmada ou provavel, em relacdo aos pacientes com
candidiase afastada (328pg/mL vs. 45pg/mL; p <0.001 e 247pg/mL vs. 45 pg/mL;
p=0.005 respectivamente). Nao foram observadas oscilacdes significativas das
concentracdes de BDG ao longo dos 14 dias. As dosagens de citocinas néao
apresentaram variagdes significativas em funcao da presenca ou auséncia de

etiologia fungica. Houve associacdo entre mortalidade intra-hospitalar e valores



mais altos e estaveis do score de SOFA (P=0.02) e niveis mais elevados de IL-
10 (P=0.03)

Conclusao: A BDG é um biomarcador Gtil na populacao de pacientes criticos e
o ponto de corte de 80pg/mL permitiu a identificagdo de um subgrupo de
pacientes que potencialmente se beneficiaria de terapia antifungica. No entanto,
o lento clearance do biomarcador limita sua utilizacdo como uma ferramenta de
avaliacao da eficacia do tratamento antifangico. Nao houve associacao entre as
concentragdes de citocinas mensuradas e a etiologia fungica. No que diz respeito
ao desfecho dos quadros sépticos, pudemos observar que tanto citocinas proé-
inflamatérias quanto anti-inflamatérias possuem potencial impacto no
prognéstico dos pacientes com sepse. Dentro de um contexto de grande
disfungdo imune, a magnitude da resposta “anti-inflamatéria”, aferida
principalmente pelas concentragbes da IL-10, esteve associada a maior
mortalidade intra-hospitalar.

Palavras-Chave: Candidiase Invasiva, Candidemia, sepse, (1-3)-B-D Gilucan,
Citocinas, IL-10.



ABSTRACT

Introduction: Early diagnosis remains as a major challenge for Invasive
Candidiasis (IC) management and 1-3-B-D-Glucan (BDG) is a useful biomarker.
Nevertheless, there are still some doubts about its use in critical patients. Invasive
Candidiasis usually occurs in patients with previous immune homeostasis
disorders. Citokines measurement may support an exploratory initial approach to
the genesis and results of IC and other septic events .

Methods: It is a descritive, prospective and observational study that included
septic patients with risk factors for IC and patients with IC. Blood samples were
collected for citokines measurement (IL-18, IL-2, IL-6, TNFa, IFN-¥, IL-12, IL-
17A,IL-10, IL-4), C - reactive Protein and BDG to an established schedule. Blood
samples were discontinued in cases of death or discharge. Clinical information
were registred and all patients were followed until end of hospitalization (death or

discharge).

Results: Fifty-nine patients were included and 207 blood samples were
collected. Thirty seven patients were men and the median age was 55,3 years.
Patients were assigned to three groups: confirmed IC — positive culture from a
clinical specimen for Candida spp.; probable IC — BDG >80pg/mL on days zero
and one and negative cultures for Candida; and non-IC — BDG < 80pg/mL on
days zero and one and negative cultures for Candida. The overall mortality rate
was 45.7 %, without significant difference among the three groups of patients (IC:
45.8%, probable IC: 58% and non-IC: 39%; p= 0.55). BDG mean levels were
higher in IC and probable-IC than in non-IC patients (328pg/mL vs. 45pg/mL; p
<0.001 and 247pg/mL vs. 45 pg/mL; p=0.005 respectively). No significant
variation or decrease in serum levels of BDG occurred from days zero and one,

to days seven and 14 (p=0.89). Cytokines’ profiles were not associated with



fungal etiology. Hospital mortality was independently associated to higher and
stable SOFA values over time (p=0.02) and IL-10 levels (p=0.03).

Conclusion: BDG is a useful biomarker in the critically ill patient population and
the cut-off point of 80pg / mL allowed the identification of a subgroup of patients
who would potentially benefit from antifungal therapy. However, the slow
clearance of the biomarker limits its use as a tool for evaluating the efficacy of
antifungal treatment. There was no association between measured cytokine
concentrations and fungal etiology. Regarding the outcome of septic patients, we
could observe that both proinflammatory and anti-inflammatory cytokines have a
potential impact on the prognosis of patients with sepsis. Within a context of major
immune dysfunction, the magnitude of the "anti-inflammatory" response,
measured mainly by IL-10 concentrations, was associated with higher in-hospital
mortality.

Keywords: Invasive Candidiasis, Candidemia, Sepsis, (1-3)-f-D Glucan,
Cytokines, IL-10.
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1. INTRODUCAO

- Candidemia, Candidiase Invasiva e os desafios diagnodsticos:

Os fungos do género Candida podem causar um grande espectro de quadros
clinicos, que variam desde infec¢cdes mucosas superficiais até doenca invasiva
com altas taxas de mortalidade. Em relacédo as espécies envolvidas nos casos
de Candidiase invasiva (Cl), cinco espécies sdo responsaveis por quase a
totalidade dos casos. Sao elas: Candida albicans, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, Candida glabrata e Candida krusei (1). As taxas de mortalidade
relacionadas aos episodios de Cl sdo consideravelmente altas e variam de
acordo com as caracteristicas da populacao estudada, podendo alcangas taxas
superiores a 50% na populagdo de pacientes criticos (2,3,4,5,6). Uma analise
retrospectiva de todos os casos de candidemia nos EUA no ano de 2000
identificou um incremento de 14,5% na mortalidade de adultos acometidos pela
infeccdo (7). O pronto diagnéstico e o estabelecimento precoce e correto de
terapéutica especifica sdo fundamentais para que se obtenha desfecho clinico
favoravel (3,8). No entanto, o diagnostico da Cl permanece sendo um dos
principais desafios do manejo dessa condicéo na pratica clinica diaria.

A Cl pode se manifestar como candidemia isoladamente, como
candidiemia associada a candidiase profunda ou como candidiase profunda
isoladamente. O diagnéstico definitivo da Cl é estabelecido quando ocorre
crescimento de fungos do género Candida em amostras de hemoculturas ou em
amostras clinicas obtidas sob condicdes assépticas de materiais normalmente
estéreis e que apresentem correlagdo com o quadro clinico apresentado pelos
pacientes em investigagdo. As amostras de hemoculturas conseguem detectar
a presenca do fungo desde que exista, ao menos, 1 unidade formadora de
colénia (UFC)/mL. Essa concentragdo de 1 UFC/mL corresponde a
aproximadamente 5,6x103 UFC no volume sanguineo corporal total de um
adulto. Logo, pode-se obter culturas negativas caso a concentracao de Candida
vidvel na circulagao seja inferior ao limite de deteccdo do método na amostra
obtida, ou em casos de candidemia transitéria. Além disso, as hemoculturas nao
serdo efetivas para o diagndstico de candidiase profunda quando ela ndo for
acompanhada por candidemia ao menos transitoria (9). Alguns estudos
avaliaram a positividade de amostras de hemoculturas para Candida em
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pacientes com diagndéstico de Cl estabelecido por achados de necropsia. Houve
relatos de sensibilidade de 50% (10) e 21% (11), com potencial influéncia do uso
de terapia antifungica no desempenho da hemocultura (11). Culturas obtidas de
tecidos normalmente estéreis por procedimentos com técnica asséptica sao
invasivos e nem sempre disponiveis. Além disso, todos os métodos de
diagndéstico que se baseiam no crescimento de Candida em culturas requerem
tempo e nao fornecem as respostas com a agilidade que muitas vezes é
necessaria no cuidado dos pacientes gravemente enfermos. Em uma analise
retrospectiva de Morrel e cols. (12), o retardo do inicio da terapia antifungica até
que se obtivessem resultados definitivos das culturas foi identificado como
potencial causa para aumento na mortalidade dos casos de candidemia.

Desta forma, os servigos de terapia intensiva buscam formas de identificar
0s pacientes que potencialmente se beneficiariam de terapia antifungica antes
da liberacao final do resultado das culturas ou a despeito de sua negatividade.
Em 1994, foi proposto o célculo do indice de Colonizacédo (IC) e do indice de
Colonizacao Corrigido (ICC), por Pittet e cols. (13). Desenvolvido em UTls
cirurgica e neonatal, esse método permitiu identificar a colonizacao por Candida
como um fator de risco para posterior desenvolvimento de Cl. No entanto, além
de ter sido validado para populacdes especificas de pacientes, os calculos do IC
e ICC envolviam uma vigilancia ativa especifica, com coleta de culturas de
vigilancia duas vezes por semana, o que dificulta sua aplicabilidade na pratica
clinica. Através da andlise dos fatores de risco associados ao desenvolvimento
de CI, um estudo de prevaléncia espanhol que incluiu pacientes com mais de
sete dias de internacdo em UT]s clinico-cirurgicas, foi proposto o Candida score
(14). Esse escore leva em conta a existéncia de fatores de risco, a presenca de
quadro clinico compativel com infeccdo e evidéncias de colonizacdo para
identificar pacientes candidatos a receber terapia antifungica. Em estudo
multicéntrico, prospectivo, a incidéncia de Cl em pacientes com Candida score
< 3 foi inferior a 5% (15). De forma semelhante ao IC, o Candida score também
envolve a realizacao de culturas seriadas de vigilancia de varios sitios corporais.
Ostrosky-Zeichner e cols. (16) propuseram uma regra preditiva exclusivamente
clinica (portanto, sem a necessidade de coleta de culturas de vigilancia),
baseada na analise retrospectiva de uma série de casos de pacientes internados
em UTls americanas e brasileiras. Embora de aplicacdo mais simples, essa regra
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preditiva foi utilizada em um estudo prospectivo, randomizado e duplo-cego, com
o0 objetivo de avaliar a eficacia do uso de caspofungina profilatica e para
tratamento preemptivo para pacientes criticos e considerados de alto risco para
desenvolvimento de Cl. O estudo nao permitiu conclusdes definitivas sobre a
estratégia de tratamento preemptivo. Houve redugcdo n&o significativa da
incidéncia de Cl no grupo que recebeu profilaxia, sem diferencas em relagéo a
mortalidade, tempo de internacdo na UTI ou uso de antifungicos (17). Portanto,
estratégias terapéuticas adotadas em uma populacao identificada através dessa
regra preditiva clinica tiveram pouco ou nenhum impacto no desfecho dos
pacientes, o que evidencia a aplicabilidade restrita da referida regra.

Diante de todas estas limitagcbes diagnésticas, ocorreu a busca por
biomarcadores que pudessem contribuir para a agilidade e a precisdo do
diagnoéstico de Cl, bem como de outras infec¢des fungicas. Componente
exclusivo da parede celular dos fungos, o polissacarideo 1-3-B-D-Glucana (BDG)
foi identificado como um biomarcador util para diagnésticos de diversas micoses
profundas e invasivas, em diversos cenarios clinicos e para diferentes
populagdes de pacientes (18,19,20,21,22,23).

Embora esteja mencionado como método diagndstico adjuvante de Cl em
documentos de consenso amplamente utilizados na pratica clinica (1,24), ainda
existem incertezas em relacdo ao uso desse biomarcador no cendrio da terapia
intensiva, concernentes, por exemplo, a sua cinética, a interferéncia de diversas
modalidades terapéuticas em seus niveis, as suas implicacées progndsticas e a
melhor forma de utilizagcdo na pratica clinica (25). Neste sentido, uma analise
descritiva dos niveis de BDG em pacientes criticos, em um cenario de vida real,
pode ser util para estabelecer a melhor forma de utilizagdo do biomarcador na
UTI e as limitacOes e cuidados na interpretacéo dos niveis séricos encontrados
nesta populacéo de pacientes.

- Resposta Imune e Candidiase Invasiva (ClI)

Os fungos do género Candida podem fazer parte da microbiota dos
individuos sadios, atuando como agentes comensais. A vigilancia constante do
sistema imune é fundamental para impedir o aparecimento de infec¢des por
Candida (26,27). O funcionamento da resposta imune € extraordinariamente
complexo e envolve diversas interacbes entre 0s microrganismos e 0

hospedeiro. A atuacdo do sistema imune nos quadros sépticos, desde o
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reconhecimento dos patdégenos invasores até as complexas vias de sinalizacao
celular, em grande parte deriva do conhecimento adquirido nos estudos
envolvendo o Lipopolisacarideo (LPS) das bactérias Gram negativas, embora
possua aspectos comuns para os diferentes agentes etiologicos, inclusive para
fungos do género Candida (28).

Resumidamente, podemos afirmar que a resposta imune se inicia com o
reconhecimento, por parte das células do sistema imune inato, de padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs) através da ligagdo com
receptores de reconhecimento de padrdoes (PRRs), como os Toll-like receptors
(TLR), receptores do tipo Lectina e os NOD-LRRs (28). No caso especifico das
infecgdes por Candida, os PRRs mais importantes sdo os receptores do tipo
Lectina, que reconhecem os componentes de parede celular 3-1,3-glucana e -
1,6-glucana (27). A partir desse reconhecimento, diversas vias de sinalizagdo
intracelular sdo ativadas, culminando na ativagdo do fator nuclear Kappa B(NF-
KB) e na formagao do inflamossoma, resultando na ativacdo da caspase 1 e
producgéo da IL-1B (Interleucina 1B) e IL-18. A partir dai, ocorre a producao de
espécies reativas de oxigénio/nitrogénio, importantes para o controle efetivo do
patdgeno invasor e também envolvidas em outras vias de sinalizagdo, bem como
na les&o tecidual observada nos processos infecciosos (28).

Os antigenos, processados pelas células apresentadoras de antigenos,
sdo entdo apresentados aos linfocitos, associados as moléculas MHC das
classes | e Il, dando inicio a resposta imune adaptativa. Existem diferentes
subpopulacdes linfocitarias que exercem papéis distintos e complementares na
defesa do organismo contra agentes invasores. Os linfocitos T CD8+,
conhecidos como linfécitos citotoxicos, reconhecem antigenos citosélicos
ligados as moléculas MHC tipo | e, a partir desse reconhecimento, induzem a
apoptose de células mutadas ou infectadas com patégenos intracelulares (28).

Os linfocitos T helper (Th) expressam CD4 em sua superficie e
reconhecem antigenos apresentados por moléculas do MHC II, presentes
exclusivamente nas células apresentadoras de antigeno. Os linfécitos ThO se
diferenciam em Th1 sob influéncia da IL-12. Essa subpopulagéo linfocitaria
produz IFN-ve IL-2. Essas citocinas exercem feedback positivo sobre as células
apresentadoras de antigenos e determinam aumento do poder microbicida da
resposta (ativagao de fagocitos, células NK e linfocitos T CD8+). A subpopulacéo
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Th2 é formada a partir de influéncia da IL-4. E produtora de IL-4, IL-5 e IL-10,
citocinas que determinam a produc¢ao de anticorpos e que promovem modulacao
da resposta imune. A IL-10, por exemplo, inibe a secrecao de citocinas do
fendtipo Th1, determinando inibicdo da ativagdo de macréfagos e células T
CD8+. A IL1B, IL-6 e 0 TGF-B estimulam a diferenciagéo dos linfocitos ThO em
Th17. Essa subpopulacdo linfocitaria produz IL-17 (grupo de proteinas
homdélogas, classificadas como IL-17 A-F) e IL-22. A IL-17 estimula a producao
de IL-6, TNF-a e outras citocinas inflamatérias, recruta neutréfilos e estimula a
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, aumentado o poder
microbicida da resposta imune. Os linfécitos T reguladores expressam as
proteinas de superficie CD4 e CD25. Secretam moléculas como IL-9 e IL-10 e
inibem funcionalmente os macréfagos, os linfécitos T CD8+ e as células NK,
sendo de fundamental importdncia para a manutencdo da homeostase
imunoldgica (28).

A via de sinalizacao da IL 17 é especialmente importante no combate das
infecgbes por fungos do género Candida ao nivel das mucosas. As células
epiteliais e apresentadoras de antigeno, através do reconhecimento da Candida
pelos receptores do tipo Lectina, ativam o NF-kB com a participagdo do complexo
proteico de sinalizacdo CARD9/BCL10. Isso resulta na produgéo de citocinas
pré-inflamatérias como IL-183, IL-6 e TGF-a. Estas induzem a diferenciagao de
Linfécitos ThO em linfocitos Th17 com a participacao do fator de transcricao
STAT 3. Esses linfécitos produzem IL-17 e IL-23, que recrutam neutréfilos com
grande poder microbicida para as mucosas e determinam a producdo de
defensinas e outros peptideos com atividade microbiana, também secretados ao
nivel das mucosas. Diversas mutagdes, com diversos padrées de heranca
genética, resultam em menor producdo de IL-17 ou alteracées nas vias de
sinalizagdo mencionadas acima e levam a candidiase mucocutanea crbnica
(CMC). A sindrome de Job ou sindrome de Hiper IgE (perda de funcéo do fator
de transcricdo STAT3) é um exemplo de uma dessas condicoes. Esses
pacientes ndo costumam apresentar episédios de Cl em uma frequéncia muito
maior do que aquela observada na populacdo em geral, sugerindo que a
resposta imune aos fungos do género Candida é compartimentalizada
(26,27,29). Existem evidéncias que apontam, inclusive, para diferencas nas

respostas imunes observadas ao nivel da mucosa vaginal, quando comparadas
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a mucosa oral, por exemplo. Na mucosa vaginal, a resposta adaptativa Th17
aparentemente ndo contribui para a protecao contra episddios locais de infeccéo,
ao passo que esse padrao de resposta € fundamental para a protecao contra os
episodios de candidiase oral (26,27). Mutagées no gene da CARD 9 presentes
em uma familia determinaram um menor numero de células Th17 com
consequente maior suscetibilidade a candidiase mucocutanea e,
potencialmente, maior suscetibilidade a desenvolver apresentagdes invasivas de
Candidiase (30). O comprometimento da capacidade microbicida dos neutrofilos
observada em outro relato de ClI relacionada a deficiéncia de CARD 9 pode
explicar a maior suscetibilidade a formas invasivas de candidiase,
contrariamente ao que se observa em mutacdes genéticas que comprometem a
via de sinalizagédo da IL-17 em outros pontos (31). Além disso, a resposta imune
a Candida também varia em fungéo de aspectos morfoldgicos do fungo. Ao nivel
das mucosas, o sistema imune estabelece um modelo de tolerancia imunolégica
as leveduras, configurando o estado de colonizacdo do hospedeiro pelo fungo.
A formacao de hifas parece ser um passo fundamental no processo de invasao
tecidual e desperta vigorosa reacao do sistema imune (32). A C. glabrata nao
forma hifas e existem, possivelmente, particularidades na atuacéo do sistema
imune diante da infeccao por fungos dessa espécie (27).

Nota-se, portanto, que a resposta imune a Candida possui diversas
particularidades além de diversos aspectos ainda nao totalmente elucidados. Os
aspectos imunolégicos envolvidos na génese dos episddios de Cl,
especialmente na populacao de pacientes criticos, sdo pouco conhecidos.
Candida - um agente oportunista em pacientes sépticos?

Os quadros sépticos sao caracterizados pela resposta sistémica mal adaptada
do hospedeiro a agentes infecciosos, em um contexto de grande disfuncéo
imune. Embora, durante muito tempo, os quadros sépticos tenham sido
compreendidos como um processo dindmico que caminhava de um polo inicial
de grande predominio pré-inflamatério para um polo final de anergia e
imunossupressao, a percepcao mais atual é a de que essas respostas ocorram
simultaneamente e sao influenciadas por aspectos genéticos, presenca de co-
morbidades e pelo agente agressor (33). Nos ultimos anos, desde o langamento
da Surviving Sepsis Campaign, avancgos assistenciais importantes foram feitos

no manejo destes pacientes, com aumento da sobrevida especialmente na fase



22

aguda da doenca. No entanto, um nuamero significativo de pacientes permanece
dependentes de cuidados intensivos e terapias de substituicdo como ventilagéo
mecanica e hemodialise, em uma condi¢ao de “doenca critica cronica”,de curso
mais prolongado (“sepse prolongada” ou “protracted sepsis”). Este estado é
caracterizado por infecgdes recorrentes, desnutricao, disfungéo organica e déficit
cognitivo (34). Gentile e cols propuseram uma definicdo para esta condicao,
nomeando-a como “Sindrome da inflamagao-imunosupressao e catabolismo
persistentes”(35). O manejo desta condicao demanda custos e muitos esforgos
dos servigos de assisténcia aos pacientes criticos, resultando, muitas vezes, em
um processo lento de deterioracdo clinica e 6bito (34). Do ponto de vista
fisiopatoldgico, foram descritas evidéncias de imunossupressdao em pacientes
sépticos que evoluiram a o6bito (36,37). Alguns autores tentaram correlacionar
essas evidéncias de imunossupressao com o desenvolvimento de infec¢des
nosocomiais, sem, contudo, estabelecer conclusdes definitivas (38,39,40).

Na maioria das vezes, Candida atua como um agente oportunista, determinando
infecgcbes invasivas em pacientes que ja apresentaram perturbagdo da
homeostase imunoldgica, bem como alteracées no equilibrio da microbiota
colonizante induzida por uso prévio de antibiéticos. Essas condicbes sao dificeis
de reproduzir em modelos animais, por exemplo. Nesse sentido, a mensuracao
de citocinas em populagées de pacientes sépticos com e sem Cl poderia
representar uma andlise exploratoria inicial Util de diversos aspectos da resposta
imune e que potencialmente contribuiria para a compreensao da génese e do
desfecho dos episédios de Cl, comparativamente aos episédios de sepse por

outros agentes etioldégicos em um cenario de prética clinica diaria.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi descrever o comportamento do
biomarcadores sérico BDG, utilizado no diagnéstico de infec¢ao invasiva por
Candida em pacientes sépticos, e contribuir para a compreensdao da
fisiopatologia dos quadros sépticos que acometem pacientes criticos apds sua

admissao hospitalar, através da mensuracao de citocinas inflamatérias.

Objetivos especificos

1. Avaliar comparativamente os niveis das dosagens de BDG e sua
cinética em pacientes criticos, com sepse prolongada e fatores de risco para
infecgdes invasivas por Candida e em pacientes com diagnéstico confirmado de
infecgdes invasivas por Candida.

2. Avaliar comparativamente o perfil de citocinas em pacientes criticos,
com sepse prolongada e fatores de risco para infecgbes invasivas por Candida
e em pacientes com diagndstico confirmado de infecgbes invasivas por Candida

3. Correlacionar o perfil de citocinas com o desfecho clinico observado
(alta ou 6bito) na populacao estudada.

Uma vez que a Cl é uma condicao relativamente pouco prevalente e que
muitas vezes nao é identificada pelo principal recurso diagnostico disponivel
(culturas), utilizamos o0 BDG como método diagnostico adjuvante. Esta estratégia
nos pareceu interessante pois permitiu a identificacdo de um grupo de pacientes
nos quais a etiologia fungica é provavel a despeito da negatividade das culturas,
algo frequentemente observado no cotidiano. Além disso, pudemos analisar
aspectos importantes deste biomarcador que contribuiram para preencher
lacunas do conhecimento acerca da utilizacdo deste recurso diagnéstico na
populacao de pacientes criticos.

As hipéteses que pretendiamos testar no presente estudo foram as
seguintes:

- A atuacdo do sistema imune em quadros causados por Candida é
diferente daquela observada em quadros de sepse prolongada causados por
outros agentes etiolégicos e estas diferencas podem ser constatadas a partir da
dosagem de citocinas inflamatorias.
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- O desfecho clinico observado (alta ou ébito) é igualmente influenciado
pelo perfil de citocinas, sendo possivel associar o 6bito a um fenétipo de

imunosupressao
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAL DA PESQUISA

O trabalho foi realizado no Hospital de Clinicas da UNICAMP (HC-
UNICAMP), localizado na cidade de Campinas. Trata-se de um hospital
universitario, terciario, referéncia para uma populacao aproximada de seis
milhées de habitantes na regido metropolitana de Campinas. O HC-UNICAMP
possui 404 leitos distribuidos entre as diversas especialidades médicas. Tem 50
leitos de UTI, que estdo assim distribuidos: UTI geral, UTI pediatrica, UTI do
transplante de érgaos solidos e unidade coronariana, além de unidade de
transplante de medula 6ssea.

3.2 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de estudo descritivo, observacional, prospectivo. Os pacientes
foram incluidos em dois momentos distintos:

- Durante internac&o na UTI, no inicio da investigacdo de um novo quadro
séptico; ou

- Apos a deteccao de crescimento de Candida em amostras periféricas de
hemocultura ou em outras culturas de material normalmente estéril, por
procedimento realizado com antissepsia adequada, compativel com o quadro
clinico apresentado.

Amostras de sangue para realizagcdo de dosagem de citocinas, proteina
C reativa e de BDG foram coletadas segundo um cronograma pré-estabelecido.
Foram coletadas amostras nos dias zero (D0), um (D1), sete (D7) e 14 (D14)
apods a inclusao. O cronograma de coletas foi interrompido nos casos de alta
hospitalar ou 6bito.

Foram realizadas dosagens das seguintes citocinas:

-IL-1B

-IL-2

- IL-6

- TNFa

- IFN-¥

-1L-12

-IL-17A
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- IL-10

-IL-4

O objetivo do estudo era o de realizar uma anélise exploratéria inicial que
contemplasse as respostas imunes inata (IL-18, TNFa, IL-6) e adaptativa,
inclusive das subpopulacdes linfocitarias (Th1, Th2, Th 17 eTreg) envolvidas
nesta ultima. Desta forma, citocinas representativas dos padrdes Th1 (IL-2, IL-
12, IFN-¥), Th2 (IL-4,IL10), Th 17 (IL-17A) e Treg (IL-10) foram incluidas.

Todos os pacientes incluidos no estudo foram seguidos até o desfecho da
internacao (alta hospitalar ou ébito).

As seguintes variaveis clinicas foram registradas:

- [dade

- Sexo

- Motivo de internagao na UTI

- Comorbidades (Diabetes mellitus, doenga cardiovascular, hepatopatia
crbnica, pneumopatia cronica, nefropatia cronica e neoplasia)

- Uso prévio de antibiéticos

- Uso de dispositivos invasivos prévios a inclusdo no estudo (ventilagao
mecanica, acesso vascular central, cateter vesical de demora)

- Uso prévio de Hemodidlise

- Uso prévio de nutricdo parenteral

- Cirurgia abdominal prévia

- Uso de hemoderivados

- APACHE Il (Acute Physiology Age Chronic Health Evaluation )

- SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) - calculado seguindo o

mesmo cronograma de coletas de amostras de sangue

- Culturas positivas para fungos
- Terapia antifungica
- Desfecho ao final da internacao
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3.3 POPULACAO

Os dados clinicos foram obtidos dos prontuarios médicos e do sistema
informatizado do hospital e coletados desde o dia da internagdo dos pacientes
até a data do ébito ou saida da institui¢ao.

O periodo de inclusdo dos pacientes se estendeu de janeiro de 2013 a
julho de 2015 e os pacientes foram incluidos de forma nao consecutiva.

3.3.1 Critérios de inclusao:
e Pacientes sépticos a partir do quinto dia de internagédo na UTI e
expostos previamente a antibiéticos OU
e pacientes sépticos, com candidemia ou outras formas de ClI,
incluidos por ocasiao da positividade das amostras para fungos do
género Candida.

Por ocasido da inclusao dos pacientes no estudo, foram aceitos como
elegiveis pacientes classificados em sepse, sepse grave ou choque séptico, de
acordo com os critérios vigentes a época da inclusdo. Posteriormente foram
adotados novos critérios internacionais de classificagdo dos pacientes sépticos
(41,42). A exposigao prévia a antibioticos foi definida como uso sustentado por
periodo superior a 48 horas de qualquer uma das drogas listadas a seguir:
combinacdes de penicilina + inibidores de beta lactamase, cefalosporinas de
terceira e quarta geracdo, carbapenémicos, quinolonas, polimixinas e
glicopeptideos. A intencao dos pesquisadores era a de incluir pacientes com
fatores de risco para Cl. Regras preditivas que envolvem culturas de vigilancia
nao foram utilizadas por limitagées logisticas. Regras preditivas estritamente
clinicas s&o limitadas e valorizam aspectos como imunossupressdao e
neutropenia, que influenciariam as conclusdes acerca da resposta imune. Desta
forma, foi elaborado um critério aplicavel a uma populacédo geral de pacientes
criticos, potencialmente adequado para identificar pacientes nos quais a etiologia
fungica deveria ser considerada e sem fatores influenciadores da resposta
imune. Uma vez que a Cl é uma condigéo relativamente pouco prevalente, de
forma a constituir uma grupo sabidamente portador de candidiase invasiva,
pacientes sépticos, com candidemia ou outras formas de ClI, foram incluidos.
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3.3.2 Critérios de exclusao:
- Pacientes com idade inferior a 15 anos de idade
- Gestantes
- Pacientes em uso de drogas imunosupressoras
- Receptores de transplantes (de medula 6ssea ou de érgaos sélidos)
- Portadores de infeccédo pelo HIV

- Pacientes neutropénicos

3.4 METODOS

3.4.1 Procedimentos laboratoriais:

3.4.2 Deteccao de (1,3)-B-D-Glucana (BDG):
A deteccao de BDG foi realizada para as amostras de soro coletadas com
o kit Fungitell® (Associates of Cape Cod Inc., East Falmouth, MA, USA). A
seguinte sequéncia de procedimentos foi realizada:
- Tratamento de 5uL do soro com uma mistura contendo 10uL de 1,2M
KCl e 10uL de 0,25M KOH. O reagente alcalino é capaz de converter
glucana de fita tripla em fita Unica, que reage melhor a analise, enquanto
o elevado pH permite a desativagdo de proteases de serina e seus
inibidores no soro, os quais fornecem falsos positivos e falsos negativos,
respectivamente.
- Incubacao a 37°C por 10min.
- Adicdo em cada placa de solugbes padrdo de glucana nas
concentragdes 500, 250, 125, 62,5 e 31pg/mL, além do controle negativo.
- Adicdo de 100pL do reagente Fungitel® em cada pogo contendo
amostras e controles.
- Leitura das placas a 405nm por 40min em leitora de placa EL808
(Biotek).
- Valores de BDG menor ou igual a 60pg/mL foram considerados
negativos, enquanto valores maiores que 80pg/mL foram considerados
positivos para infec¢ao. A faixa entre 61 e 79pg/mL foi interpretada como

indeterminado.
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3.4.3 Dosagens das citocinas:

Foram realizadas dosagens plasmaticas das seguintes citocinas: IL-13,
IL-2, IL-6, TNFa, IFN «, IL-12, IL-17A, IL-10, IL-4 pelo método Citometric Bead
Array.

Foram coletadas amostras de sangue em tubo com EDTA. Apos
centrifugacao, amostras de plasma foram armazenadas a -80°C.

As dosagens de citocinas foram realizadas utilizando o teste citométrico
CBA da Becton & Dickinson (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA).

O sistema Citometric Bead Array (CBA) utiliza a amplificagdo da deteccao
de fluorescéncia por citometria de fluxo para mensurar proteinas soluveis. Cada
particula no CBA proporciona uma superficie de captura para uma proteina
especifica, semelhante a placa de enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
permitindo analisar um pequeno volume de amostra.

O sistema usa uma unica populagéo de particulas, de mesmo tamanho e
complexidade, mas com intensidades de fluorescéncias distintas e revestidas
com anticorpos de captura especificos para proteinas soluveis. A cada
populagao de particulas é designada uma posicéo alfa-numérica no citbmetro de
fluxo, de acordo com a intensidade de fluorescéncia aloficocianina (APC) e
aloficocianina conjugada com corante cianina 7 (APC-Cy7). Particulas com
diferentes posigcdes podem ser combinadas em ensaios para criar um ensaio
multiplex.

A deteccao é feita com anticorpos também especificos conjugados com
ficoeritrina (PE), possibilitando a identificagdo de complexos sanduiches. Depois
da aquisicdo das amostras, os resultados foram analisados utilizando-se o
programa FCAP Array.

Foi utilizado o Kit BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Enhanced
Sensitivity Master Buffer Kit, conforme as orientagcdes do fabricante. As
dosagens foram feitas em fentogramas por ml (fg/ml) no citbmetro do laboratério
de imunologia da disciplina de infectologia da Universidade Federal de Sao
Paulo.

3.5 ANALISE ESTATISTICA
A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa computacional
SAS verséo 9.4 (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA).



30

No que diz respeito as caracteristicas da populacdo estudada, foi
realizada analise exploratéria de dados através de medidas resumo (frequéncia,
porcentagem, média, desvio padrdo, minimo, mediana e maximo). O teste de
Kruskal-Wallis foi usado para comparar os grupos em relagdo as variaveis
numéricas. Os testes Qui-Quadrado ou exato de Fisher foram usados para
comparar os grupos em relagao as variaveis categoéricas. O nivel de significancia
adotado foi de 5%.

A analise estatistica objetivou avaliar os seguintes aspectos:

- Concentragbes de BDG em funcao da presencga de culturas positivas

para Candida.

- Cinética da BDG ao longo do tempo de estudo e suas relagdes com
terapia antifungica e desfecho clinico.

- Frequéncia das modalidades terapéuticas (Cirurgia abdominal,
Hemodidlise, uso de Penicilina + Inibidor e uso de Hemoderivados), que
podem influenciar os niveis de BDG nos pacientes com BDG positiva
(valores em DO e D1 > 80pg/ml) e negativa.

- Associacdes entre as concentracdes de citocinas e infec¢ao por Candida
sp.

- Comportamento e variagdes das citocinas e suas respectivas
comunalidades nos dias estudados, identificando curvas de tendéncias das
mesmas e correlacionando com diagnéstico (Cl confirmada, afastada e
provavel) e desfecho clinico (alta ou 6bito).

Para estes objetivos, as analises basearam-se em:

- Modelo misto para medida repetida (tempos 0, 1, 7 e 14 dias) e resposta
continua, sendo o paciente considerado como efeito aleatério e os demais
fatores como efeitos fixos.

- Modelos lineares generalizados mistos, postulando-se a distribuicao
Binomial (reposta binaria), com medida repetida e funcao de ligagéo logito.
- Teste Qui-quadrado para igualdade de proporgdes.

Para os modelos ajustados, além de teste global de significAncia dos
efeitos, caso algum efeito fosse significativo, os niveis de significancia foram
ajustados para comparacdes multiplas pelo método de Tukey. O nivel critico de
significaAncia considerado foi de 5% (43,44).
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3.6 DEFINICOES
v Sepse: Infeccdo documentada ou suspeita acompanhada dos seguintes
critérios:
- Temperatura > 38 °C ou < 36 °C
- Frequéncia cardiaca > 90 batimentos por minuto
- Frequéncia respiratoria > 20 incursdes por minuto ou PaCO2 < 32
mmHg
- Leucocitos totais < 4.000/mm3 ou > 12.000/mm3 ou > 10% de
formas imaturas

v Sepse grave: Presenca de ao menos uma disfuncao organica, definida
pela aplicacdo do score de SOFA, associada ao quadro séptico. As
disfungdes sao divididas por sistemas organicos e graduadas de 0 a 4
conforme o nivel de disfuncdo encontrado. Portanto, apresentaram
disfuncao organica os pacientes que apresentaram, minimamente, pelo
menos uma das seguintes condigdes:

- Relagao PaO2/FiO2 (mmHg/kPa) < 400

- Trombocitopenia (Plaquetas < 150.000/mm3)
- Bilirrubinas totais entre 1,2 e 1,9mg/dI

- Pressao arterial média < 70mmHg

- Escala de coma de Glasgow entre 13 e 14

- Creatinina entre 1,2 e 1,9mg/dl

v' Choque séptico: Disfuncao circulatéria aguda, causado pela infecgao e
caracterizada pela necessidade de vasopressor para manter uma pressao
arterial média acima de 65mmHg apds a infusdo adequada de fluidos,
associada a nivel sérico de lactato acima de 2mmol/L.

v' BDG positiva: Pacientes com niveis de BDG superiores a 80pg/mL nas
amostras dos dias zero e um (DO e D1).

v' Candidiase invasiva (Cl): Pacientes com crescimento de fungos do
género Candida em amostra periférica de hemocultura ou em material
normalmente estéril, obtido por procedimento realizado com antissepsia
adequada, compativel com o quadro clinico apresentado.

v' Candidiase Invasiva (Cl) provavel: Episddio de sepse em paciente com
internacao em unidade critica > 4 dias, com uso de antibi6tico de amplo
espectro ha > 48 horas, com BDG positiva (niveis > 80pg/mL nas
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amostras de DO e D1) e culturas negativas para fungos do género
Candida (com excec¢ao de amostras de urocultura e secregao traqueal ou
outras culturas classificadas como compativeis com colonizac¢ao).

v Candidiase invasiva (Cl) afastada: Episddio de sepse em paciente com
internacdo em unidade critica > 4 dias, com uso de antibiético de amplo
espectro ha > 48 horas, com BDG negativa (concentragdes < 80pg/mL
nas amostras de DO ou D1) e culturas negativas para fungos do género
Candida (com excecao de amostras de urocultura e secrecao traqueal ou

outras culturas classificadas como compativeis com colonizac¢ao).

3.7 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade
de ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas, com aprovagao
sem restricoes (Protocolo No 003/2011).

3.8 SUPORTE FINANCEIRO

Esta pesquisa fez parte de projeto colaborativo, internacional, tematico de
“‘Novas tecnologias diagnosticas de infeccdo fungica em pacientes
imunocomprometidos” da UNICAMP em cooperacdo com a Universidade de
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- Projeto UNICAMP No. 02P-29548-09.
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4. RESULTADOS

Foram incluidos 59 pacientes sendo 37 homens (62,7%). Ao todo, 207
amostras de sangue foram coletadas. Em 37 pacientes, foram coletadas as
quatro amostras inicialmente previstas no momento da inclusdo no estudo. Em
52 pacientes foram coletadas trés amostras. Em sete paciente, somente as duas
primeiras amostras foram coletadas. A mediana de idade foi de 55,3 anos. A
mediana de tempo entre internagcdo hospitalar e inclusdo no estudo foi de 13
dias.

Os pacientes foram divididos em trés grupos, levando em consideracao o
desempenho do teste de BDG e os resultados das culturas de materiais nobres
para fungos do género Candida spp. (Cl afastada, Cl confirmada e CI provavel).

A tabela abaixo detalha as caracteristicas da populacdo estudada levando
em consideragao a classificagdo acima.

Tabela 1. Caracteristicas gerais da populacao de acordo com 0s grupos

de pacientes (Candidiase invasiva confirmada, provavel e afastada)

Variavel Candidiase Candidiase Candidiase Total Valor-
invasiva Invasiva invasiva provavel (N=59) p
afastada confirmada (N=12)

(N=23) (N=24)
Mediana de 57 (18-78) 63 (25-84) 47,5 (24-79) 58 (18-84) 0,13
Idade em anos
Tempo entre
admissao
hospitalar e
incluso no 12 (5,25) 12 (4,49) 9 (5,37) 13(4,49) 0,66
estudo, em dias
Mediana de 14 (4-22) 14 (0-24) 12 (5-21) 14 (0-24) 0,25
APACHE I
Presenca de
Comorbidades
Cardiopatia 9 (39,1%) 10 (41,7%) 5(41,7%) 24 (40,7%) 0,98
Pneumopatia 4 (17,4%) 4 (16,7%) 1(8,3%) 9(15,3%) 0,81
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Hepatopatia 3 (13%) 4 (16,7%) 1(8,3%) 8(13,6%) 0,89
Neoplasia 7 (30,4%) 8 (33,3%) 4 (33,3%) 19(32,2%) 0,97
Nefropatia 0 (0,0%) 4 (16,7%) 0 (0,0% 4(6,8%) 0,06
Diabetes 3 (13%) 7 (29,2%) 2 (16,7%) 12 (20,3%) 0,41
A tabela 2 resume as caracteristicas das populagées no que diz respeito
as modalidades terapéuticas prévias a inclusdo no estudo, nos trés diferentes
grupos de pacientes. Consideramos o uso das referidas modalidades
terapéuticas como presentes nos casos de uso sustentado por periodo superior
a 48 horas previamente a inclusdo dos pacientes. Especificamente no que diz
respeito ao uso de hemoderivados, consideramos 0 uso nos sete dias anteriores
a inclusao dos pacientes.
Tabela 2. Uso prévio de modalidades terapéuticas divididos por grupos
de pacientes (Candidiase invasiva confirmada, provavel e afastada)
Variavel Candidiase Candidiase Candidiase Total Valor-
invasiva afastada Invasiva invasiva (N=59) p
(N=23) confirmada provavel
(N=24) (N=12)
Uso de CVC 22 (95,7%) 22 (91,7%) 12 (100%) 56 (94,9%) 0,8
Uso de VM 22 (95,7 %) 19 (79,2%) 12 (100%) 53(89,8%) 0,12
Uso de CVD 23 (100%) 23 (95,8%) 12 (100%) 58(98,3%) 0,48
Uso de NPP 15 (65,2%) 11 (45,8%) 7 (58,3%) 33(55,9) 04
Hemodiglise 8 (35%) 6 (25%) 3 (25%) 17 (29%) 1,0
Cirurgia abdominal 16 (69%) 10 (41,7%) 9 (75%) 35(59%) 0,19
Uso de 19 (82,6%) 18 (75%) 10 (83,3%) 47 (79,7%) 0,84
Hemoderivados
Uso de Penicilina + 17 (73,9%) 19 (79,2%) 9 (75%) 45(76,3%) 0,91
Inibidor de beta-
lactamases
Uso de 14 (60,9%) 13 (54,2%) 7 (58,3%) 34(57,6%) 0,9
Carbapenémico
Uso de Cefalosporinas 3(13%) 4 (16,7%) 1(8,3%) 8(13,6%) 0,89
Uso de Glicopeptideos 8 (34,8%) 11 (45,8%) 6 (50,5%) 25 (42,4%) 0,6
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Uso de polimixinas 6 (26,1%) 7 (29,2%) 2 (16,7%) 15 (25,4%) 0,7
Uso de quinolonas 8 (34,8%) 8 (33,3%) 2 (18,2%) 18 (31%) 0,59




A tabela 3 resume os dados clinicos referentes aos pacientes com diagnéstico confirmado de infecgao invasiva por Candida sp.

Tabela 3. Detalhamento dos casos de Candidiase Invasiva

36

Paciente Idade Sitio de infeccao Crescimento  Espécie Terapia Desfecho Beta Intervalo entre
em isolada antifunfica Glucana inclusao e
hemoculturas sequencial desfecho
1 74 Pericardite pds- Sim C. tropicalis Micafungina Obito + 18 dias
operatéria Fluconazol
2 54 Empiema pleural pos- Sim C. albicans  Fluconazol Alta + 48 dias
operatorio Micafungina
3 69 Corrente sanguinea Sim C. albicans  Fluconazol Alta - 25 dias
4 84 Corrente sanguinea Sim C. albicans  Fluconazol Alta - 46 dias
5 58 Corrente sanguinea Sim C. tropicalis  Fluconazol Obito - 15 dias
6 55 Corrente sanguinea/ Sim C. krusei  Micafungina Alta + 42 dias
Mediastinite C. albicans
7 67 Peritonite Nao Candida Fluconazol Alta + 42 dias
nao
albicans
25 ICS relacionada a cateter Sim C.albicans  Fluconazol Alta + 29 dias
70 Corrente sanguinea Sim C. albicans  Fluconazol Alta + 20 dias
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10 73 Corrente sanguinea Sim C. tropicalis Nao Obito + 03 dias
11 79 ICS relacionada a cateter Sim C. tropicalis  Fluconazol Alta + 18 dias
12 76 Corrente sanguinea Sim C. tropicalis  Fluconazol Obito - 20 dias
13 65 Corrente sanguinea Sim C. albicans  Fluconazol Obito + 10 dias
Fluconazol
Paciente Idade Sitio de infeccao Crescimento  Espécie Terapia Desfecho Beta Intervalo entre
em isolada antifunfica Glucana inclusao e
hemoculturas sequencial desfecho
14 61 Corrente sanguinea Sim C. glabrata  Fluconazol Alta + 11 dias
15 64 Corrente sanguinea Sim C. albicans  Fluconazol Alta + 76 dias
16 35 Corrente sanguinea Sim C. tropicalis  Fluconazol/ Obito + 30 dias
Micafungina
17 62 Peritonite Nao C. albicans ~ Fluconazol/  Obito + 22 dias
C. krusei  Micafungina
18 67 Peritonite N&o C. krusei  Fluconazol/  Obito + 53 dias
Micafungina
19 53 Empiema pleural p6s Nao C. krusei Fluconazol Alta + 68 dias
esofagectomia C. tropicalis
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A mortalidade geral observada foi de 45,7%. A mortalidade observada nos
diferentes grupos (39% para o grupo de candidiase afastada, 45,8% para o grupo
de candidiase confirmada e 58% para o grupo de candidiase provavel) nédo
apresentou diferenca estatisticamente significativa (p = 0,55). Ao todo, apenas 8
pacientes nao fizeram uso de terapia antifingica ao longo do estudo. O uso de
terapia antifungica nao influenciou no desfecho dos pacientes (p = 0,71). Dentre
0s pacientes com diagnostico de Cl, apenas um nao fez uso de terapia
antifungica. No grupo de pacientes com CI provavel, dois pacientes nao
receberam terapia antifungica.

No que diz respeito as concentracées do biomarcador nos diferentes
grupos, observamos que os niveis de BDG s&o significativamente mais elevados
em pacientes com candidiase confirmada ou provavel, em relagcao aos pacientes

com candidiase afastada, conforme mostrado na tabela abaixo.

Tabela 4. Variagédo da 1-3-B-D-Glucan em func&o do grupo de pacientes
(Candidiase invasiva confirmada, provavel e afastada)

Concentracao Candidiase Candidiase Candidiase Valor-p
BDG invasiva invasiva invasiva
Média em confirmada provavel afastada
pg/ml
(Intervalo de
confianga)
Média 328 (270-387) 247(164-331) 45 (<7,6 — 106) <0,001
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Beta Glucana x Classificagdo
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Figura 1. Bloxpot das concentracdes de BDG nos diferentes grupos de

pacientes

As concentragdes da BDG para os pacientes com candidiase confirmada

e afastada ou candidiase provavel e afastada foram significativamente distintas.

A diferenca nas concentracbes da BDG observadas nos pacientes com

candidiase confirmada e provavel, por sua vez, ndo foi estatisticamente

significativa, conforme a tabela abaixo.

Tabela 5. Comparacdao multipla das concentracbes de BDG entre os

diferentes grupos de pacientes (Candidiase invasiva confirmada, provavel e

afastada).

Classificacao Classificacédo Valor de P

Média BDG Média BDG
Afastada Confirmada <0,001
45pg/mL 328pg/mL
Afastada Provavel 0,005
45pg/mL 247pg/mL

Confirmada Provavel 0,22
328pg/mL 247pg/mL

Em relagdo a cinética do biomarcador, observamos que nao existem

oscilacdes significativas das concentragdes ao longo dos 14 dias de estudo para

os diferentes grupos de pacientes.
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Tabela 6. Média de BDG por classificagdo (Candidiase invasiva

confirmada, provavel e afastada) e por tempo (DO, D1, D7 e D14)

Classificacao Tempo Média (pg/mL) Intervalo de Intervalo de
Confianga Confianga
Limite inferior  Limite superior

Afastada 0 37 <7,6 102
Confirmada 0 339 276 402
Provavel 0 250 161 340
Afastada 1 35 <7,6 100
Confirmada 1 329 266 392
Provavel 1 252 162 341
Afastada 7 42 <76 108
Confirmada 7 331 267 394
Provavel 7 232 139 325
Afastada 14 67 <76 139
Confirmada 14 316 250 381

Provavel 14 256 162 351
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Figura 2. Concentragées de BDG ao longo do tempo para os diferentes
grupos de pacientes

Para este estudo, portanto, podemos dizer que o nivel de BDG se mantém
estavel ao longo do tempo para as trés diferentes classificagdes e que, dentre
0s pacientes com culturas negativas para Candida, o ponto de corte de 80pg/ml
estabelece dois grupos de pacientes com concentracbes de BDG
estatisticamente diferentes.

As concentracdes de BDG podem ser influenciadas por alguns fatores,
como cirurgia abdominal, hemodidlise, uso de penicilina + inibidor de beta
lactamases ou uso de hemoderivados. Nao observamos diferengas significativas
nas frequéncias de uso dessas modalidades terapéuticas entre os pacientes que
apresentaram BDG positiva (D0 e D1 > 80) e negativa, conforme explicitado na
tabela 7 a sequir.

14
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Tabela 7. Porcentagem de pacientes com BDG positiva em funcéo do
uso prévio de modalidades terapéuticas

BDG Cirurgia Hemodialise Uso de Pen+ Hemoderivados
Abdominal Total=17 inibidor Total=47
Total=35 Total=45

Positiva 16 (55,2%) 8 (27,6%) 22 (75,9%) 23 (79,3%)
(29)

Negativa 19 (63,3%) 9 (30%) 23 (76,7%) 24 (80,0%)
(30)

Valor-p 0,52 0,83 0,94 0,94

Com o objetivo de identificar quais fatores estdo associados a presenca
da cultura de fungo positiva, ajustamos um modelo linear generalizado misto
considerando todos os fatores listados na tabela 8. ldade (p=0.0170) e BDG
(p=0.0145) sdo aqueles que apresentaram associagao significativa com a cultura
de fungo positiva. Nota-se que o género e as citocinas ndo mostraram evidéncia

de associagao nesta andlise.



Tabela 8. Andlise multivariada de fatores associados a presencga de

culturas positivas para Candida sp
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Cultura Cultura negativa para Valor-p

positiva para Candida Candida spp

Spp
IL1 Beta (fg/mL) 809 932 0,67
TNF (fg/mL) 1125 742 0,90
IFN¥ (fg/mL) 1794 1254 0,94
IL-6 (fg/mL) 187441 148844 0,96
IL-17A (fg/mL) 1527 737 0,42
IL-4 (fg/mL) 553 553 0,60
IL-10 (fg/mL) 11862 8206 0,82
Idade (anos) 62 50 0,01
Genero F=48% / M=52% F=26% / M=74% 0,17
BDG (pg/mL) 297 114 0,01
PCR (mg/L) 24 27 0,82
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Figura 3. Bloxpot da idade para os pacientes com culturas negativas e

positivas para Candida sp
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Figura 4. Bloxpot dos titulos de BDG para os pacientes com culturas

neg

ativas e positivas para Candida sp

Apés identificados os dois fatores associados a presenca da cultura de

fungo positiva, construimos a curva ROC (figura abaixo), considerando no ajuste

apenas o nivel de BDG (modelo simples - linha vermelha) e incluindo o nivel de

BDG + ldade (modelo completo - linha azul). A inclusdo da idade no ajuste
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aumenta a area sob a curva de 0,74 para 0,83, mostrando que, para a nossa
populacado de estudo, a presenca de culturas positivas para fungos do género
Candida esteve associada a idade mais elevada e niveis maiores de BDG.

Curva ROC
10 I I
. | T . J
‘jl ]7 o
0.75 =
|
& 5 B
- —
]
= 0.5 T
= | [
‘0 —
C —
)
wv |
J
0254+
|
004 F
T T T T T
0.0 0.25 05 0.75 1.0
1-Especificidade
Curva ROC — area sob a curva
Beta glucana — — — Beta glucana (0.76)
e idade (0.86)

Figura 5. Curva ROC de BDG e BDG e idade para avaliar positividade
das culturas de amostras clinicas para Candida sp
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Probabilidade de apresentar cultura positiva para fungo

Beta glucana (pg/ml)

Idade (anos)

Figura 6. Faixas de probabilidade de desenvolver cultura positiva para
Candida sp em fungao da idade e das concentracoes de BDG

No que diz respeito as citocinas, IL-2 e IL-12 foram excluidas da analise
uma vez que houve grande numero de niveis ndo detectados dessas citocinas.
Nao houve variacao significativas das diversas citocinas estudados ao longo do

tempo de estudo, conforme mostra a tabela 9.

Tabela 9. Variacao das concentragdes de Citocinas ao longo do tempo

Citocina DO D1 D7 D14 Valor-p
(Amostras=37)

(Amostras=59) (Amostras=59) (Amostras=52)
IL-1B 865 849 955 695 0,93
(328-1402) (312-1386) (368-1542) (28-1363)
TNFa 1169 1202 554 277 0,33
(243-2094) (277-2128) (00-1555) (00 - 1399)

IFN ¥ 1729 1614 1153 1257 0,54
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(1015-2443) (899-2328) (377-1929) (382-2133)
IL-6 211776 125059 169678 178142 0,42
(129871-292680) (43155-206964) (80020-259335) (76451-279833)
IL-17A 1397 1295 755 512 0,054
(756-2037) (654-1936) (71-1440) (00,1258)
IL-4 707 541 456 447 0,15
(467-946) (301-780) (201-711) (166-727)
IL-10 9944 13334 11898 6963 0,33
(3441-16448) (6830-19837) (4989-18807) (00-14519)
PCR 21 21 34 28 0,13
(12-30) (13-30) (24-43) (17-39)
As dosagens de citocinas nao apresentaram variagdes significativas em
fungéo da presenca ou auséncia de etiologia fungica. Nao foi possivel associar
a etiologia fungica da infeccdo a nenhuma citocina em particular. Mesmo ao
agruparmos os pacientes com Cl comprovada e provavel e compararmos com o
grupo de pacientes com Cl afastada, nao pudemos notar nenhuma associagcao
com significancia estatistica, conforme mostrado nas tabelas 10 e 11.
Tabela 10: Concentracdo média das Citocinas nos diferentes grupos de

pacientes (Cl confirmada, afastada e provavel)

Citocina Candidiase Candidiase Candidiase Valor-p

Confirmada Provavel Afastada
(Amostras=89) (Amostras=41) (Amostras=77)
IL-18 614 613 1296 0,18
(75-1153) (00-1402) (715-1876)
TNFa 463 658 1281 0,54

(00-1489) (00-2147) (192-2370)
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IFNY 1656 1118 1541 0,72
(894-2418) (9-2227) (728-2354)
IL-6 202558 199130 111803 0,27
(122598-282518)  (81451-316808)  (25043-198564)
IL-17A 1215 765 990 0,79
(446-1983) (00-1873) (187,1793)
IL-4 404 526 682 0,42
(114-694) (108-944) (378-987)
IL-10 15163 10142 6299 0,32
(7144-23182) (00-21674) (00-14685)
PCR 26 29 24 0,84
(17-34) (16-41) (15-33)
Tabela 11. Concentracdo média das citocinas agrupando candidiase
invasiva confirmada + provavel em comparacao com o grupo de candidiase
invasiva afastada
Citocinas Candidiase invasiva Candidiase invasiva Valor-p
(provavel + confirmada) afastada
(Amostras=130) (Amostras =77)
IL-1B 619 1296 0,07
(178-1060) (720-1872)
TNFa 528 1281 0,28
(00-1365) (201-2360)
IFNY 1477 1540 0,90
(852-2103) (730-2350)
IL-6 201904 111879 0,10
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(136601-267207) (26019-197739)
IL-17A 1056 990 0,90
(429-1683) (192-1788)
IL-4 447 682 0,23
(210-683) (380-985)
IL-10 13542 6297 0,18
(6987-20098) (00-14652)
PCR 26 24 0,67
(19-33) (15-33)

Em relacdo ao desfecho dos pacientes, foi realizada analise multivariada
para identificar fatores relacionados a mortalidade intra-hospitalar. Para essa
analise, os valores de SOFA foram agrupados em 4 intervalos assim definidos:
intervalo 1: SOFA <= 3; intervalo 2: SOFA entre 3 e 6; intervalo 3: SOFA entre 6
e 8; e intervalo 4: SOFA > 8. Esse agrupamento de valores foi feito com a
intencao de facilitar a visualizacdo da associacéo entre valores encontrados de
SOFA e o desfecho clinico observado. A distribuicdo dos valores de SOFA dentro
dos intervalos descritos acima foi significativamente diferente entre os pacientes
que faleceram e aqueles que sobreviveram (p=0,0037). Além dos valores de
SOFA, as concentracdes de BDG (p=0,016), IL-6 (p=0,016), IL-17A (p=0,016) e
a relacao IL6/IL10 (p=0,0039) também apresentaram associacao significativa
com o desfecho. Nota-se que a idade, a positividade das culturas para Candida,
0 género, as citocinas IL-4, IL-14, IL-10, IFN, TNFa, PCR, e arelagao IL-10/TNFa
ndo mostraram evidéncia de associagdo nessa analise, conforme evidenciado

na tabela 12.
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Tabela 12. Analise multivariada de fatores relacionados a ébito intra

hospitalar

Alta Obito Valor-p
IL-1B (fg/mL) 545 1358 0,19
TNFa (fg/mL) 606 1427 0,26
IFN~¥ (fg/mL) 1638 1439 0,39
IL-6 (fg/mL) 154996 192222  0,0164
IL-17A (fg/mL) 1167 1094 0,0164
IL-4 (fg/mL) 531 603 0,75
IL-10 (fg/mL) 6256 15591 0,76
Idade 51 60 0,38
Genero F=38% / M=62% F=37% / M=63% 0,42
BDG (pg/mL) 188 223 0,0165
SOFA* 1=40% 2=19% 3=32% 4=9% 1=26% 2=13% 3=29% 0,0037

4=32%
PCR (mg/L) 24 27 0,68
Cultura positiva Sim=44% Sim=52% 0,79
fungo Nao=56% Nao=48%
Rel IL-6/IL-10 57 35 0,0039
Rel IL-10/TNFa 16 131 0,40
o (frequéncia de intervalos de valores do SOFA)

Para analise do desfecho, um ponto a ser considerado é a variacao do
escore de SOFA ao longo do tempo de estudo. Para avaliar essa variacao,
ajustou-se novo modelo para o desfecho, incluindo o efeito da interagcdo do
tempo com os valores de SOFA (analise de medida repetida do SOFA ao longo
do tempo para cada paciente). A partir desse novo ajuste, os fatores que
apresentaram associacao com o desfecho foram a interagdo SOFA e Tempo
(p=0,028) (comportamento do SOFA ao longo do tempo para cada paciente
individualmente) e IL-10 (p=0,03).
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Tabela 13. Analise multivariada de fatores relacionados a obito intra
hospitalar levando em consideracgéo a interacado SOFA x Tempo para cada

paciente individualmente

DO D1 D7 D14  Valorde
P
Variacdo SOFA no Alta 6 5 4.0 3 0,0284
tempo Obito 8 8 7 7
Alta 9794 7676 3671 3114 0,0314

IL10 )
Obito 12052 19432 20619 6111

O efeito da interacdo “SOFA x Tempo” pode ser observado pois, para os
pacientes que vao a Obito, o SOFA & sempre maior e praticamente estavel, ao
passo que, para os pacientes que recebem alta, 0 SOFA é sempre menor e com
tendéncia de queda.

25.0007
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15.000]
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10.000]
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Alta Obito

Desfecho

Figura 7. Distribuicao das concentracées de IL-10 nos pacientes que
receberam alta e evoluiram a 6bito respectivamente
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Figura 8. Distribuicdo das concentracées de IL10 nos pacientes que

receberam alta e evoluiram a 6bito nos diferentes momentos do estudo

Apoés identificados os principais fatores associados ao desfecho (SOFA e
IL-10), foi construida uma curva ROC (figura 12) considerando no ajuste apenas
o escore SOFA (modelo simples - linha vermelha) e considerando o escore
SOFA + IL-10 (modelo completo - linha azul). A inclusdo da IL-10 no ajuste
aumenta a area sob a curva ROC de 0,73 para 0,77, mostrando que avaliar o
escore SOFA do paciente em conjunto com a interleucina IL-10 melhora
discretamente a capacidade de predizer o desfecho do paciente. A tabela 14
apresenta as razdes de chance (odds ratio) de 6bito em funcao dos valores do

SOFA e da concentracéo de IL-10 ao longo do tempo.
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Figura 9. Curva ROC para predizer mortalidade intra hospitalar

Tabela 14: Razdes de chance (odds ratio) de 6bito em funcéo dos valores

do SOFA e da concentracao de IL-10 ao longo do tempo

Efeito Razao de chance Intervalo de Confianca
Aumento 1500fg/MI IL-10 1.4 1.048 - 1.862
SOFA >8 > SOFA >3 0.07 0.026 - 0.194
SOFA entre >8> SOFA>3-6 | 0.2 0.079 - 0.532
SOFA entre >8 > SOFA 6-8 | 0.29 0.128 — 0.653

A figura 10 abaixo mostra que o risco de 6bito do paciente é diretamente

proporcional ao aumento do escore SOFA e do nivel de IL-10. Quanto maior o

escore SOFA (eixo X) e quanto maior o nivel de IL-10 (eixo Y), maior o risco de

Obito do paciente. Os pontos azuis e vermelhos neste grafico representam os

dados observados dos 59 pacientes analisados. Os pontos azuis sdo 0s

pacientes que tiveram alta ao longo do tratamento e os pontos vermelhos sao os

pacientes que morreram ao longo do tratamento.
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Figura 10. Faixas de probabilidade de evoluir a 6bito em funcéo score de
SOFA e das concentragdes de IL-10
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5. DISCUSSAO
- 1,3 —B-D- Glucan (BDG): Aspectos descritivos, limitacoes — uma
ferramenta adjuvante para o diagnéstico da ClI

Em nosso trabalho, dividimos os pacientes em trés grupos, levando em
consideracao os resultados de BDG e as amostras clinicas de culturas para
fungos do género Candida. Consideramos a BDG como positiva se as amostras
de DO e D1 fossem superiores a 80pg/mL. Conforme explicitado acima, o grupo
de pacientes com BDG positiva e culturas para Candida negativas foi definido
como composto por pacientes com CI provavel. Pacientes com hemoculturas ou
culturas de materiais normalmente estéreis obtidas por técnica asséptica e que
apresentassem correlagcdo com o quadro clinico dos pacientes com culturas
positivas para Candida spp formaram o grupo de pacientes com Cl provada,
independentemente dos resultados do biomarcador. Pacientes com culturas
negativas e BDG negativa formaram o grupo de pacientes com Cl afastada. Essa
proposta de classificacao dos grupos de pacientes seguiu 0s mesmos principios
da utilizada pela EORTC (45). Ou seja, levamos em conta a presenca de fatores
de risco para desenvolvimento de Cl (internagéo prolongada, uso prévio de ATB
e uso de dispositivos invasivos), a presenga de sinais clinicos compativeis com
quadros seépticos e a existéncia de um critério micolédgico (cultura ou BDG). A
adocao de niveis séricos de BDG > 80pg/mL em dois dias consecutivos nao foi
originalmente proposta pelo EORTC como um critério micolégico. Contudo,
outros autores ja propuseram que esse achado laboratorial fosse interpretado,
dentro de um contexto clinico compativel, como uma evidéncia de infeccéo
fungica invasiva (17). Ressaltamos que parte da nossa casuistica foi incluida no
estudo ap6s a comprovacdo da etiologia fungica como agente causador do
quadro séptico. Os niveis séricos de BDG coletados em D7 e D14 foram
utilizados para analisarmos a cinética do biomarcador no cenario da assisténcia
ao paciente critico.

No que diz respeito as caracteristicas gerais da populacéo, uso prévio de
antibiéticos ou dispositivos invasivos, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos, sendo eles, portanto, comparaveis.

Devido ao desenho de nosso trabalho, uma vez que foram incluidos
pacientes com diagnostico ja estabelecido de Cl e dado que definimos o grupo
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de pacientes com duas medidas consecutivas de BDG > 80pg/mL como sendo
de CI provavel, nao foi possivel calcular sensibilidade, especificidade e valores
preditivos positivos e negativos da BDG. Mohr e cols. encontraram sensibilidade
de 100% e especificidade de 59% em pequena casuistica formada por pacientes
criticos de UT] cirargica (46). Posteraro e cols. utilizaram a BDG para diagndstico
de infeccao fungica invasiva em populagédo de pacientes criticos e encontraram
sensibilidade de 92,9%, especificidade de 93,7% com valor preditivo positivo de
72,7% e valor preditivo negativo de 98,7% (47). Nguyen e cols. descreveram
sensibilidade de 56% e especificidade de 73% em casuistica que incluiu
pacientes com candidemia e ClI (48). Tissot e cols. descreveram sensibilidade de
65%, especificidade de 78%, com valor preditivo positivo de 68% e valor preditivo
negativo de 77%, utilizando o biomarcador para diagndstico de candidiase intra-
abdominal em pacientes criticos de UTls cirargicas (49). Martin-Mazuelos e cols.
encontraram sensibilidade de 80%, especificidade de 75%, valor preditivo
positivo de 35% e valor preditivo negativo de 95% no uso da BDG para
diagnéstico de Cl em populacao de pacientes de UTI geral (50). Giacobe e cols.,
por sua vez, descreveram sensibilidade de 92%, especificidade de 81%, valor
preditivo positivo de 79% e valor preditivo negativo de 93% em casuistica de UTI
utiizando a BDG em conjunto com a procalcitonina para diagnostico de
candidemia (51). Em nenhum desses trabalhos foram incluidos pacientes
neutropénicos. A heterogeneidade desses resultados se explica pelos diferentes
desenhos dos estudos. Em outras palavras, o desempenho do biomarcador
muda em funcdo da populagdo estudada e da condicdo que se pretende
diagnosticar (candidemia ou candidiase profunda, por exemplo).

Outra questao a ser discutida € que, de forma metodologicamente correta,
nos trabalhos citados acima, o desempenho do biomarcador foi estabelecido
tomando como referencial o método padrao-ouro para diagnéstico de
candidemia/Cl ou seja, o isolamento do fungo em culturas de materiais
normalmente estéreis e obtidos por técnica asséptica. Contudo, conforme
discutido anteriormente, os métodos baseados em culturas possuem limitagdes
para diagnostico de candidemia e Cl na pratica clinica diaria e o objetivo do
biomarcador ndo € o de substituir as culturas, mas sim o de identificar pacientes
qgue se beneficiariam de terapia antifungica a despeito de culturas negativas ou
nao finalizadas. Para que esse objetivo seja alcancado, é importante que se
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conhegca o comportamento do biomarcador em um cenario clinico real.
Especificamente para a populagdo de pacientes criticos € nao neutropénicos,
nosso trabalho objetivou caracterizar o comportamento do biomarcador quando
utilizado para investigar um novo evento séptico e observar sua cinética.

Uma vez que nao se observou mudangas nas concentragdes de BDG ao
longo do tempo em todos os grupos de pacientes, para fins de comparacéao entre
as concentragdes nos diferentes grupos, foi utilizada a média estimada de BDG
calculada pelo modelo estatistico utilizado na analise do estudo. Em nossos
resultados, pudemos observar que os niveis de BDG em pacientes sépticos com
culturas positivas para Candida foram mais elevados. Na populacdo de
pacientes com culturas negativas para Candida, o uso do biomarcador e o valor
de corte utilizado (80pg/mL) permitiram identificar dois subgrupos de pacientes
(Cl provavel e afastada). As diferencas nas concentracdes médias estimadas de
BDG entre os grupos com Cl comprovada e afastada (328pg/mL vs 47 pg/mL) e
Cl provavel e afastada (245pg/mL vs 47 pg/mL) foram estatisticamente
significantes (p< 0,001 e 0,005). Entre os grupos com Cl comprovada e provavel,
as concentracbes médias foram diferentes, porém sem significancia estatistica
(p=0,22).

Em nosso estudo, por razdes logisticas e de limitacao de recursos, ndo
realizamos culturas periddicas de colonizacdo por Candida. Alguns autores
identificaram titulos superiores a 80pg/mL em pacientes com colonizagcao macica
por Candida spp (49,50). O grupo de pacientes com candidiase provavel, é
importante salientar, possuia quadro clinico compativel com sepse/choque
séptico no momento de sua inclusdo e a maioria destes pacientes ndo possuia
culturas para agentes bacterianos que justificasse o quadro clinico. Contudo, néo
se pode afastar, por completo, a possibilidade de quadros bacterianos com
culturas negativas em pacientes colonizados por Candida nesse grupo de
pacientes. De toda forma, em um cendrio de pratica clinica real, esses pacientes
provavelmente receberiam terapia para agentes fungicos e bacterianos
concomitantemente. Autores propdem a utilizagdo de outros valores de cut-off e
uso conjunto de outros testes como forma de diferenciar o paciente macicamente
colonizado daquele com indicacao de terapia antifungica em UTls (mannana
circulante e CAGTA) (52,53).
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Interessante ressaltar que, em nossa populacdo de estudo, ndo houve
diferencas significativas de idade entre os trés grupos de pacientes. Contudo, na
analise multivariada realizada para avaliar fatores relacionados a presenga de
cultura positiva para Candida em amostras clinicas, além dos altos titulos de
BDG, a idade apareceu associada a positividade das culturas. A mediana de
idade dos pacientes com Cl confirmada em nossa casuistica (63 anos) foi
superior a mediana de idade de outros grandes levantamentos epidemioldgicos
recentemente publicados (52,3 anos e 56 anos respectivamente), com a ressalva
gue esses levantamentos incluiram dados de populacdes pediatricas (54,55). A
associagado da idade com a positividade das culturas para Candida pode ser
visualizada nas figuras 5 e 6. Com base nas caracteristicas de nossa populagéo,
0 modelo estatistico aplicado evidenciou que a probabilidade de se obter culturas
positivas para Candida é diretamente proporcional aos titulos de BDG e a idade
dos pacientes, o que pode ser evidenciado pelo aumento da AUC da curva ROC
(de 0,76 para 0,86). Contudo, nossa casuistica € pequena e ndo encontramos
relatos de utilizagdo dos niveis de BDG em associagdo com a idade para
melhorar o desempenho do biomarcador. Esse achado reflete, portanto, uma
caracteristica da populacdo do nosso estudo, influenciada pelo tamanho da
amostra, o que ndo nos permite maiores conclusbes acerca do uso combinado
do biomarcador com dados demograficos.

Em relacdo as modalidades terapéuticas com potencial para causar
resultados falso-positivos nos niveis de BDG, em nosso estudo, ndo houve
diferenga nas frequéncias de uso prévio a inclusdo no estudo de hemoderivados,
cirurgia abdominal, uso de combinag¢des entre penicilinas e inibidores de beta
lactamase e terapia de substituicdo renal, tal qual encontrado por Martin-
Mazuelos e cols. e Tissot e cols. (49,50). Lo Cascio G e cols. identificaram, em
trabalho retrospectivo envolvendo pacientes em UTls, somente a utilizacao de
albumina como um fator confundidor na interpretacao dos niveis séricos de BDG
(56). A despeito de relatos de falso positivos relacionados a uso de antibioticos
(57,58), cirurgia (57), hemoderivados (60,61), hemodialise (62), bem como a alta
frequéncia de falsos positivos em estudo envolvendo pacientes onco-
hematologicos (63), esse ndo parece ser um fator limitante para utilizagdo do
biomarcador em pacientes criticos. A proposta de se utilizar duas medidas
consecutivas de BDG > 80pg/mL em dias subsequentes como critério de
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positividade do biomarcador se justifica, exatamente para aumentar a
especificidade e o valor preditivo positivo do teste, sem comprometimento da
sensibilidade (17,49,50). O conhecimento sobre o potencial de falsos positivos é
também importante no momento de decidir em quais populagdes o uso da BDG
é factivel, uma vez que testes positivos em populagdes com poucos fatores de
risco e baixa prevaléncia para Cl terdo valores preditivos positivos muito baixos.

Em todos os grupos de pacientes, ndo houve alteragdes significativas das
concentragdes de BDG ao longo do tempo, independente do uso de terapia
antifangica e desfecho clinico observado, conforme evidenciado na tabela 6 e
figura 2. E, contudo, importante ressaltar que realizamos medidas somente até
o décimo quarto dia apds a inclusédo. A escolha por esse critério visou avaliar o
comportamento do biomarcador no momento de suspensdo da terapia
antifangica para a maioria dos pacientes tratados. O clearance do biomarcador
é lento e a medida no décimo quarto dia ndo permite conclusées acerca do
sucesso ou faléncia terapéutica, em concordancia com os achados de outros
autores (50,52,64). Tissot e cols. observaram queda nos niveis de BDG ao longo
do tratamento. Contudo, ao final de 14 dias, os niveis ainda permaneciam acima
de 80pg/mL nos pacientes com CI (49). Poissy J e cols. documentaram que, a
despeito dos niveis de BDG permanecerem detectaveis por semanas apds a
positividade das hemoculturas, novos aumentos nas concentragées de BDG em
pacientes com diagnéstico ja estabelecido de candidemia apresentaram
correlacdo com recorréncia de culturas positivas para Candida (52). Jaijakul e
cols., em andlise retrospectiva de pacientes com CI, observaram que a queda
dos niveis de BDG é relacionada a sucesso terapéutico e que um nivel inicial de
BDG < 416pg/mL é capaz de predizer sucesso terapéutico com valor preditivo
positivo de 89% (65). Ressaltamos que esse nivel de 416pg/ml é
significativamente superior ao cut-off de 80pg/ml. Com base em nossos dados e
na literatura, podemos concluir que o biomarcador potencialmente possui
relagdo com o resultado do tratamento. Contudo, a visualizagdo dessa
correlacdo envolve um longo tempo de monitorizacdo € o ponto de corte de
80pg/mL provavelmente ndo € adequado para tal finalidade. Esses aspectos
limitam a utilizagdo da BDG como uma ferramenta progndstica e para avaliar

sucesso ou faléncia da terapia antifungica na pratica clinica diaria.
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Na analise de desfecho relacionada em nosso estudo, inicialmente
observamos que houve correlagéo entre nivel sérico de BDG e mortalidade. Essa
observagédo ocorreu em todos os pacientes, independente da etiologia fungica
comprovada, provavel ou afastada. Nessa analise levamos em conta, ainda,
todos os valores do score de SOFA calculados nos dias zero,um, sete e 14, sem
avaliar a variacao individual desses valores para cada paciente individualmente.
Ao levarmos em conta a evolugao das disfungdes orgéanicas ao longo do tempo
de estudo e correlacionarmos essa evolugdo com o desfecho, o papel
progndéstico da BDG néo foi novamente observado. Giacobbe e cols. relataram
niveis de BDG > 287pg/ml como um fator de mal progndstico em pacientes com
Cl (66). Nosso trabalho avaliou como desfecho a mortalidade intra-hospitalar.
Envolveu pacientes com e sem Cl em uma casuistica de pacientes bastante
heterogénea, sem nenhum tipo de intervencao terapéutica. Logo, as implicacoes
progndésticas dos titulos de BDG encontradas em nosso trabalho devem ser
interpretadas com bastante cautela e novos estudos sdo necessarios para
elucidar esta questao.

O uso do biomarcador como uma ferramenta para diagnéstico precoce de
Cl na UTI nao pode ser avaliado em nosso trabalho em fungéo das coletas terem
sido efetuadas por ocasido da investigacao de um novo quadro em pacientes ja
internados. A precocidade da positividade do biomarcador em relacdo as
culturas pode ser observada por outros autores no cenario da terapia intensiva
(47,49,50,52). Para essa finalidade ser alcancada, deve-se realizar
monitorizagdo continua dos niveis de BDG e n&o a coleta por ocasido da
investigagdo de um novo quadro seéptico, conforme definida no desenho de
nosso trabalho.

Com base em nossos resultados, podemos confirmar que a BDG é uma
ferramenta diagndstica provavelmente Util para diagnéstico de candidiase
invasiva na UTI. Aléem de comprovar a correlacao entre cultura positiva para
Candida e nivel sérico de BDG, foi possivel identificar um subgrupo de pacientes
com fatores de risco para Cl, com culturas negativas para Candida, e que
potencialmente se beneficiaria de terapia antifUngica. Em nosso trabalho, ndo
avaliamos se o tratamento indicado em fungdo dos resultados de BDG foi
benéfico para os pacientes. Em recente estudo prospectivo, randomizado e
multicéntrico, o uso de micafungina empirica em pacientes criticos e colonizados
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por Candida nao resultou em maior sobrevida sem evidéncias de doenca fungica
no vigésimo oitavo dia, mesmo para os pacientes com niveis de BDG > 80pg/mL
(64). Contudo, é preciso observar que a populacdo do presente estudo era
formada por pacientes graves, com disfun¢do multiorganica (Mediana de SOFA
de 8). Em uma populagcao com tais caracteristicas, seria pouco provavel que uma
intervencao terapéutica especifica e isolada resultasse em menor mortalidade.
A despeito do resultado negativo em um trial multicéntrico, prospectivo e duplo-
cego, ndo se pode afirmar que o inicio de terapia antifungica baseado nos
resultados de BDG néo esteja indicada.

Uma série de outros trabalhos mostraram o potencial valor da BDG como
uma estratégia para suspensao precoce de terapia antifungica diante de
dosagens séricas repetidamente negativas do biomarcador, mesmo em
pacientes de alto risco para desenvolvimento de candidiase invasiva (67,68,69).
Esse potencial beneficio da BDG como ferramenta auxiliar para programas de
racionalizacdo de uso de antimicrobianos nao foi avaliado em nosso trabalho e
necessita ser confirmado em casuisticas maiores.

Os objetivos futuros das pesquisas nesta area poderiam ser apresentados
da seguinte forma:

- Estabelecimento do real beneficio da terapia antifungica indicada por ocasiao
da positividade da BDG. Em outras palavras, o objetivo seria 0 de determinar o
papel da terapia preemptiva para Cl em pacientes criticos, ndo neutropénicos.

- Avaliacédo o uso da BDG como uma ferramenta para melhorar as estratégias
de uso racional de antimicrobianos na terapia intensiva.

As respostas para estas questdes dependeriam de trials, prospectivos,
randomizados e multicéntricos. ldealmente, a populagdo de pacientes criticos
incluida nesses trials deveria ser subdividida de acordo com a presenca de
fatores de risco mais robustos para Cl, diferenciando o impacto da terapia
indicada pela positividade do biomarcador em uma populagdo “geral” de
pacientes criticos daquela observada em pacientes criticos com maior
propensao a desenvolver Cl (pds-operatério de cirurgia abdominal complicada,
pancreatite necro-hemorragica, etc). Idealmente, a monitorizagéo dos titulos do
biomarcador deveria ser feita de forma sistematica e rotineira, de forma a permitir
o diagnostico precoce da Cl. O impacto do tratamento na sobrevida dos
pacientes deveria ser analisado em conjunto com a gravidade das disfuncdes
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organicas presentes nos mesmos. Além disso, tanto a incidéncia de Cl das UTls
que incluiram pacientes quanto o consumo de antifUngicos nelas deveriam ser
monitorizados, de forma a identificar beneficios secundarios que poderiam
resultar dessa estratégia de tratamento.

Como podemos ver, sdo tantas as variaveis e tantos as nuances a serem
consideradas que dificilmente a medicina baseada em evidéncias conseguira
fornecer todas as respostas em meédio prazo. Contudo, até que todas estas
questdes sejam respondidas, a monitorizagdo da BDG em pacientes criticos e a
conduta originada a partir desta monitorizacéo poderao servir como ferramentas
para particularizar a assisténcia prestada aos pacientes das UTls. Um
atendimento individualizado é desejavel no paciente criticamente enfermo e o
mesmo pode se beneficiar de estratégias diagndsticas e terapéuticas ainda nao
totalmente estabelecidas, desde que a interpretacao dos resultados e a conduta
sequencial sejam igualmente individualizadas. Para que isso ocorra, é
necessario profundo conhecimento acerca do instrumental que se pretende
utilizar. A construcdo deste conhecimento é a contribuicdo advinda do nosso
trabalho.

- Reposta Imune e CI

No que diz respeito a avaliagdo da resposta imune através da mensuragao
de citocinas, em nosso trabalho ndo observamos variagoes significativas das
concentracdes de citocinas em fg/mL ao longo do tempo de estudo. Nosso
trabalho também n&o conseguiu associar nenhuma citocina com a etiologia
fungica dos eventos sépticos estudados. Mesmo ao agrupar os pacientes com
Cl confirmada e provavel e compara-los com o grupo de pacientes sem Cl,
nenhuma alteragcdo estatisticamente significativa foi observada no que diz
respeito as concentracdes de citocinas.

Na pratica clinica diaria, uma série de fatores clinicos e modalidades
terapéuticas s&o associados a Cl (cirugia abdominal, fistula abdominal, uso de
CVC, uso de NPP, uso prévio de antibi6ticos de largo espectro, hemodialise,
entre outros). Conduto, apenas a minoria dos pacientes expostos a essas
condicoes desenvolve Cl ao longo da internacao hospitalar (70). Portanto, é
possivel que existam aspectos relacionados a reposta imune dos pacientes que,
analisados em conjunto com os fatores de risco classicamente associados a Cl,

possam ajudar a compreender a génese destes eventos. A mensuracao de
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citocinas permite avaliar fenotipicamente e simultaneamente diversos aspectos
das respostas imunes inata e adaptativa. Portanto, poderia ser util como uma
avaliagao exploratéria inicial em uma populacao geneticamente heterogénea de
pacientes criticos, em um cenario de “vida real”.

Em contraste com nossos achados, Akin et al, e Krause et al encontraram
niveis significativamente mais elevados de IL-17A em pacientes com candidemia
em comparagao com pacientes com infecgdes bacterianas e controles saudaveis
(71,72). A via de sinalizagdo da IL-17 é especialmente importante no combate
das infec¢des por fungos do género Candida ao nivel das mucosas (27). Em
modelos experimentais de infecgao sistémica por Candida, a importancia da IL-
17 foi demonstrada por autores como Saijo e cols e Huang e cols (73,74). Uma
vez que a translocacao a partir das mucosas é reconhecidamente importante na
fisiopatologia dos episddios de Cl, niveis elevados de IL-17A em pacientes com
esta condicdo ndo sdo surpreendentes e refletem uma resposta imune “bem
adaptada”, direcionada ao controle da infecgdo por esse agente. Contudo, em
nossa casuistica, ndo pudemos observar a presenca de concentragdes elevadas
de IL-17A em pacientes com Cl em comparagdo com pacientes com sepse por
outras etiologias. Em nosso trabalho, ndo realizamos comparagbes com
voluntarios sadios. A impossibilidade de se relacionar as concentragdes
observadas de citocinas com o desenvolvimento de Cl pode estar relacionada
ao desenho do nosso estudo. Apenas a titulo de exemplo, Plantinga e cols.
demonstraram a maior susceptibilidade a candidemia em pacientes portadores
de trés diferentes polimorfismos de nucleotideo Unico no gene do Toll-like
receptor do tipo 1. A producédo das citocinas IL-1(3, IL-6 e IL-8 por mondcitos
estimulados de controles saudaveis portadores dos mesmos polimorfismos foi
significativamente menor do que a observada em portadores dos haplétipos de
alelos selvagens (75). Jonhson e cols. avaliaram a associacao de polimorfismos
de nucleotideo unico em genes de seis diferentes citocinas — IL-12B, IFNy, IL-
18, IL-10, IL1-B e IL-8. Os polimorfismos de nucleotideo Unicos da IL-12B
(rs41292470) e da IL-10 (rs1800896) estiveram associados ao desenvolvimento
de candidemia refrataria ao tratamento com terapia antifUngica. Esses
polimorfismos estdo associados a uma producdo mais baixa de Interferon
Gamma e mais alta de IL-10 (76). Van der Graaf e cols. identificaram que o
polimorfismo de nucleotideo unico Asp299Gly no gene do Toll-like receptor tipo
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4 estava associado a uma maior incidéncia de candidemia. Mondcitos de
voluntarios sadios portadores deste polimorfismo produziram quantidades
aumentadas de IL-10 (77). Polimorfismos de nucleotideo Unico envolvidos com
a modulagéo da producao de IL-6 também determinaram maios suscetibilidade
ao desenvolvimento de candidemia em trabalho de Li e cols (78). Portanto,
parece claro que existem aspectos imunes relacionados ao desenvolvimento de
candidemia e Cl, sendo alguns hospedeiros mais susceptiveis a infeccoes
invasivas por fungos do género Candida em virtude de aspectos da resposta
imune determinados geneticamente. A mensuragdo simultdnea de varias
citocinas no sangue, contudo, nao foi efetiva em identificar qualquer fenétipo de
resposta imune que pudesse ser explorado com maiores detalhes em estudos
posteriores.

- Implica¢c6es prognoésticas da resposta imune na sepse prolongada

Em relacdo ao desfecho dos pacientes, como era esperado, pudemos
correlacionar mortalidade intra-hospitalar e o nivel de disfungao organica, aferido
através do score de SOFA. Em uma primeira analise multivariada de fatores
relacionados ao 6bito, além do score de SOFA, niveis mais elevados de IL-6 e
valores mais baixos de IL-17A da relacao IL6/IL10 apresentaram correlacdo com
desfecho clinico desfavoravel. Nesta analise, todos os valores de SOFA
registrados ao longo do estudo (DO, 1, 7 e 14) foram incluidos, sem levar em
conta a variagao individual do score de SOFA ao longo do tempo.

Niveis elevados de uma citocina tida como “pro-inflamatoéria” (IL-6)
apresentaram correlacdo com oébito. Simultaneamente, a evidéncia de uma
resposta imune desbalanceada, com predominio do componente “anti-
inflamatorio” em relacdo ao componente “inflamatério” (valores mais baixos da
relagao IL-6/IL-10) também apresentou correlagdo com maior mortalidade intra-
hospitalar. Esses achados, em um primeiro momento, podem parecer
incompativeis caso queiramos atrelar o desfecho clinico observado a um padrdo
de resposta inflamatdria dicotdmico (“pré — inflamatéria” x “anti-inflamatéria”). O
sistema imune busca promover a homeostase através da regulacao da resposta
imune, tentando promover atividade microbicida com o minimo de dano tecidual
ao hospedeiro. Respostas inflamatérias exacerbadas, como as que ocorrem em
quadro sépticos, requerem respostas regulatérias igualmente vigorosas do

sistema imune na tentativa de promover a homeostase. O aumento concomitante
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de citocinas pré e antinflamatérias ja foi documentado em trabalhos anteriores
de outros autores, corroborando a ideia de que sistemas de regulacdo séo
ativados j4 no inicio da resposta imune (33, 79,). E importante ressaltar também
que essas interagdes nos sistemas de pesos e contra-pesos da resposta imune
ocorrem de forma dinamica ao longo do tempo e a mensuracao das citocinas
nos fornece indicios dessa interacdo nos momentos em que sao realizadas as
coletas de sangue, contribuindo para a compreensdo da fisiopatologia dos
quadros sépticos, porém sem permitir classificar, de forma estanque, o padrao
da resposta imune como “pré” ou “anti-inflamatoria”.

Nesse sentido, propomos uma interpretacdo cuidadosa da associacao
entre dbito e a relagédo IL6/IL10, dentro de um contexto no qual niveis elevados
de IL-6 também se correlacionaram com desfecho negativo. Desta forma, o
achado inicial referente a relagdo IL-6/IL-10 elucida que também a alca de
regulacdo anti-inflamatéria participa e interfere no desfecho clinico dos doentes
sépticos. Aparentemente, respostas exacerbadas nas duas diregdes
(inflamatdria e anti-inflamatéria) podem ser associadas a desfecho clinico
desfavoravel e refletem a magnitude da disfuncdo imune promovida pelos
quadros sépticos. E possivel ainda interpretar a associacdo entre a relagéo IL-
6/IL-10 e 6bito como uma evidéncia de que a homeostase imunoldgica ainda néo
foi reestabelecida e a predominéncia da resposta anti-inflamatéria em relacao a
magnitude da resposta inflamatéria pode ser prejudicial para os pacientes.
Frencken e cols. observaram correlagdo entre niveis elevados de IL-6 e IL10 em
doentes sépticos e mortalidade tanto precoce quanto tardia. Seus dados,
contudo, ndo conseguiram relacionar mortalidade precoce com niveis elevados
de IL-6 e mortalidade tardia com niveis elevados de IL-10, colocando em xeque
a hipoétese de resposta imune dicotdmica dos quadros sépticos. Nessa hipotese,
ocorreria predominio da resposta pré-inflamatéria inicialmente e os Obitos
precoces seriam decorrentes da “agressividade e descontrole” de tal resposta.
Em uma fase mais tardia, haveria predominio de resposta anti-inflamatéria, que
seria a responsavel por ébitos tardios. A relacdo IL6/IL10 nio foi preditora de
Obito nesta casuistica (80). Dimopoulou e cols., em casuistica formada por
pacientes criticos (infectados ou ndo), observaram relacéo entre concentracoes
de IL-6, IL8 e IL10 com disfungcdo orgéanica e mortalidade em 28 dias (81).

Landesberg e cols. correlacionaram ébito e disfungcdo organica com os niveis
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séricos de IL-6, IL-8, IL-10 e TNFa em pacientes sépticos (82). Em grande trial
envolvendo 628 pacientes sépticos, concentracées mais elevadas de IL-6, IL-10,
TNFa medidos por ocasiao do diagndstico da sepse, foram associadas a maior
mortalidade (83). Outros autores também documentaram correlacao entre 6bito
e concentracbes mais elevadas de citocinas pré e anti-inflamatérias
simultaneamente (84,85). Em nossos resultados, nesta primeira analise
multivariada de mortalidade, houve associacao entre ébito e niveis inferiores de
IL-17. Outros autores observaram associacao entre as concentragdes de IL-17
e o desenvolvimento de insuficiéncia renal e sindrome do desconforto
respiratério agudo em quadros de sepse (86,87).

Apds a observacao de que os pacientes que faleciam apresentavam
SOFA mais alto e estavel ao longo do estudo, enquanto pacientes que
sobreviviam apresentavam SOFA mais baixo e com tendéncia de queda ao longo
do tempo, uma nova analise multivariada foi realizada, levando em consideragao
a variacao individual do SOFA para cada paciente ao longo do tempo. Nessa
nova anadlise, além dos valores de SOFA e seu comportamento ao longo do
tempo, os niveis de IL-10 também foram preditores de maior mortalidade intra-
hospitalar.

Relatos de diversos autores também associaram os niveis de IL-10 a uma
maior mortalidade. Esses relatos incluiram pacientes sépticos com ou sem
agente etiolégico definido, em diferentes circunstancias e envolviam desde
pacientes admitidos na emergéncia até pacientes ja hospitalizados no momento
do diagndstico da sepse (88,89,90,91). No entanto, em todos estes trabalhos as
dosagens de IL-10 e de outros marcadores imunoldgicos foram realizadas tao
logo se estabeleceu o diagndstico de quadros sépticos. Nossa casuistica de
pacientes foi formada por pacientes com etiologia fungica confirmada, provavel
ou afastada e nossos pacientes apresentavam, em sua maioria, uma evolucao
clinica sugestiva de “sepse prolongada” ou em vias de se estabelecer como tal,
ou seja, mantinham quadro clinico compativel com sepse ou outros disturbios
inflamatérios ha alguns dias, com alteragbes prévias na homeostase
imunolégica. Mesmo para uma populagdo com estas caracteristicas, a IL-10
apresentou  associagdo com  maior  mortalidade intra-hospitalar,
independentemente do agente etiol6gico envolvido. Riché e cols demonstraram
evidéncias de concentragdes persistentemente elevadas de marcadores de
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resposta inflamatéria, especialmente PD-1 e IL-7, um ano apds a admissao
hospitalar por choque séptico, corroborando a idéia de que a disfungao imune é
prolongada (92). Portanto, o entendimento atual aponta os quadros sépticos
como resultantes de uma disfungéo imune marcada pela ativagao simultanea de
resposta pré e anti-inflamatérias e que sao potencialmente duradouras. Nesse
sentido, ndo é surpreendente constatar que marcadores de mau prognéstico de
quadros sépticos aferidos na instalagdo do quadro clinico também possam ser
associados a obito em pacientes com “protracted sepsis”. Outros autores,
conforme mencionado anteriormente, observaram outras evidéncias de
imunossupressdao em pacientes sépticos que evoluiram a Obito. Existe
consideravel controvérsia a respeito de as manifestagées de imunossupressao
serem marcadores de maior gravidade ou causa de maior mortalidade de
pacientes sépticos (34,93).

Nossos dados, apos consideracdao da variacao individual do SOFA ao
longo do tempo, apontaram associagdo de maior mortalidade com IL-10.
Contudo, essas evidéncias devem ser analisadas em conjunto com as
associacdes de 6bito e IL-6, IL 17-A e a relacao 116/IL10. Nossa casuistica é
pequena, proveniente de um centro Unico e muito heterogénea no que diz
respeito as causas de internacdo. Além disso, nossos pacientes ndo foram
incluidos e estudados por ocasidao das admissdes hospitalares ou na UTI. Todas
essas questdes referentes as caracteristicas de nossa populacdo podem
explicar as diferentes associacdes entre citocinas e 6bito a depender da forma
como se trabalha com os valores do SOFA. Contudo, esses dados permitem
conclusées complementares e partilham de I6gica bioldgica. Nossos dados nao
suportam a utilizacdo de qualquer citocina como biomarcador para predi¢cao de
desfecho em quadros sépticos, uma vez que as mesmas agregaram muito pouco
ao score de SOFA, ja largamente utilizado na pratica clinica. Contudo, nossos
dados contribuem para a compreensao da fisiopatologia dos quadros sépticos,
inclusive para os pacientes com quadro de protracted sepsis, independente da
etiologia fungica.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados, portanto, permitem as seguintes conclusoes:

- A BDG é um biomarcador util na populagédo de pacientes criticos. O
ponto de corte de 80pg/mL permitiu a identificacdo de um subgrupo de pacientes
que potencialmente se beneficiaria de terapia antifingica. No entanto, o lento
clearance do biomarcador limita sua utilizacdo como uma ferramenta de
avaliagdo da eficacia do tratamento antifiungico. As modalidades terapéuticas
classicamente associadas como causadoras de resultados falso-positivos nao
parecem limitar a utilizacdo da BDG em pacientes criticos e nao neutropénicos.
A influéncia da colonizagdo macica nos titulos do biomarcador n&o foi avaliada
em nosso trabalho.

- Em relacdo a resposta imune, a mensuracdo simultdnea de diversas
citocinas nao permitiu identificar aspectos imunol6gicos relacionados a génese
ou ao desfecho da Cl a serem explorados em outros trabalhos futuros.

- No que diz respeito ao desfecho dos quadros sépticos, pudemos
observar que tanto citocinas pré-inflamatérias quanto anti-inflamatérias possuem
potencial impacto no prognéstico dos pacientes com sepse prolongada
(protracted sepsis), independente dos agentes etiolégicos envolvidos. Dentro de
um contexto de grande disfungdo imune, a magnitude da resposta “anti-
inflamatdria”, aferida principalmente pelas concentracées da IL-10, esteve
associada a maior mortalidade intra-hospitalar.

- Nossos resultados ndo sustentam a utilizacdo da IL-10 como um
biomarcador para definir desfecho de pacientes criticos a ser incorporado na
pratica clinica, uma vez que sua utilizagdo em conjunto com score de SOFA
agregou muito pouco em relacdo a capacidade de predizer ébito do score
quando utilizado isoladamente. Contudo, esse achado contribui para a
compreensao fisiopatoldgica dos desfechos observados nos quadros sépticos.

- Resta elucidar se a IL-10, bem como uma série de outras manifestagdes
de exaustdo da resposta imune sdao marcadores de gravidade dos quadros
sépticos ou causas, per se, de maior mortalidade.
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7. ANEXOS
Anexo 1 — Aprovacao do Comité de ética em Pesquisa

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fom unicamp. br/pesquisa/etica/index hitml

CEP, 18/02/11
(Grupo ITI)

PARECER CEP: N° 003/2011 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto).
CAAE: 1039.0.146.000-11

I- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “RESPOSTA INFLAMATORIA TH1, TH2, TH17 EM PACIENTES COM
SEPSE POR CANDIA SP EM PACIENTES INTERNADOS EM UNIDADES DE
TERAPIA INTENSIVA”,

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Luis Felipe Bachur

INSTTTUICAO Hospital das Clinicas/TINICAMP

APRESENTACAO AQ CEP: 05/01/2010

APRESENTAR RELATORIO EM: 18/02/12 (0 formulério encontra-se o sife acima).

11 - OBJETIVOS

. Contribuir para a compreensdo das interagBes entre os diferentes tipos de resposta imune
adaptativa no contexto das infecgSes invasivas por Céndida, agente oportunista prevalente em
ambnente de UTL

111 - SUMARIO

. Serfio avaliados cerca de 60 pacientes internados em unidades de terapia intensiva do
HC-Unicamp e do Hospital S0 Paulo da UNIFESP, Seré calculado o escore APACHE 11, score
SOFA. Seré colhido hemocultura de sitios venosos e do cateter venoso central. Serd colhida uma
amostra de sangue para dosagem de beta glucana, PCR para Candida, dosagem de IL6, TNF alfa,
IL10 e IL17,

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Apds respostas &s pend@neias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo
com a Resolugio CNS/MS 196/96 e suas complementares, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

V- PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apds .
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositives das Resolugdes 196/96 ¢ complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esc}arecldo, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

."{

Cumité de Kfica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tess#lia Vieira de Camargo, 126 FONE (919) 3521-83936
Caixa Postal 6111 FAX (@19} 3521-7187.
13083-887 Campinas - SP cep@fcm.unicamp.br




g%g% i FACULDADE DE’CIENCIAS MEDICAS
& COMITE DE ETICA EM PESQUISA
v@ﬁ

i ':{&%}‘%%@P ® www.fem.unicamp.br/pesquisa‘etica/index.html

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdc de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP ¢ nfo representam a opinifio da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

g

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O syjeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 ~ Item IV .1.f) ¢ deve receber uma cépia do Termo de Consentimento
Livre ¢ Esclarecido, na integra, por ele assinado {Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade .pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item I11.1.z), exceto quando pereeber risco ou danc nfio previsto a¢ sujeito
participame ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (ltem V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adverscs ou fatos relevantes que alierem o
curso normal do estudo (Res. CNS Ttem V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagfio ao CEP ¢ a Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitdria — ANVISA -
Juuta com seu posicionamento.

Eventuais modificagBes ou emendas ao protocelo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou Il apresentados anteriormente 3 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também & mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao.CEP, de acordo com os prazos
estz}belecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

i
VII- DATA DA REUNIAO

arlos Kdpardo Steiner
E’T CA EM PESQUISA

Comité de Erica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessilia Vieirs de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019)3521-7187
13083-887 Campinas - 5P cep@fem.unicamp.br
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Anexo 2 — Aprovacao do relatério parcial do Comité de Etica em Pesquisa
da UNICAMP

o
%
PQP 2 Universidade Estadual de Campinas §"4
@ Pré-Reitoria de Pesquisa -

o W
ﬂiﬁ‘i’&gpfﬁm Comité de Etica em Pesquisa Y
P uNieAMP
CEP, 23/06/15.

(PARECER CEP: N° 003/2011)

PARECER

| - IDENTIFICAGAO:

PROJETO: “RESPOSTA INFLAMATORIA TH1, TH2, TH17 EM PACIENTES
COM SEPSE POR CANDIA SP EM PACIENTES INTERNADOS EM UNIDADES
DE TERAPIA INTENSIVA”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Luis Felipe Bachur

Il - PARECER DO CEP.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Campinas
{Unicamp) aprovou o Relatério Parcial, apresentado em fevereiro de 2015, do
protocolo de pesquisa supracitado.

Il - DATA DA REUNIAC.

Homologado na V Reunido Ordinaria do CEP/UNICAMP, em 23 de junho de 2015,

».‘A v
. Dra. —égnata ﬁa%{%ps Celeghini
COORDENADORA DO COMIT ETICA EM PESQUISA

LINICAMP
Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126 Fone/Fax (019) 3521-8938
13083-887 Campinas — SP Fone/Fax (019) 3521-7187
& http:/iwww prp.unicamp. brvindex. php/comite-de-etica-em-pesquisa cep@fcm.unicamp.br

Pagina | 1




Anexo 3 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Informade e Esclarecido
"Resposta Inflamatdria Thl, ThZ, Thi7 em pacientes com sepse por Candida sp
internados em Unidades de terapia intensiva”

Os pacientes internados em unidades de terapia Intensiva ficam sujeitos a uma série de
complicagies clinicas. Dentre estas complicagfies, destacamos a sepse por Candids sp. Trata-se de
uma infeccio que acomete pacientes intemados em unidades de terapia intensiva. Esta infeccio &
causada por fungos do Género Candiga. Estes fungos normalmente habitam o crganismo de seres
humanos sauddveis sem causar nenhuma doenca. Os padentes gue recebem antibicticos e
permanecem intemados na UTI por periodos mais longos ficam enfraguedides e podem desenvolver
infeccdo por Candialz. Ou seja, aquele fungo que inicialmente ndo representava nenhum risco para os
seres humanos pode vir a causar doenca nos pacientes debilitados, internados na UTL.

Estamos imicando um estudo de avaliacdo do fundonamento do sistema imunologico em
pacientes com infeccdo suspeita ou confirmada por fungos do género Candida. O sistema imunoldgico
& 0 "exército” responsavel pela defesa do nesso organismo conbra os agentes causadores de doenca.

Fica esclarecido que haverd necessidade de coleta de sangue para a realizacio do
presente estudo. Contudo, a conduta médica a ser adotada ndo sofrerda nenhuma alteracdo. Em
outras palavras, trata-se de um estudo descritivo. Os pacientes induidos no estudo serfo tratados de
forma idéntica aqueles nao incluidos. N30 serdo realizados tratamentos experimentais de qualguer
ordem.

Fica esclarecido também gque a ndo participacdo no presente estudo ndo acamretara
rnenhum prejuizo para o tratamento do paciente. A inclusdo do paciente somente serd feita mediante
aceitacdo por parte do proprio paciente ou de seus familiares. A participacdo no estudo pode ser
suspensa a qualguer momento, se esta for a vontade do paciente ou de seus familiares.

Frente a qualquer questdo ou divida, poderei entrar em contato com o médico Luis Felipe
Bachur, na Comissdo de Controle de Infecgdo Hospitalar no periodo das 8h00 ate as 17h00 nos dias
dteis, ou através do telefone (19)3521-7054.

Se wocé tiver alguma redamacdo ou denincia de aspecto ético referente a pesquisa,
contate o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP no nimero
(19)3521.8936.

Afirmo gue compreendi e estou ciente do gue foi explicado adma.

Pretendo colaborar com o estude, e para tanto estarei respondendo ao questionario
oferecido.

Assim informado, estou de acordo em participar desse estudo e subscrevo-me.

Assinatura do Participante Data

Dr. Luis Felipe Bachur Data
(Pesquisador Responsavel)
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Anexo 4 - Ficha de Coleta de Dados Clinicos
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