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RESUMO

Introducdo: Sepse é uma resposta sistémica do organismo a uma infeccdo
microbiana. Estima-se que ocorram 19 milhdes de casos em todo o mundo por
ano com elevadas taxas de letalidade, sendo considerada um grave problema
de saude publica. O diagnéstico da sepse permanece como um grande desafio
para profissionais da area da saude, e até 0 momento, ndo ha nenhum padrao
ouro para o diagnéstico de sepse. Novos biomarcadores, como o cfDNA, vendo
sendo estudados em sepse para melhorar o diagnostico e permitir intervencéo
terapéutica precoce. Objetivo: Investigar o valor do cfDNA como preditor de
gravidade em pacientes sépticos e sua associacdo com o escore de disfuncéo
organica. Métodos: 124 pacientes, que tiveram o protocolo de sepse iniciado,
foram divididos em infeccdo (n=37) e sepse / choque séptico (n=87). Dados
clinicos e epidemiolégicos foram obtidos de prontuario. As amostras de
sangue foram coletadas no momento do diagndstico e as concentracdes de
cfDNA foram medidas pela técnica de fluorescéncia direta. Os resultados foram
apresentados em ng/ml. Resultados: As concentracdes de cfDNA foram
maiores de acordo com a gravidade da doenca. Valores de cfDNA mais
elevados (p<0,01) foram observadas em pacientes com sepse e choque
séptico (mediana 186,2; ng/ml, IQR 117,1-363,5) em comparacdo com
pacientes com infec¢cdo (mediana 113,5 ng/ml; IQR 66,1-210,3). Pacientes com
infeccdo (n=37) que evoluiram para sepse/choque séptico (n=13) apresentaram
maiores concentragdes de cfDNA (mediana 212 ng/ml; IQR 7.18-270.3) em
comparacao com pacientes que nao evoluiram para disfuncdo organica, ou
seja, sepse (mediana 100,3 ng/ml; IQR 59,35-186,5), p=0,012. Na andlise de
regressdo multivariada, apenas a concentracdo de cfDNA (1C95% 1,002-1,012,
p<0,01) e o escore SOFA (IC95% 1.579-3.730, p<0,01) foram fortes e
significativos preditores de gravidade. Pela analise ROC, o cfDNA plasmatico
teve menos poder discriminativo (AUC 0,69, IC 95% 0,63-0,79) que o escore
SOFA para prever a gravidade da infeccdo (AUC 0,88, IC 95% 0,82-0,94).
Conclusao: O cfDNA foi um preditor independente de gravidade em pacientes
sépticos, porém com poder discriminatério inferior ao SOFA, escore clinico
utilizado na prética clinica.

Palavras chave: 1. cfDNA 2. Biomarcadores 3. Sepse 4. Gravidade.
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ABSTRACT

Introduction: Sepsis is a systemic response of the body to a microbial
infection. It is estimated that 19 million cases worldwide occur each year with
high case fatality rates and is considered a serious public health problem.
Diagnosing sepsis remains a major challenge for healthcare professionals, and
so far, there is no gold standard for diagnosing sepsis. New biomarkers, such
as cfDNA, have been studied in sepsis to improve diagnosis and allow early
therapeutic intervention. Objective: To investigate the value of cfDNA as a
predictor of severity in septic patients and its association with organ dysfunction
score. Methods: 124 patients who had the sepsis protocol started were divided
into infection (n=37) and sepsis/septic shock (n=87). Clinical and
epidemiological data were obtained from medical records. Blood samples were
collected at diagnosis and cfDNA concentrations were measured by the direct
fluorescence technique. Results were presented in ng/ml. Results: cfDNA
concentrations were higher according to disease severity. Higher cfDNA values
(p<0.01) were observed in patients with sepsis and septic shock (median 186.2;
ng/ml, IQR 117.1-363.5) compared with patients with infection (median 113,5
ng/ml; 1IQR 66.1-210.3). Infected patients (n=37) who progressed to
sepsis/septic shock (n = 13) had higher cfDNA concentrations (median 212
ng/ml; IQR 7.18-270.3) compared to patients who did not progress to organ
dysfunction (median 100.3 ng/ml; IQR 59.35-186.5), p=0.012. In multivariate
regression analysis, only cfDNA concentration (95% CI 1.002-1.012, p<0.01)
and SOFA score (95% CIl 1.579-3.730, p<0.01) were strong and significant
predictors of severity. By ROC analysis, plasma cfDNA had less discriminative
power (AUC 0.69, 95% CI 0.63-0.79) than the SOFA score to predict the
severity of infection (AUC 0.88, 95% CI1 0.82-0.94). Conclusion: cfDNA was an
independent predictor of severity in septic patients, but with lower discriminatory
power than SOFA, the clinical score used in clinical practice.

Keywords: 1. cfDNA 2. Byomarkers 3. Sepsis 4. Severity.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DA SEPSE

A sepse € definida como uma disfuncdo organica potencialmente fatal,
causada por uma resposta desregulada do hospedeiro frente a uma infeccéo.
(Singer et al, 2016). Conforme o Terceiro Consenso Internacional para
definicbes de sepse (Sepsis-3, 2016), a sepse passou a ser classificada em:
infeccdo, sepse e choque séptico. A infeccdo é o quadro mais brando da
doenca, enquanto na sepse, 0 paciente apresenta disfuncdo de O&rgéo
(respiratoria, hepatica, circulatéria, neurologia, renal ou plaquetaria). O choque
séptico, quadro mais grave da sepse, € caracterizado por agravamento da
disfuncdo organica com elevado prejuizo na perfusdo de tecidos e disfungéo

hemodinamica (Shankar-Hari et al, 2016).

A sepse é uma grande preocupacao de saude publica, sendo responsavel
por mais de US$ 24 bilhdes (5,2%) do total de custos hospitalares nos EUA em
2011 (Torio et al, 2015). No Brasil, estima-se um gasto em torno de 600 a
1200 ddlares por paciente (Instituto Latino-Americano de Sepse -ILAS, 2016).
Além do elevado custo, a incidéncia de sepse estd aumentando a cada ano,
provavelmente refletindo o envelhecimento de populacdes com maiores
comorbidades, infeccdo por agentes resistentes a diferentes tipos de
antimicrobianos e melhorias no diagnostico deste quadro (lwashyna et al,
2012; Gaieski et al, 2013). A incidéncia da sepse varia entre diferentes grupos
étnicos e raciais (Martin et al, 2003), com idosos (idade >65 anos)

representando 60 a 85 % dos casos (Kaukonen et al, 2014).

Estima-se que ocorram 31 milhGes de casos em todo o mundo por ano,
levando potencialmente a 6 milhdes de mortes (Organizacdo Mundial da
Saude, 2017). No Brasil, os aspectos epidemiolégicos da sepse tém sido
investigados, destacando-se o 'BASES Study' (Brazilian Sepsis Epidemiological
Study), estudo multicéntrico e observacional realizado em instituicdes publicas

e privadas, identificando incidéncia de sepse de 57,9 por 1000 pacientes-dia. O
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estudo SPREAD (Sepsis PREvalence Assessment Database), publicado em
2017 revelou que a incidéncia de sepse em pacientes internados em unidades
de terapia intensiva (UTIs) brasileiras é em torno de 420.000 casos por ano,

dos quais 230.000 morrem no hospital.

Sepse € considerada a principal causa de morte em UTIs néo
cardiolégicas (Vicent et al, 1995) com elevadas taxas de letalidade que variam
de acordo com as caracteristicas socioecondmicas do pais. Paises
desenvolvidos, como Australia e Nova Zelandia, apresentaram letalidade de
sepse grave em torno 18% (Kaukonen et al, 2014). No Brasil, dados do ultimo
relatério de 2018 do ILAS mostram que a letalidade por sepse e choque séptico
ainda é muito elevada, atingindo, respectivamente 31,2% e 64,5% nos
hospitais publicos brasileiros, com resultados um pouco melhores de 17,1% e
52,7% respectivamente em hospitais privados (ILAS, 2018). O estudo
PROGRESS (Promoting Global Research Excellence in Severe Sepsis), por
exemplo, em que fizeram parte sete UTIs nacionais, revelou taxas de letalidade
maiores para sepse e choque séptico (56%) quando comparado com outros

paises em desenvolvimento (45%) e desenvolvidos (30%).

Apesar da gravidade, a letalidade da sepse em paises desenvolvidos vem
diminuindo ao longo dos anos de forma progressiva. Dentre as razfes que
podem contribuir para este processo de reducdo estdo as melhorias no
processo de cuidado dos pacientes sépticos, devido aos avangos nos critérios
diagnésticos e na abordagem terapéutica. (Kaukonen et al, 2014; Elizabeth et
al, 2014; lwashyna et al, 2014).

Com a reducdao da letalidade, o nimero de sobreviventes a esta doenca é
crescente (figura 1), e estes sobreviventes podem apresentar sequelas devido
a sepse. Em curto prazo, os sobreviventes a sepse sédo readmitidos em maior
frequéncia em até 90 dias pos-alta hospitalar, devido a ocorréncia de infec¢des,
insuficiéncia renal aguda, insuficiéncia respiratoria aguda e pneumonia por
aspiracdo (Prescott et al, 2015). Em 180 dias da alta hospitalar estes
sobreviventes ja apresentam maior letalidade (Goodwin et al, 2015), e no ano

seguinte a alta utilizam mais os servicos de saude, em relacdo aos nao
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acometidos pela sepse (Prescott et al, 2014). De fato, hd uma crescente
conscientizacdo de que pacientes que sobrevivem a sepse geralmente tém
deficiéncias fisicas, psicoldgicas e cognitivas a longo prazo, com significativo
impacto em relacdo aos cuidados de saude e implicacdes sociais (Iwashyna et

al, 2012)(figura 1).

Linha de base saudavel
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Figura 1: Interagbes importantes para determinar o curso clinico a longo prazo de um
paciente ap0s sepse. Existem muitos cursos clinicos que um paciente pode seguir apds uma
hospitalizacdo por sepse, desde a rapida e completa recuperacdo até complicacdes
recorrentes e morte. Adaptado de Prescott et al, 2018.

1.2 FISIOPATOLOGIA DA SEPSE

A sepse € uma sindrome heterogénea, de inicio fundamentalmente pro-
inflamatério, causada pela resposta desbalanceada do sistema imune inato do
hospedeiro frente a uma infeccdo, resultando em disfuncdo de &rgaos
(Hotchkiss et al, 2016). As principais variaveis fisiopatolégicas determinantes

no desenvolvimento da sepse sdo as caracteristicas do agente infectante
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(carga e viruléncia) e do hospedeiro, tais como: fatores ambientais, genéticos,

estado imunologico e comorbidades (Angus et al 2013; Russel et al, 2013).

A sepse é caracterizada por liberacédo de fatores pro-inflamatérios e anti-
inflamatorios, que culminam com disfuncdo endotelial, comprometendo o
sistema cardiocirculatério e a homeostase intracelular. HipOxia celular e

apoptose contribuem para a disfuncéo organica e morte (figura 2).

Estimulo microbioldgico Susceptibilidade a infecgaa
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Expressao de
PRRs
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Figura 2: Fisiopatologia da sepse. HMGB, proteina do grupo B de alta mobilidade; IL,
interleucina; MIF, fator inibidor da migracao; PAF, fator de ativacdo plaquetaria; TNF, fator de

necrose tumoral, PPRs, receptores da imunidade inata reconhecedores de padrdes. Adaptado
de Konrad et al, 2015.

Por definicdo, a infec¢do é parte fundamental da fisiopatologia da sepse.
Bactérias, bem como fungos, parasitas ou virus, podem desencadear 0s
mecanismos que levam a sepse. Inicialmente agentes infecciosos ativam o
sistema imune inato através da acdo dos receptores de imunidade inata

reconhecedores de padrdes (PRRs), reconhecem padrdes moleculares
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associados a patogenos (PAMPSs) e padrdes moleculares associados a danos
(DAMPs). Os PAMPs estdo em componentes estruturais dos agentes
infecciosos, ja os DAMPs em moléculas liberadas por células do hospedeiro

danificadas em resposta aos agentes infecciosos (Tang et al, 2012).

Em consequéncia a ativacdo dos PRRs, os macrofagos e células T CD4,
liberam primeiramente o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e a interleucina 1
beta (IL-1B). Esses mediadores primarios induzem a liberagcdo de varios
mediadores secundarios que amplificam a inflamacédo, dentre eles o fator
inibidor da migracdo de macréfagos (MIF), proteina do grupo 1 de alta
mobilidade (HMGB1), fator de agregacdo plaquetaria (PAF), e outras
interleucinas como a IL-6 e IL-8. Um passo importante na amplificagcdo do sinal
€ a ativacao do sistema de complemento. Além de ser ativado por complexos
antigeno-anticorpo, o0 sistema complemento pode ser estimulado pela
endotoxina bacteriana. O fragmento de complemento C5a, um produto de
clivagem da cascata de complemento, estimula os macréfagos a produzirem
mais mediadores pro-inflamatoérios. A liberagdo de todos os fatores citados,
resultam em ativacao de neutrofilos, linfocitos e do endotélio vascular (Konrad
et al, 2015).

A resposta imune na sepse nao envolve apenas mediadores pro-
inflamatorios. Como em muitos outros processos fisioldgicos, 0 organismo
produz inibidores para controlar certas reagfes. Os mediadores pro-
inflamatorios sdo neutralizados por moléculas anti-inflamatérias, como IL-4 e
IL-10, porque as células T CD4 podem mudar da producdo de citocinas
inflamatorias (células T auxiliares do tipo 1 [TH1]) para a producéo de citocinas

anti-inflamatérias (células T auxiliares do tipo 2) [TH2]) (Juan et al, 2017).

As citocinas inflamatorias participam da ativagdo do endotélio vascular,
gue passa a expressar maior quantidade de moléculas de adesao, promovem
aumento da permeabilidade vascular, ambos com a finalidade de facilitar a
entrada de outras células inflamatorias e de linfocitos da resposta adaptativa,
para o local da infeccdo, bem como, vasodilatacdo por meio da liberacdo de

oxido nitrico pelas células endoteliais (Henkins et al, 2009). Além dos
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importantes efeitos locais, algumas citocinas inflamatérias possuem efeitos
sistémicos atuando nos hepatdcitos, os quais sintetizam e secretam proteinas
de fase aguda, tais como proteina C reativa (PCR) e pro-calcitonina (PCT),
capazes de se ligarem a diversos patégenos e de ativarem o complemento
(Rodrigo S B, 2011). Além da inflamacéo, na resposta de defesa a infec¢éo, ha
ativacdo da cascata de coagulacdo, bem como reducdo dos fatores

anticoagulantes (Henkins et al, 2009).

Além da resposta sistémica imunologica a infeccdo e alteracbes na
atividade dos diversos mediadores da inflamag&o, ocorrem alteracdes na
coagulacao e no metabolismo celular e disfuncdo em multiplos 6rgaos (Calvano
et al, 2005). A liberacdo sistémica de citocinas inflamatérias provoca
vasodilatacdo, que leva a queda importante da presséo arterial juntamente com
aumento da permeabilidade vascular, e consequentemente, redugao do volume
sanguineo circulante levando ao choque séptico e insuficiéncia de multiplos
orgdos. Neste, a liberacdo massiva de TNF-alfa ativa a coagulacao
intravascular disseminada com formacéo de trombos na microcirculacéo, a qual
consome extensivamente fatores de coagulacdo, com consequente
hemorragia, queda da pressédo arterial, provocando falha na perfusdo
sanguinea de 6rgaos vitais, tais como rins, coracdo e pulmdes. A falha na
perfusdo sanguinea culmina em oferta inadequada de oxigénio aos tecidos,
contribui para o aumento do metabolismo anaerébico e a hiperlactatemia, e €
considerada fator chave na faléncia de 6rgaos (Henkins et al. 2009). A resposta
inflamatoria sistémica, ainda pode provocar disfuncdo endotelial, juntamente
com morte celular e dano mitocondrial causado por estresse oxidativo e

hipoxemia citopatica (Goldenberg et al, 2011; Galley et al, 2011) (figura 2).

Outro fator de eliminacdo do patdgeno, associada aresposta
inflamatoria, € o Neutrophil Extracellular Traps (NETS) liberado por neutrdfilos e
células fagocitarias e que tem um papel central na defesa imune. Os NETs séo
fibras de cromatina liberadas por neutréfilos revestidas por proteases (incluindo
elastase) e outras moléculas antimicrobianas (como as histonas), e que podem
ser toxicas para a célula hospedeira (Phillipsonet al, 2011). A liberacdo de

NETs pode acontecer em trés formas: através de um mecanismo vesicular;
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podem ser liberadas por meio da lise celular.As NETs também podem ser
liberadas pelas mitocondrias, mas o processo ainda permanece pouco definido
na literatura (Pilsczek et al, 2010; Marcos et al, 2010).

Explicar o motivo da inflamacdo generalizar-se em alguns pacientes, e
permanecer localizada em outros, tem sido alvo de alguns estudos em
pacientes sépticos. Variantes genéticas de citocinas podem desempenhar um

papel nessa questdo. Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs,do
inglés, Single Nucleotide Polymorphism) sédo variagées pontuais encontradas ao longo do
DNA, que afeta somente uma base (adenina (A), timina (T), citosina (C) ou guanina (G)) na

sequéncia do genoma entre individuos de uma espécie ou entre pares de Cromossomos
de um individuo. Os SNPs de algumas citocinas como TNF-aq, IL-6 e CD14, foram
associados a uma pior evolucdo no choque séptico ou a um risco aumentado
de desenvolver sepse (Gao et al, 2015; Georgescu et al, 2017). No entanto, 0s
resultados desses estudos ainda séo dificeis de interpretar devido a achados

contraditérios e diferencas nas populagfes estudadas e suas etnias.

Grandes avancos tém ocorrido permitindo maior sobrevida para os
pacientes com sepse, porém, uma melhor compreensdo dos mecanismos
fisiopatolégicos é importante para interrupcdo na sequéncia de eventos que
estdo relacionados a sua patogénese, contribuindo para a reducdo da alta

morbimortalidade evidenciado em diferentes estudos.

1.3 DIAGNOSTICO DE SEPSE

O diagnostico da sepse permanece como um grande desafio para
profissionais da area da saude porque sua identificacdo, quando nao realizada

precocemente podera resultar em faléncia de érgaos e evolucéo para 6bito.

Desde 1992, o diagnostico de sepse baseava-se na Sindrome da
Resposta Inflamatdria Sistémica (SIRS) associada a disfuncdo de érgéos. A
SIRS avalia os seguintes parametros: temperatura corporal > 38° (hipertemia)
ou < 36° (hipotermia); frequéncia respiratéria (FR) > 20 incursfes

respiratorias/minuto (taquipnéia) ou uma pressao parcial de CO2 (PaC0O2) < 32
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mmHg; frequéncia cardiaca (FC) > 90 batimentos cardiacos/minuto; aumento
ou reducdo do numero de leucécitos no sangue periférico (>12.000 ou <4.000
células/mm3) ou presenca de mais de 10% de leucécitos jovens (bastdes). Em
paciente com suspeita de infec¢do, a associacédo de dois destes parametros e
uma disfuncdo organica, definia a sepse. Esta classificagcdo tinha a
caracteristica de ser muito sensivel para o diagnostico desta sindrome (Bone et
al, 1992).

Com o objetivo de melhorar a especificidade no diagndstico de sepse,
em 2016, a Society of Critical Care Medicine (SCCM) e a European Society of
Intensive Care Medicine (ESICM) publicaram novas definicdes baseadas em
uma analise bastante robusta de grandes bancos de dados, basicamente
americanos. Desta forma, os critérios de SIRS (Sindrome da Resposta
Inflamatéria Sistémica) na classificacdo atual passam a ndo ser mais
requeridos para o diagnodstico de sepse e houve modificagbes para definir a
presenca de disfuncdo orgéanica. Anteriormente, apenas uma disfuncdo
organica definia a presenca de sepse. Pelos novos critérios, definiu-se como
disfuncdo organica o aumento em pelo menos 2 pontos no escore do
Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) basal, em consequéncia da
infeccdo. Esse novo critério baseou-se na identificacdo de uma curva ROC
(Receiver Operator Characteristic) mais acurada para essa variagcdo de SOFA
do que a da presenca de SIRS (Seymour et al, 2016) para o diagndstico de
sepse. Também houve modificacdo na definicdo de choque séptico, agora
conceituado como presenca de hipotensdo arterial com necessidade de
administracdo de vasopressores para manter pressao arterial média = 65
mmHg associada a lactato = 2 mmol/L, apés adequada reposicao volémica
(Shankar-Hari et al, 2016). Uma nova nomenclatura surgiu na classificacéo de
sepse, anteriormente classificada como sepse, sepse grave e choque séptico,
sendo extinto o termo “sepse grave”, adotando-se somente sepse. Hoje,

classificamos a sepse em: infeccdo, sepse e choque séptico.

Adicionalmente, foi sugerido utilizar um escore simplificado, denominado
“‘quick SOFA” (qSOFA), para identificar rapidamente pacientes adultos com

maior probabilidade de ter desfechos clinicos desfavoraveis a beira do leito.
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Esse novo escore avalia a frequéncia respiratéria (= 20), pressao artérial
sistélica (= 100 mmHg) e nivel de consciéncia (alterado ou normal) (Seymour et
al, 2016).

Vale ressaltar, que as novas definicdes foram propostas para melhorar a
especificidade diagnostica em paises desenvolvidos, o que ndo podemos
transpor para paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, visto que
ainda subdiagnosticamos a sepse. Conforme Machado et al (2017), trabalho
realizado com representantes do ILAS no Brasil, o uso do escore SOFA como
definicdo de disfuncdo orgénica deve se restringir aos estudos clinicos e

epidemiologicos, ndo sendo utilizado para definir inicio de tratamento.

Até o0 momento, ndo ha nenhum padrdo ouro para o diagnodstico de
sepse; nenhuma ferramenta confiavel para avaliar, selecionar e escalonar
tratamento, assim como atribuir perfis de risco ou prever resultado.
Biomarcadores tem sido alvo de estudos na sepse, tanto para estabelecer

diagnéstico, como prognostico desta doenca com complexa fisiopatologia.

1.4 BIOMARCADORES

Existem vérias definicdes mais precisas de biomarcadores na literatura
e, que felizmente, se sobrepbem consideravelmente. Biomarcadores sé&o
moléculas ou variaveis biofisicas que podem ser medidos diretamente e que
indicam a ocorréncia de funcdo normal ou anormal de um 0Orgaos ou sistema
ou ainda uma resposta a um agente farmacologico. Um biomarcador ideal
deveria possuir as seguintes propriedades: alta sensibilidade e especificidade,
deteccdo precoce, niveis mais elevados conforme gravidade da doencga, baixo
custo e facil realizacdo. Além de permitir um diagndstico precoce nos pacientes
com sepse, deveria também ser um direcionador para intervencdes
terapéuticas. (Biomarkers Definitions Working Group, 2001). Na pratica os
biomarcadores mais relevantes em investigagdo médica sdo os marcadores
bioquimicos que podem ser obtidos com relativa facilidade a partir de fluidos

corporais como sangue, urina ou saliva.
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De acordo com a revisdo de Dupuy et al, na pratica clinica, dois tipos de
biomarcadores podem ser identificados: os utilizados independentes de terapia
(marcadores de diagnéstico ou progndstico), e aqueles utilizados como
adjuvantes para o tratamento (identificar individuos que se beneficiam de um
tratamento especifico, ou prever a eficacia ou toxicidade de um tratamento).
Em ambas condicdes, a pesquisa de biomarcadores novos e mais precisos na

sepse se faz necessaria (Dupuy et al, 2013).

Na sepse, o reconhecimento do diagndéstico precoce, severidade da
sindrome sistémica, bem como uma melhor estratificacdo dos pacientes com
guadros mais criticos, sdo de grande importancia. Portanto, a busca por um
biomarcador ideal que possa ser usado com facilidade para confirmar presenca
de infeccéo e sepse, tal como a troponina no diagnostico de injuria miocardica,
tem sido alvo de pesquisas em todo o mundo. Neste contexto, a descoberta de
novos biomarcadores laboratoriais e escores clinicos para o diagndéstico
precoce da doenca séptica € de notavel significancia clinica (Marshall et al,
2009). Nos ultimos 10 anos, quase 5000 artigos sobre biomarcadores de sepse
foram publicados, sendo que antes de 2007 o numero total de artigos foi
inferior a 3000 (Tjitske et al, 2017).

Em 2010, Pierrakos e Vincent estimaram existir, pelo menos, 178
biomarcadores de sepse ja relatados na literatura, porém a grande maioria
tinhapouca utilidade na pratica clinica. Esses autores selecionaram um grupo
de biomarcadores promissores na sepse, dentre eles: TREM-1(Triggering
receptor expressed on myeloid cells), IL-27 (interleucina 27), SUPAR (urokinase
plasminigen activator receptor), CD64 (expresso em neutréfilos e macrofagos),
presepsina (fragmentos de CD14), microRNAs e cell-free DNA (cfDNA) (
Pierrakos et al, 2010).

Os biomarcadores disponiveis mais utilizados na rotina médica, PCR,
PCT e lactato, possuem limitada especificidade e sensibilidade (Chan e Gu,
2011; Pierrakos and Vincent, 2010). Portanto, na falta de um padréo ouro para

o diagnodstico da sepse, ha uma necessidade premente de desenvolvimento de
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biomarcadores capazes de diagnosticar precisamente a sepse, bem como,

identificar seu estagio e gravidade.

1.4.1 Cell free DNA (cfDNA)

O DNA livre de células (cfDNA) é constituido por fragmentos de
DNA liberados de véarias células, incluindo neutrofilos, eosindfilos e macréfagos
como resultado da apoptose ou de outras formas de dano a estas células.
Trata-se de uma molécula de cadeia dupla altamente fragmentada, medindo
aproximadamente 18 a 10000 bp (pares de bases) de comprimento. Este
comprimento corresponde ao tamanho do DNA no nucleossoma, unidade
priméria para organizacdo de DNA no nucleo da célula (Snyder et al, 2016,
Karachaliou et al, 2017). Apoptose e necrose ndo sao 0s Unicos mecanismos
responsaveis pela presenca de cfDNA circulante. Parece que os linfécitos e
outros tipos de ceélulas, como neurdnios, adipocitos e musculos liberam
espontaneamente cfDNA recém-sintetizado (Stroun et al, 2001, Van der Varrt
et al, 2007) (figura 3); isso pode indicar um papel do cfDNA no funcionamento
normal das células ou seu envolvimento na intercomunicagcao ativa entre as
células através da liberacdo de acidos nucleicos como uma via de sinalizacao
intercelular, com implicacdes importantes no funcionamento de neurbnios
(Anatoli et al, 2019). Evidéncias recentes indicam um trafego ativo de cfDNA
entre células através de mecanismos transportadores na membrana celular
durante o desenvolvimento, remodelacdo epigenética e regeneracdo tecidual,
principalmente nas células do sistema imunolégico adaptativo (Gardiner et al,
2015).

Nos ultimos anos, cfDNA vem sendo estudado como um biomarcador
em diversas areas, sendo encontrado em diferentes fluidos corporais, tanto em
individuos saudaveis quanto em doentes (Janine et al, 2018 ) (figura 3). Mesmo
gue o cfDNA plasmatico seja o mais bem caracterizado, o cfDNA também pode
ser encontrado em outros liquidos, como urina (Jahr et al, 2001, Stroun et al,
2001). O desenvolvimento de novas técnicas moleculares esta promovendo o
estudo e a identificagdo do cfDNA como um biomarcador minimamente

invasivo, com o objetivo de auxiliar no monitoramento da doenca, na decisédo
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clinica e no desfecho do paciente. Uma das maiores descobertas para
aplicacdo do cfDNA foi a identificacado de cfDNA fetal no sangue materno (Lo et
al, 1989), o que proporcionou o desenvolvimento de testes genéticos no pré-
natal. Um estudo multicéntrico nos EUA para triagem pré-natal de aneuploidia
fetal, testes utilizando cfDNA tiveram menor taxa de falso positivo na deteccéo
de trissomia do 21 e 18, comparado ao procedimento padréo (Bianchi et al,
2014). Atualmente, uso de cfDNA ja esta bem estabelecido para avaliacdo do
sexo fetal, teste de paternidade e detecgcdo de aneuploidias e trissomias. O
cfDNA ja causou um enorme impacto na medicina pré-natal e pode se tornar,
no futuro proximo, uma excelente ferramenta na oncologia, medicina de

transplante, doencas cardiovasculares e sepse.

A presenca de cfDNA no plasma foi descoberta em 1948 por Mandel e
Metais (Mandel et al, 1948). Em 1969, Bruno Mondovi e colaboradores
evidenciaram que o cfDNA derivado de células neoplasicas poderia estar
envolvido com metéstases. Em 1977, Leon e colaboradores demonstraram,
através de técnica de radioimunoensaio, que metade dos pacientes com cancer
tinham niveis significativamente mais altos de cfDNA comparado com o0s

controles.

Outra importante aplicacdo do cfDNA estd relacionada ao
acompanhamento de transplantados (transplante de oOrgaos soélidos). A
liberagcdo de cfDNA na corrente sanguinea €, na maiorias das vezes, resultado
de morte celular. Entédo a presenca de cfDNA do doador no sangue do receptor

poderia ser um marcador de rejeicdo ( Beck et al, 2015).

Foram relatadas concentracdes elevadas de cfDNA no plasma e soro de
pacientes com acidente vascular cerebral, trauma, infarto do miocardio e
diversos tipos de cancer, sugerindo a hipétese de que o cfDNA possa estar
intimamente relacionado com a inflamacdo e sua liberacdo parece ativar
citocinas pro-inflamatorias, resultando em necrose e morte celular (Butt et al,
2008).
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Figura 3: Origens de cfDNA no corpo humano. As fontes de cfDNA e ou causas de liberacéo
de DNA na circulagdo podem incluir: (A) estruturas celulares na circulacdo que contém ou
liberam DNA durante atividade normal, dano ou morte; (B) DNA exdgeno que entrou no corpo
através da digestdo de fontes alimentares, transplante ou transfuséo, infec¢do ou infestacéo;
(C) liberacdo de DNA no sistema nervoso modulado por fun¢ces neuroldgicas; (D) atividades
celulares que liberam DNA na circulagéo intencionalmente ou devido ao estresse, degradacéo
e adaptacdo genética; (E) fragmentos de DNA fetal sdo liberados na circulagdo materna
durante a gravidez; (F) efeitos sistémicos da atividade fisiolégica (por exemplo, exercicio,
obesidade ou envelhecimento). Essas fontes ou causas de liberacdo de DNA também podem
interagir ou afetar uma a outra, contribuindo ainda mais para o pool de cfDNA. NET, armadilha

extracelular de neutréfilos. Adaptado de Janine et al, 2018.

1.4.1.2 Cell free DNA (cfDNA) e sepse

Nos dultimos anos, cresceu, de forma significativa, o numero de
pesquisas que investigam cfDNA como biomarcador em doentes criticos,
incluindo pacientes com sepse (Rodrigues et al, 2014). Os principais objetivos
destes estudos do cfDNA como novo biomarcador foram o de avaliar o cfDNA

como marcador de prognostico de gravidade e mortalidade nos pacientes
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sépticos internados em UTI e comparar seus niveis em pacientes criticos com
ou sem sepse.

Um dos primeiros estudos a avaliarem cfDNA como biomarcador em
pacientes internados em UTI foi realizado por Rhodes et al, 2006. Foram
avaliados 52 pacientes , 19 com diagndéstico de sepse e 33 com patologia nédo
infecciosa. As mensuragfes de cfDNA mostraram niveis mais elevados em
pacientes com sepse e em pacientes que morreram na UTI ou no hospital
(independente da patologia). Nos pacientes com sepse, 0s niveis de cfDNA
eram mais elevados mesmo nos sobreviventes. cfDNA foi um preditor
independente de mortalidade em UTI quando em concentragdo superior a

127ng/ml, com sensibilidade e a especificidade de 92 e 80% respectivamente.

Saukkonen avaliou 228 pacientes internados em UTI cirargica e nao
cirargicas, correlacionando maiores valores de cfDNA com valores mais altos
do escores SOFA e APACHE Il (Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation). A concentragcdo méaxima de cfDNA medida durante as primeiras 96
horas de terapia intensiva foi associada ao grau de disfuncdo organica e
gravidade da doenca. Além disso, cfDNA foi um preditor independentemente de
mortalidade em UTI (Saukkonen et al, 2007)

Kiichi et al, avaliaram 423 pacientes internados em UTI em dois grandes
centros e correlacionaram os niveis plasmaticos de cfDNA com mortalidade,
sepse e sindrome do desconforto respiratério agudo (ARDS). Além da sepse,
as principais causas de internacdo foram doencas cardiovasculares, pos
operatério e trauma. OcfDNa foi um preditor de mortalidade para todas as

patologias, com maiores valores na sepse e ARDS (Kiiichi et al, 2013).

Um dos pioneiros a estudar cfDNA e mortalidade na sepse foi
Saukkonen avaliando os niveis de cfDNA em 255 pacientes com sepse e
choque séptico por ocasido da admissédo na UTI e 72 horas apdés a admisséo.
Em ambos o0s momentos de avaliagdo, os niveis de cfDNA foram
significantemente mais altos nos nao sobreviventes do que nos sobreviventes.
Notavelmente, os niveis de DNA nuclear circulante no primeiro dia na UTI,

foram um preditor independente de mortalidade na UTI, mas ndo de
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mortalidade hospitalar. Além disso, concentracGes elevadas de cfDNA foram
associadas a maiores valores de lactato e do escore SOFA (Saukkonen et al,
2008).

Dhruva e colaboradores evidenciaram que os niveis de cfDNA no
plasma foram melhores preditores de mortalidade quando comparados ao
escore MODS (Multiple Organ Dysfunction) e APACHE Il. A analise na curva
ROC para mortalidade foi de 0,97 para cfDNA e 0,84 para os escores clinicos,
e ao associar cfDNA com um dos escores, houve maior acuracia como preditor
de mortalidade, com a area sob a curva (AUC) de 0,91. Um dado importante
deste estudo foi que niveis de cfDNA n&o apresentaram diferenga quando
colhidos no primeiro dia e dias subsequentes (dia 7, 14, 21 e 28) (Dhruva et al,
2012).

O cfDNA também foi avaliado em pacientes sépticos com diferentes
patdgenos. Niveis de cfDNA em 132 pacientes com bacteremia causada por
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus f3-
hemolyticus e Escherichia coli. Os valores maximos obtidos entre 1 e 4 dias
ap6s as primeiras hemoculturas positivas foram significantemente mais
elevados nos nao sobreviventes do que nos sobreviventes. Niveis elevados
(>1,52 pg/mL) de cfDNA foram um fator independente de risco para Obito
(Huttunen et al, 2011).

Outro estudo avaliando cfDNA e mortalidade foi realizado em pacientes
sépticos de UTI, com associacdo a caspase-3 e SOFA. Niveis de cfDNA e
caspase-3 foram maiores em pacientes que ndo sobreviveram, porém nao

encontraram associacao entre cfDNA e SOFA escore (Clement et al, 2015).

Na sepse, estratificar os pacientes com maior risco de complicacdes e
gravidade tem extrema importancia, o que poderia possibilitar intervencdes
terapéuticas mais precoces com consequente melhora dos desfecho destes
pacientes. Nesse sentido, estudos com cfDNA como biomarcador de
gravidade, e sua associacdo com 0s atuais marcadores e escores clinicos, vem

adquirindo relevancia clinica.
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O cfDNA foi avaliado em alguns estudos como preditor de gravidade, e
nesse contexto, sua associacdo com 0s atuais marcadores e escores clinicos
parece ser mais promissora. Moreira e colaboradores ,mediram o0s niveis de
cfDNA, procalcitonina (PCT) e proteina C-reativa (PCR) em 110 pacientes com
diagnostico de febre de origem desconhecida, infec¢do localizada, sepse ou
choque séptico. Os niveis de cfDNA se correlacionaram com a gravidade da
infeccdo. Além disso, a eficiéncia diagndstica dos niveis de cfDNA foi similar &
eficiéncia dos niveis de procalcitonina e da proteina C-reativa. Os resultados
indicaram que niveis normais de cfDNA podem excluir a presenca de infeccao
em pacientes febris, enquanto concentracdes elevadas indicam uma infecgéo
grave e apresentam um elevado valor prognéstico para mortalidade, na
auséncia de outras causas que justifiquem os valores elevados (Moreira et al,
2010).

Resultados diferentes foram encontrados por Montero et al, que
avaliaram o valor progndstico e diagnostico de cfDNA , procalcitonina, PCR e
eosinopenia em pacientes criticos com suspeita de sepse. Foram avaliados
160 pacientes, ndo sendo encontrado relevancia estatistica para uso de cfDNA
nestes pacientes, com melhores resultados para pro-calcitonina e escore
APACHE Il (Montero et al, 2014).

Apesar dos avancos nos estudos do cfDNA como um biomarcador;
ainda existe dificuldades na padronizagcdo de sua extragcdo, assim como alto
custo para sua quantificacdo por técnicas como o PCR (Reacdo em Cadeia
Polimerase) em tempo real, dificultando sua aplicabilidade clinica. Rigorosos
experimentos tém identificado fatores que afetam a producéo e estabilidade de
cfDNA, assim como sua contaminacao (ex. células maternas, rutura de células
sanguineas), sendo necessario uma padronizacdo (ainda nao existente) na
coleta, processamento e extracdo do DNA. Atualmente o processamento de
cfDNA ocorre no plasma e ndo no sangue, ja que o plasma, teoricamente, tem
menor probabilidade de contaminacdo de células sanguineas, sendo
importante o tempo entre aa coleta e a centrifugacdo da amostra (Messaoudi et
al, 2013). Avital et al, utilizaram uma técnica de fluorescéncia direta para
guantificacdo de cfDNA, método que ndo requer extracdo de DNA ou

amplificacdo por PCR, sendo de baixo custo e facil reprodutibilidade. Neste
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estudo, niveis elevados de cfDNA na admissédo associaram-se a maior taxa de
mortalidade hospitalar, enquanto niveis de pro-calcitonina ndo mostraram
diferenca estatistica entre os sobreviventes e ndo sobreviventes (Avital et al,
2014).

Uma importante caracteristica do cfDNA é seu rapido turnover. Tsumita
e lwanaga (1963) injetaram cfDNA marcado em ratos e mostraram que 99% da
radioatividade desaparecia da circulacdo em 30 minutos. Estudos posteriores
demonstraram que pacientes com doenca renal crbnica ndo apresentaram
maior concentracdo de cfDNA, indicando que o rim nao teria tanta importancia
no seu clearence, provavelmente devido a carga negativa deste marcador
(Korabecna et al, 2008). Entretanto, os efeitos da disfuncdo renal e hepatica

nos niveis de cfDNA necessitam de maiores estudos.

Optamos por estudar o cfDNA como marcador de gravidade em todas as
classes de sepse, englobando os pacientes com infeccdo visto que nao
existem dados na literatura de cfDNA nestes pacientes, e além disso, a grande
maioria dos estudos correlacionam cfDNA com mortalidade e ndo gravidade.
Na avaliagdo de mortalidade, avaliamos mortalidade hospitalar geral e nao
somente pacientes internados em UTI, ja que o0 nosso protocolo de sepse
poderia ser acionado em qualquer setor do hospital. Escolhemos a mensuracao
de cfDNA por flourescéncia direta por ser um método mais barato, de facil

reprodutibilidade e aparelhagem disponivel na pds graduacgéo.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS PRIMARIOS :

I. Avaliar os niveis circulantes de cfDNA como biomarcador para determinar

0 padrédo de gravidade em infeccéo, sepse e choque séptico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS :
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I. Quantificar a expressdo de cfDNA em amostra de plasma de pacientes
com infeccdo, sepse e choque séptico. Il. Correlacionar os niveis de cfDNA

com variaveis clinicas e com o escore de gravidade SOFA

[ll. Comparar diferentes métodos de dosagem de cfDNA (fluorescéncia e PCR)

no plasma de pacientes com infeccdo, sepse e choque séptico .

3. METODOLOGIA E DELINEAMENTO

3.1 CASUISTICA

Trata-se de um estudo prospectivo observacional transversal realizado
no Hospital Universitario Cassiano Antbnio de Moraes (HUCAM). Foram
incluidos 124 pacientes entre marco de 2017 e dezembro de 2018, em todos os
setores do hospital onde foi aberto o protocolo de sepse. O protocolo de sepse
segue os critérios de classificacdo do ILAS e Sepses 3.0. Resumidamente, em
pacientes apresentando sinais de infeccdo (tais como febre, hipotermia,
taquicardia, taquipnéia, bacteremia, alteracdo do nivel de consciéncia ou
hipotensao... ) detectados por qualquer membro da equipe assistencial, deveria
ser aberto protocolo de sepse com acionamento de um médico que faria a
confirmacédo diagnostica e classificagdo do caso como: infeccdo, sepse ou
choque séptico. Para serem classificados em infeccédo, o quadro mais brando
da doenca, os pacientes apresentam piora clinica associados ao quadro
infeccioso, mas sem disfuncdo organica, diferente dos pacientes com sepse
gue apresentam disfuncdo organica (respiratéria, hemodinamica, plaquetéria,
hepatica, neurolégica ou renal), e pacientes com choque séptico, que
necessitam de uso de vasopressor para manter a pressao arterial média = 65

mmHg associado a lactato = 2mmol/L.

A conduta clinica seguia o protocolo institucional de sepse que estava de
acordo com o ultimo guideline para tratamento da sepse conforme o Surviving
Sepsis Campaing de 2016 (Rhodes et al, 2017).

Conforme o protocolo, os materiais para exames seriam prontamente

colhidos, a antibioticoterapia seria administrada conforme o foco de infeccéo
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em até 1 hora da abertura do protocolo e a reavaliacdo do paciente e exames
para definicdo de disfuncdo organica. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do HUCAM (Numero de Parecer 2889-718) e o termo de

consentimento informado foi assinado pelos pacientes incluidos no estudo.

3.1.2 CRITERIOS DE INCLUSAO:

Pacientes com idade = 18 anos que apresentaram, em algum momento
da internacdo hospitalar ou na admissdo, quadro compativel com infeccéo,

sepse ou choque séptico.

3.1.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO:
Foram excluidos do estudo:

« Pacientes com quadro clinico compativel com terminalidade e/ou em
cuidados paliativos.
« Pacientes imunossuprimidos (<1000 neutrdfilos/pL) no diagnéstico da

internacéao.

3.2 COLETA E ANALISE DOS DADOS

3.2.1 DADOS CLINICOS:
Os dados foram coletados nos prontuarios de todos os pacientes incluidos no
protocolo, incluindo os dados demogréficos e laboratoriais, diagnéstico da

internacdo, co-morbidades, mortalidade intra-hospitalar e SOFA escore.

Tabela 1: Escore SOFA (Sequential Organ Failure Assessment).
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SOFA 1 2 3 4
Pa0,/FIO; (mmHg) ou <400 <300 <220 <100
5a0,/FIO; 221-301 142-220 67-141 <67
Plaguetas x 10¥mm? <150 <100 <50 <20
Bilirrubina (micromol/L) 20-32 33-101 102-204 >204
Hipotensao PAM <70%* dopamina £5 ou dopamina =5 ou dopamina >15 ou

qualquer dobutaminat noradrenalina £0.1 noradrenalina >0.1

Escala de coma de Glasgow 13-14 10-12 6-9 <6
Creatina (micromol/L) ou 110-170 171-299 300-440 =440
débito urinadrio (mL/dia) <500 <200

*PAM=pressdo arterial média (mmHg)
T Agentes vasoativos administrados por pelo menos 1 hora (doses stio administradas em microgramas/kg/minuto)

3.2.2 COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO:

Todas as amostras de sangue foram coletadas por venopuncgéo
periférica realizada por profissional técnico habilitado para este fim seguindo as
normas da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica para procedimentos de
coleta de sangue venoso. Vale ressaltar que o material foi colhido dentro da
rotina de atendimento ao paciente séptico no hospital, independente deste
projeto de pesquisa. Para o cfDNA foi utilizado o mesmo tubo onde foi coletado

0 hemograma, tubo de ETDA (&cido etilenodiamino tetra-acético).

3.2.3 DADOS LABORATORIAIS PADRAO PRECONIZADOS PELO
PROTOCOLO DE SEPSE:

Apos suspeicdo diagndstica de infeccéo, sepse e/ou choque séptico, era
feita a abertura do protocolo de sepse e a amostra para a realizagcdo dos
exames era coletada em até trinta minutos. Exames preconizados pelo
protocolo de sepse: Hemograma, Lactato, Ureia, Creatinina, TAP (tempo de
atividade da protrombina), PTTK (tempo de tromboplastina parcial ativado), INR
(International Normalized Ratio), Sodio, Potassio, Bilirrubinas totais e fracoes,

gasometria arterial e PCR.
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3.2.4 QUANTIFICACAO DE CELL FREE DNA:

ApoOs realizacdo do hemograma, o tudo de ETDA foi centrifugado a
10,0009 por 20 minutos a 4°C, e ap0s a separagdo do plasma, este foi retirado
e estocado em 2 criotubos contendo aproximadamente 2 ml da amostra e
armazenados em freezer a -80°C para analise subsequente. Apls o
descongelamento, as amostras foram homogeneizadas por cerca de 30
segundos utilizando o agitador vortex. Uma curva padrdo com sete
concentracbes foi gerada por diluicio de DNA de esperma de salméo
comercial (Sigma-Aldrich). A curva foi avaliada em triplicatas resultando em
curvas padrdo usadas para calcular as concentragcbes de DNA. As
concentracbes cfDNA foram analisadas com um corante nuclear fluorescente
(SYBR Gold) nas amostras. Resumidamente, o SYBR Gold (diluigdo 1: 10.000
em PBS) foi adicionado ao plasma em 96 pocos negros. A fluorescéncia foi
registrada usando um fluorémetro Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientific,
Inc., Rockford, IL, EUA) com um comprimento de onda de excitacdo de 485nm
e emissao de 535nm (Goldshtein et al, 2009).

4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como mediana e intervalo interquartil
(IRQs, 25th to 75th percentiles), ou como valores absolutos e porcentagem.
Comparamos as diferencas entre as variaveis continuas com teste de Mann —
Whitney e Teste-t Independente; Chi-quadrado de Pearson ou Exato de Fischer

foram aplicados para comparar as variaveis categoricas.

Para determinar o quanto as variaveis independentes sédo capazes de
predizer a classificacdo de sepse foi realizada Regresséo Logistica Binaria com
base na analise univariada onde as variaveis que apresentaram p < 0,25 foram
consideradas para inclusdo no modelo de Regresséo Logistica. No modelo de
regressado logistica, a variavel dependente foi infeccdo ou sepse/choque
séptico (0 infeccdo; 1 sepse/choque séptico) e as variaveis independentes
foram os fatores socio demograficos (idade), comorbidades (diabetes melitus,

hipertensdo arterial, hepatopatia e cardiopatia), foco infeccioso pulmonar,
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escore SOFA e variaveis laboratoriais que ndo possuem correlacdo com o
SOFA (leucdcitos, lactato, INR, cfDNA).

Para determinar o poder discriminativo do cfDNA e SOFA para
gravidade, construimos curvas ROC e calculamos as areas sob a curva (AUCSs)
com ICs de 95%. O melhor cut off maximizando a soma de sensibilidade e
especificidade foi definido, e calculamos as razdes de sensibilidade,
especificidade e verossimilhanga positiva com ICs de 95% usando o MedCalc

software 12,7 trial version.

A andlise inferencial foi conduzida utilizando o software SPSS (IBM 19).

Adotou-se nivel de significancia de p < 0,05 para todas as analises.

5 RESULTADOS

Um total de 124 pacientes foram incluidos no estudo, 37 classificados
como infeccdo e 87 como sepse/choque séptico. A média de idade foi de 61
anos, com 51,6% do sexo masculino, sendo que o grupo sepse/choque séptico
apresentou média de idade de 65 anos e no grupo infeccdo 52 anos. As
principais co-morbidades foram hipertensdo arterial sistémica (41,8%) e
diabetes mellitus (31,3%). Os focos pulmonar (27,9%) e abdominal (19,7%)
foram os mais prevalentes. A maioria das infec¢cdes foram de origem hospitalar
(57,4%), ndo havendo diferenca entre infeccbes comunitarias e hospitalares
entre as classificacdes de sepse. O Hospital Universitario, por ser um hospital
de alta complexidade, a grande maioria das interna¢gdes sao referenciadas de
outros servigos, por isso 0 numero reduzido de infecgdes comunitarias e por
ser referéncia em cirurgia do aparelho digestivo foi observado um numero
elevado de pacientes com infec¢éo por foco abdominal. A letalidade geral foi de
28,7% (n=35) e nos pacientes com sepse/choque séptico de 37,3% (n=31,
p<0,01). Os pacientes com sepse/choque séptico também apresentaram maior

namero de qSOFA positivos (p<0,01), e maior escore SOFA, com mediana de
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6,0, quando comparados com pacientes com infeccdo cuja a mediana foi 1,0

(p<0,01) (tabela 2). Internagédo em UTI foi associada a pior gravidade (p<0,01).

Dentre as seis disfuncbes de drgaos presentes na classificacdo do
SOFA (disfuncdo hemodinamica, respiratoria, renal, neuroldgica, plaquetaria e
hepética), a disfuncéo respiratéria e hemodindmica foram as mais prevalentes
(37, 7% e 36,9% respectivamente), e somente a disfuncdo plaquetaria e

hepética ndo apresentaram correlacdo com gravidade (p<0,05).

A andlise laboratorial com quantificacdo de leucdcitos, creatinina, lactato,
INR, bilirrubinas totais e cfDNA apresentaram niveis mais elevados no grupo
com sepse e choque séptico (P<0,05), exceto para PCR (p=0,79), contagem de

leucécitos (p=0,17) e plaquetas (p=0,79) (tabela 3).

Tabela 2. Perfil demogréfico e clinico dos pacientes.

Todos Infecgao Sepse/Choque P valor

N 124 37 87
Sexo masculino, n (%) 63 (51,6) 16 (41) 47 (56,6) 0,1
Idade, mediana (IQR) 61 (45-73,2) 52 (33-66) 65 (52-76) <0,01
Internacdo UTI, n (%) 49 (40,2) 8 (20,5) 41 (49,4) <0,01
SOFA, mediana (IQR) 4 (2-7,2) 1(0-2) 6 (3-10) <0,01
QSOFA positivo, n (%) 68 (55,7) 8 (20,5) 60 (72,3) <0,01
Letalidade, n (%) 35(28,7) 4 (10,3) 31(37,3) <0,01

Comorbidades
Nunhuma, n (%) 20 (16,4) 9 (23,1) 11 (13,3) 0,27
HAS, n (%) 51 (41,8) 12 (30,8) 39 (47) 0,09
DM, n (%) 32 (31,3) 6 (15,4) 26 (31,3) 0,06
Cardiopata, n (%) 24 (19,7) 5(12,8) 19 (22,9) 0,19
Doenca renal, n (%) 10 (8,2) 5 (6) 5(12,8) 0,28 *

Neoplasia, n (%) 19 (15,6) 5(12,8) 14 (16,9) 0,56
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Doenca Hepatica, n (%) 5(4,1) 0 5 (6) 0,17*

Foco Infeccioso

Respiratorio, n (%) 34 (27,9) 7(17,9) 27 (32,5) 0,09
Abdominal, n (%) 24 (19,7) 8 (20,5) 16 (19,3) 0,87
Urinario, n (%) 21 (17,2) 9(23,1) 12 (14,5) 0,26
Cutaneo, n (%) 10 (8,2) 5(12,8) 5 (6) 0,28*
Cateter, n (%) 4(3,3) 1(2,6) 3(3,6) 1,0*
Ginecologico, n (%) 27 (22,1) 7(17,9) 20 (24,1) 0,44
Sem foco definido, n (%) 3(2,5) 25,1 1(1,2 0,27*
Infecgcdo hospitalar, n (%) 70 (57,4) 22 (56,4) 48 (57,8) 0,88

Dados expressos em numero e percentagem, exceto para a idade e SOFA, expressos em
mediana e intervalo interquartil (IQR) desvio padrdo. HAS, Hipertensdo arterial sistémica; DM,
Diabetes mellitus, SOFA, Sequential Organ Failure Assessment; QSOFA, quickSOFA . Diferenca
de proporcao (P < 0,05); Para comparacao, foi utilizado teste T, Mann-Whitney e qui-quadrado.*

Teste exato de Fisher.

Tabela 3. Caracteristicas bioquimicas de acordo com a gravidade de infeccéao.

Todos Infeccéo Sepse/Choque P valor
cfDNA (ng/mL) 170 (97-318) 113,5 (66,1-210,3) 186,2 (117,1-363,5) <0,01
Leu (mil/mms3) 12,4 (8,6 -17,3) 10,9 (8,5-15,8) 13,2 (8,6 -20,5) 0,17
Bil Total (mg/dL) 1,0 (0,58-1,51) 0,7 (0,43-1,25) 1,08 (0,69-1,94) 0,01
Plag (mil/mm3) 240 (136 -326) 262 (136-314) 237 (135-328) 0,79
RNI 1,19 (1,03-1,34) 1,12 (1,0-1,22) 1,2 (1,0-1,44) 0,02
PCR (mg/dL) 106 (50-126) 94,8 (43,9-124) 108 (57-126) 0,79
Creatinina (mg/dL) 1,22 (0,71-2,5) 0,74 (0,58-1,03) 1,74 (0,9-3,0) <0,01
Lactato (mmol/L) 1,9 (1,3-3,3) 1,4 (1,0-2,3) 2,1(1,4-3,6) <0,01

Dados expressos em mediana e intervalo interquartil (IQR) 1-3 (25-75%). PCR, proteina C reativa;
INR,International Normalized Ratio; cfDNA, cell free DNA. Para comparacao foi utilizado teste de

Mann-Whitney
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5.1 VALOR PROGNOSTICO DE cf-DNA PARA PACIENTES SEPTICOS

Conforme mostrado na Figura 4, a concentracdo de cfDNA foi maior nos
pacientes mais graves, isto €, portadores de sepse ou sepse/choque.
Diferencas estatisticas significantes foram observadas entre os valores de
cfDNA nos pacientes com sepse e choque séptico comparados a pacientes
com infeccdo (186,2 ng/mL (IQR 117,1-365,5) vs. 113,5ng/mL (IQR 66,1-
210,3), p<0,01). Entretanto, ao analisarmos o desfecho letalidade, ndo houve

diferenca estatistica entre os grupos (teste de Mann-Whiney ,p=0,37), Figura 5.
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Figura 4. ConcentracGes de cfDNA (ng/ml) e gravidade. Boxplots comparando medidas do
nivel de cfDNA expressas em ng/ml no plasma de pacientes com infeccdo (mediana 113,5
ng/mL; IQR 117.1-36.5.5) e sepse/choque séptico (186,2 ng/mL; IQR 66.1-210.3). Os niveis de
cfDNA no plasma séo apresentados como mediana (linha preta), intervalo interquartil (box) e
percentis 5 e 95 (whiskers). cfDNA, cell free DNA; IQR, Intervalo interquartil. Teste de Man
Whitney, *p <0,01.
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Figura 5. Concentraces de CF-DNA (ng/ml) em pacientes sobreviventes e néo
sobreviventes. Boxplots comparando medidas do nivel de cfDNA expresso em ng/mL no
plasma de pacientes sobreviventes (mediana 117,9 ng/mL; IQR 106,4-357,6) e pacientes ndo
sobreviventes (mediana 167,2 ng/mL; IQR 90,3-314,5). Os niveis de cfDNA no plasma séo
apresentados como mediana (linha preta), intervalo interquartil (box) e percentis 5 e 95
(whiskers). cfDNA, cell free DNA; IQR, Intervalo interquartil. Teste de Man Whitney, *p =0,37.

Os resultados evidenciaram que o cfDNA se apresentou como um
marcador para gravidade para pacientes sépticos/choque séptico; desta forma,
fizemos uma andlise no subgrupo infec¢éo para avaliar se existia diferencas na
concentracdo de cfDNA nos pacientes que evoluiram com pior desfecho para
gravidade. Durante a andlise do subgrupo infeccédo, fizemos uma analise
retrospectiva dos pacientes com infeccdo (n=37) que evoluiram para
sepse/choque séptico (n=13), e notamos que pacientes com pior evolucéo
apresentaram concentracdes mais elevadas de cfDNA comparados com
pacientes que nao apresentaram disfuncédo de 6rgédo, mediana de 212,2 ng/mL
(IQR 73,18-270,3) vs. 100,3 ng/mL (IQR 59,35-186) (teste de Mann-Whiney
,p=0,012). (Figura 6).
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Figura 6. Concentracdes de cfDNA (ng/ml) em pacientes com infeccdo e desfecho.
Boxplots comparando medidas do nivel de cfDNA expressas em ng/ml no plasma de pacientes
com infeccdo que evoluiram para sepse/choque (mediana 212,3; IQR 73,18-270,3) e pacientes
gue ndo evoluiram para disfuncdo organica (mediana 100,25; IQR 59,35-186 ). Os niveis de
cfDNA no plasma séo apresentados como mediana (linha preta), intervalo interquartil (box) e
percentis 5 e 95 (whiskers). cfDNA, cell free DNA; IQR, Intervalo interquartil. Teste de Man
Whitney, *p=0,012.

A partir dos resultados obtidos da analise univariada demonstrados nas
Tabela 2 e 3, foi realizada a analise de regressao logistica binaria para avaliar
se o0 cfDNA e outras variaveis disponiveis eram preditoras independentes para

0 prognéstico da doenca.

Regresséo logistica binaria, foi realizada em todas as variaveis da
analise univariada (tabela 2, tabela 3) que apresentaram P < 0,25, exceto as

gue derivam de colinearidade com o SOFA.

Para variavel dependente infeccdo e sepse/choque séptico, dos 13
modelos de Regressdo Logistica analisados, o que apresentou o melhor
desempenho foi 0 1° (Omnibus teste: x?> = 89,66 p = 0,00; Hosmer e Lemeshow:
x2 = 8,78, p = 0,36), descrito na tabela 4.
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Esse modelo explicou 72% da variancia, e das 14 varidveis adicionadas
na equacao, a variaveis cfDNA (95% IC 1,002-1,012, p=0,005) e escore de
SOFA (95% IC 1,579-3,730, p=0,000) foram significantes preditores de
gravidade. N&o houve significancia estatistica para nenhuma das outras 12
variaveis. Ap0s a regressao logistica das 14 variaveis em conjunto, fomos
eliminando algumas varidveis, e a melhor acuracia do cfDNA em predizer
gravidade foi quando associamos somente SOFA e internacdo na UTI (tabela
5), sendo que a internacdo em UTI apresentou um p limitrofe (P=0,066) como

preditor de gravidade neste modelo.

Talela 4. Regressé@o Logistica Binaria entre as variaveis demogréficas, clinicas e

laboratoriais e gravidade.

Variaveis Independentes OR 1C95% P
Idade 0,995 0,952-1,039 0,804
Sexo 0,405 0,076-2,0469 0,291
HAS 0,410 0,66-2,547 0,339
DM 2,589 0,923-11,948 0,189
Cardiopatia 1,548 0,266-8,991 0,626
Hepatopatia 488899454,724  0,000- 0,999
Foco Pulmonar 4,445 0,960-20,583 0,056
Internagdao em UTI 2,133 0,474-9,602 0,324
Letalidade 0,522 0,75-3,625 0,511
SOFA 2,42 1,579-3,730 <0,01
CfDNA 1,007 1,002-1,012 <0,01
Lactato 1,066 0,779 1,460

INR 1,4 0,15-12,84 0,75
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Creatinina 1,23 0,77-1,97 0,36

OR - Odds Ratio; IC — Intervalo de Confianca * p < 0,05. DM, Diabetes mellitus; SOFA,
Sequential Organ Failure Assessment, CfDNA, cell free DNA, UTI, Unidade de Terapia
Intensiva, INR,International Normalized Ratio;

Talela 5. Regresséo Logistica Binaria entre cfDNA, SOFA e internagdo em UTI para

gravidade.

Varidveis Independentes OR 1C95% p
CfDNA 1,006 1,002-1,101 0,804
SOFA 2,107 1,485-2,988 0,291
Internagdo em UTI 3,320 0,923-11,948 0,066

Para determinar o poder discriminativo do cfDNA e SOFA para
gravidade, construimos curvas ROC e calculamos as areas sob a curva (AUCSs)

com ICs de 95% (Intervalo de confianca de 95%).

A andlise da curva ROC para gravidade obteve melhores resultados com
o SOFA (AUC 0,88, 1C95% 0,82-0,94) comparando com cfDNA (AUC 0,69,
IC95% 0,63-0,79). Figura 7A. Figura 7B.

Figura 7A Figura 7B
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AUC IC 95% Sensibilidade(%) Especificidade(%) VWP(%) VPN(%) LR+ LR-
SOFA 0,88 0,82-0,4 94,2 64 85 83,3 2,6 0,09
CFDNA 0,69 0,60-0,79 43,6 92,3 92,7 42,3 597 0,61

Figura 7: Curva ROC (Receiver-operanting characteristic curves) para gravidade. (A)
Curva ROC cfDNA e gravidade, (B) curva ROC SOFA e gravidade. SOFA, Sequential Organ
Failure Assessmen;, CFDNA, cell free DNA; AUC, area sob a curva; IC 95% ,Intervalo de
confianga de 95%; VPP, valor preditivo positivo; VPN, valor preditivo negativo, LR +, likelihood
ratio positivo; LR-, likelihood ratio negativo.

6 DISCUSSAO

O nosso estudo foi desenvolvido para avaliar o valor prognostico do
cfDNA em pacientes com diferentes classificacdes de sepse e compara-lo com
0s marcadores ja existentes e escores utilizados na pratica clinica. Os nossos
resultados evidenciaram maiores concentragbes de cfDNA conforme a
gravidade da doenca. Valores mais elevados de cfDNA plasmatico foram
observados nos pacientes com sepse e choque séptico comparados a
pacientes com infeccdo. Além disso, em uma analise de subgrupo, pacientes
com infeccdo que evoluiram para sepse/choque séptico apresentaram
concentragcbes mais elevadas de cfDNA, comparados com pacientes com
infeccdo que ndo apresentaram disfuncdo de 6rgédo. Analisando preditores de

gravidade, ao comparar cfDNA com os atuais marcadores utilizados na pratica
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clinica como o lactato e escore de SOFA, cfDNA e o SOFA foram 0s Unicos
gue apresentaram significancia estatistica na analise multivariada. Contudo,
analise da curva ROC para gravidade obteve melhores resultados para o SOFA
(AUC 0,88, 1C95% 0,82-0,94) comparado com cfDNA (AUC 0,69, IC95% 0,63-
0,79).

Avaliamos 124 pacientes que abriram o protocolo de sepse em
diferentes setores do hospital, com a maioria dos protocolos abertos fora de
ambiente de UTI (59,8%). A maioria dos pacientes foram classificados como
sepse/choque séptico (67,7%), 0s quais apresentavam maiores valores de
SOFA (mediana 6,0), maior numero de gSOFA positivos, mais internacdes em
UTI, e maior letalidade (37,3%) quando comparados com 0 grupo infeccao.
Estes dados correlacionam-se com os do ultimo relatério anual do ILAS (2018)
de hospitais publicos e privados do Brasil, com inclusdo de 12504 pacientes
com sepse e choque séptico, e 76 centros participantes no Brasil. Neste ultimo
relatorio do ILAS realizado em hospitais publicos brasileiros, foi evidenciado
gue 52,5% dos pacientes foram tratados em ambiente fora da UTI, com média
de idade de 60 anos, sendo os focos mais prevalentes o pulmonar (51,3%),
trato urinario (13,9%) e abdominal (10,7%). A média de SOFA foi de 55 e a
taxa de letalidade de 47,8%. Diante o exposto, 0S nossos resultados
assemelham-se ao do ILAS, exceto pela maior prevaléncia de foco abdominal
em relacdo ao trato urinario, visto que o nosso hospital € referéncia para
cirurgias do aparelho digestivo. Dados mundiais conforme o ultimo “Open
Forum Infectius Diseases” (Jean-Louis et al, 2018), realizado somente em
ambiente de UTI, envolvendo auditoria de sepse e choque séptico em
diferentes continentes, incluindo Europa, Asia, América e outros continentes,
revelaram uma média de idade de 61 anos, com os focos respiratérios (74,7%),
urinario (17,4%) e abdominal (16,8%) os mais prevalentes. A média de SOFA
foi de 8, a taxa de letalidade de 33,8%, o que realmente diferencia-se dos
dados brasileiros, principalmente em hospitais publicos onde a letalidade €&
ainda mais elevada. Entretanto, a grande maioria das auditorias realizadas em
sepse, nado fornecem dados sobre pacientes com infeccdo, somente
disponibilizam dados sobre pacientes mais graves, ou seja, com sepse e

choque séptico. Em nosso trabalho foi possivel avaliar os pacientes com
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infeccdo com as mesmas informacBes obtidas para o grupo sepse/choque

séptico.

Apesar dos crescentes avangos na terapia para tratamento da sepse e
choque séptico ainda se observam altas taxas de mortalidade (Jean-Louis et al,
2018; Suzana et al, 2019), principalmente em paises subdesenvolvidos onde
existe baixa sensibilidade para o diagnéstico desta grave doenca (Flavia et al,
2017; Suzana et al, 2019). Atualmente, o combate a sindrome, baseia-se no
diagndstico precoce e inicio precoce da terapéutica para evitar a evolucdo da
disfuncdo de 6rgaos (Kim et al, 2019; Francisco et al, 2018; Jihane et al, 2018).
Mais importante ainda, a sepse € uma doenca heterogénea, sem um padrao
ouro confiavel para diagnoéstico. Devido a baixa sensibilidade de hemoculturas
positivas, média mundial 19,5%, sendo a média do nosso estudo de 12%,
muitos casos sdo diagnosticados com base no ambiente clinico com grande

variabilidade entre os diagndsticos (Marco et al, 2012; Saloméao, 2019)

Por anos, a pluralidade de definicbes para caracterizar o paciente com
sepse constituiu importante limitacdo para o seu melhor diagnéstico ou
reconhecimento. Desde de 1992, a Society of Critical Care Medicine (SCCM), o
American College of Chest Physicians (ACCP) e European Society of Intensive
Care Medicine (ESICM), relnem-se para padronizar as definicbes sepse. Em
2016, foram publicadas novas definicbes baseadas em uma andlise bastante
robusta de grandes bancos de dados, basicamente americanos, na qual houve
uma mudanca conceitual e no diagnéstico de sepse, com 0 objetivo de
melhorar a especificidade do diagnéstico em paises desenvolvidos (Singer et
al, 2016). Entretanto, para fins praticos, o entendimento do ILAS, assim como o
Surviving Sepsis Campaign, € de que 0s novos conceitos podem prejudicar a
triagem para suspeicdo precoce de infeccdo, ou seja, para paises
subdesenvolvidos, onde a sensibilidade no diagndstico ainda é baixa, a nova
definichio € bastante questionada, pois este novo conceito prioriza
especificidade e ndo sensibilidade. Diante disso, facilitar o diagnostico,
possibilitando intervencdes terapéuticas precoces, tem sido o objetivo de varios
estudos em pacientes com sepse. Desta forma como nosso trabalho foi

desenvolvido no Brasil, optamos por manter a classificacdo de acordo com as
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orientacbes do ILAS e adequar a nova nomenclatura. Apesar de n&o
utilizarmos o delta SOFA para o diagndstico foi possivel calcular o SOFA de
todos os pacientes e eles apresentaram uma mediana de 6 para sepse/choque
séptico, 0 que demonstra que nossos pacientes tinham um SOFA de 2 ou
maior que 2. Vale ressaltar que nosso estudo tem o diferencial de incluir
pacientes do hospital como um todo, ndo somente de UTI, portanto o célculo
do delta SOFA fora do UTI é de dificil execucdo. Alguns estudos realizados em
paises de baixa renda comparando SOFA e SOFA, quando aplicados a
pacientes com sepse e choque séptico no cenario de pronto-socorro,
demonstraram eficadcia do qSOFA na previséo da letalidade hospitalar (Baig et
al, 2018); ja no nosso estudo, o gSOFA foi uma ferramenta ineficaz em prever
letalidade, uma vez que incluimos diversos setores do hospital, ndo somente

pronto socorro, assim como todas as classificacdes de sepse.

Dentro deste contexto, o estudo de biomarcadores na sepse vem
crescendo nos ultimos anos. Em 2010 Pierrakos e Vincent estimaram que ao
menos 178 biomardores de sepse foram relatados na literatura (Pierrakos et al,
2010 ). A deteccdo desses biomarcadores é uma alternativa minimamente
invasiva para o diagndstico e o prognéstico da sepse (Hector et al, 2014 ).
Dentre eles, incluimos proteinas de fase aguda como PCR, pro-calcitonina,
citocinas pro e anti inflamatorias; proteinas de superficie celular (moléculas de

adesao); marcadores de coagulacao e apoptose (Dupuy et al , 2013 ).

Entre os biomarcadores ja utilizados na pratica clinica, nossos
resultados, na andlise univariada, demonstraram uma correlacdo do lactato,
conforme a gravidade da sepse. Pacientes com infeccdo apresentavam
menores valores de lactato (mediana 1,4) comparado aos com sepse/choque
séptico (mediana 2,1), p<0,01. Contudo, ao compararmos PCR entre o0s
grupos, ndo houve diferenca, com mediana de 94,8 na infeccdo e 108 na
sepse/choque séptico, p=0,79. Resultados na literatura correlacionam-se aos
nossos resultados em relacdo ao lactato (Ha Eun et al, 2016; John et al, 2017,

Taniguchi et al, 2017). Entretanto estudos com a utilizagdo de PCR como
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preditor de gravidade sao conflitantes, com a grande maioria evidenciando
superioridade do lactato e pro-calcitonina a PCR (Luzzani et al, 2003;
Waheeda, 2014; Chinelo et al, 2017; Seung et al, 2019). Infelizmente a pro-
calcitonia ndo esta disponivel na grande maioria dos hospitais publicos

brasileiros e nao foi possivel avaliar as citocinas.

A identificacdo de biomarcadores relevantes e Uteis ha sepse apresenta
muitos desafios. Nos Ultimos anos, pesquisas que investigam cfDNA como
biomarcador na sepse tem adquirindo relevancia, sendo principalmente

estudado como preditor de gravidade e mortalidade em UTI.

Nossos resultados mostram que ha um aumento das concentracdes de
cfDNA, proporcional a gravidade da infecgédo, em plasma de pacientes coletado
dentro de 30 minutos da abertura do protocolo de sepse. Entretanto, no nosso
estudo, maiores valores de cfDNA nao foram associados a mortalidade
hospitalar. Vale ressaltar, que um grande percentual de pacientes incluidos no
nosso estudo (59,8%) estavam internados fora do ambiente de terapia
intensiva. Diferentes estudos avaliando cfDNA em pacientes sépticos
demonstraram o aumento deste biomarcador como preditor de mortalidade em
UTI, mas com menor acuracia em predizer mortalidade hospitalar. Saukkonen
et al, descreveram que niveis de cfDNA, no primeiro dia na UTI, foram um
preditor independente de mortalidade na UTI, mas ndo de mortalidade
hospitalar (Saukkonen et al, 2008). Ja Avital e colaboradores, associaram
niveis elevados a maior taxa de mortalidade hospitalar (avaliada dentro de 28
dias apds o diagnostico de sepse) (Avital et al, 2014), assim como Rhodes, que
demonstrou niveis mais elevados de cfDNA em pacientes com sepse que
morreram na UTI ou no hospital. cfDNA foi um preditor independente de
mortalidade em UTI, quando se utilizaram concentragbes superiores a
127ng/ml, com sensibilidade e a especificidade de 92 e 80% respectivamente
(Rhodes et al, 2006). Embora a maioria dos estudos tenham associacéo
positiva entre cfDNA e mortalidade, Garnacho e colaboradores, compararam
este novo biomarcador com procalcitonia, eosinopenia e PCR, e tanto cfDNA,
como PCR e eosinopenia ndo se apresentaram como preditores de mortalidade

(Garnacho et al, 2014). Apesar do cfDNA ter ser mostrado como um bom
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preditor de mortalidade os dados ainda s&o controversos e Sao necessarios

mais estudos para entender melhor o cfDNA como um biomarcador na sepse.

Nossos dados demonstraram que cfDNA nesta populacdo estudada,
comparado com o0s atuais marcadores utilizados na clinica, como lactato,
leucocitos, bilirrubinas totais, INR e PCR, foi superior como preditor de
gravidade em pacientes sépticos. O uso do cfDNA como preditor de gravidade
na sepse vem sendo estudado, mas ainda existem poucos trabalhos e com
namero limitado de pacientes. Associacfes entre cfDNA, pro-calcitonina, PCR,
caspase, interleucinas e lactato, ja foram alvo de alguns estudos em pacientes
sépticos para avaliar desfecho, demonstrando a superioridade deste novo
biomarcador aos marcadores j& conhecidos (Anna et al, 2015). Anna e
colaboradores avaliaram 27 pacientes com sepse e choque séptico internados
em UTI e compararam niveis de cfDNA com caspase-3, IL-6, IL-8 e lactato.
Neste estudo, cfDNA foi considerado um bom marcador de progndstico, assim
como caspase-3, interleucinas e lactato, com niveis mais elevados associados
a insuficiéncia renal aguda (IRA) com necessidade de terapia renal substitutiva,
na ocasido dialise continua, assim como maiores valores associados a tempo
de ventilagdo mecéanica (Anna et al, 2015). Assim como no referido estudo,
cfDNA na nossa casuistica, mostrou-se promissor como marcador de
gravidade, contudo os principais marcadores disponiveis na pratica clinica
como PCR e lactato, ndo foram significantes em estabelecer progndstico. Na
andlise univariada, lactato, creatinina, INR, bilirrubinas totais e cfDNA foram
estatisticamente significantes (p<0,05) para classificacdo de sepse, contudo, ha
andlise multivarida, somente o cfDNA e escore SOFA foram considerados

preditores de gravidade (p<0,01).

Nas ultimas trés décadas, foram utilizados diversos escores
progndsticos para prever gravidade em pacientes sépticos. Os principais
escores na prética clinica sdo: Acute phisiology and Chronic Health Evaluation
(APACHE), Simplified Acute Phisiology Change (SAPS) e SOFA desenvolvidos
para ambiente de Terapia Intensiva. As varidveis preditivas comumente
utilizadas nesses escores séo idade, presenca de co-morbidades e alteracdes

fisiol6gicas. Nosso estudo avaliou o score de SOFA dos pacientes sépticos,
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pois ele foi indicado para diagnéstico da sepse. De todas as variaveis utilizadas
na regressao logistica (cfDNA, idade, sexo, HAS, DM, cardiopatia, hepatopatia,
foco pulmonar, internacdo em UTI, SOFA, lactato, INR, creatinina), somente
cfDNA (95% IC 1,002-1,012, p=0,005) e escore de SOFA (95% IC 1,579-3,730,
p=0,000) foram fortes e significantes preditores de gravidade. N&o houve

significAncia estatistica para nenhuma das outras variaveis.

Um dos primeiros estudos a avaliar o prognostico de cfDNA em 255
pacientes com sepse e choque séptico foi realizado por Saukkonen, onde
concentracfes plasméticas de cfDNA foi comparada com escores utilizados na
préatica clinica, dentre eles SOFA, APACHE Il e SAPS Il. CF- DNA, SOFA,
SAPS Il e maiores concentracdes de cfDNA foram preditores independentes
para prognostico em UTI e ndo hospitalar, com andlise posterior de curva ROC
evidenciando superioridade dos escores em relacdo ao cfDNA (Saukkonen et
al, 2008). Os estudos mais relevantes correlacionam cfDNA e mortalidade de
UTI. A associacao entre cfDNA, marcadores ja utilizados e escores clinicos,

tendo como desfecho gravidade, ainda é pequena e pouco estudada.

Nossos resultados, somente SOFA e cfDNA mostraram-se como
preditores independentes na classificacdo de sepse, sendo o poder
discrimimatorio do SOFA como preditor de gravidade superior ao do cfDNA
(AUC 0,88, IC95% 0,82-0,94 vs AUC 0,69, IC95% 0,63-0,79 respectivamente).
Os nossos dados corroboram com 0s principais estudos onde 0s escores
clinicos como SOFA, APACHE e SAPS Il sdo superiores a qualquer
biomarcador (Saukkonen et al, 2008; Montero et al, 2017), ainda que a
combinacao de ambos aumente o valor preditivo para estratificacdo de risco na
sepse (Dhruva et al, 2012). Portanto, at¢é o0 momento, cfDNA apresenta-se
como um preditor independente de mortalidade na sepse, com poucos
trabalhos avaliando gravidade, contudo, este novo biomarcador, ainda nao

superou os escores clinicos como SOFA, APACHE Il e SAPS II.

A partir dos achados de que cfDNA plasmaticose mostrou como um
preditor de gravidade entres os grupo infeccdo e sepse/choque séptico,
optamos por avaliar dentro do grupo infeccdo se aqueles pacientes que

evoluiram para um pior desfecho, teriam cfDNA mais alto. Foi observado um
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dado bastante interessante, porém de amostra reduzida. Niveis de cfDNA
plasmatico, de amostra Unica colhida logo apds abertura do protocolo de
sepse, estavam mais elevados em pacientes classificados como infeccdo que
evoluiram para sepse ou choque séptico. Notamos que pacientes com pior
evolucdo apresentaram concentracées mais elevadas de cfDNA comparados
com pacientes que ndo apresentaram disfuncdo de érgdo apos a abertura do
protocolo de sepse. Nao existem dados na literatura sobre cfDNA em pacientes
classificados como infeccdo e desfecho destes pacientes isoladamente, e
conforme os dados apresentados, mesmo que em uma amostra pequena,

pesquisas futuras neste contexto sdo necessérias.

Nosso estudo realizou a coleta de amostra sanguinea somente em um
momento, ou seja dentro de 30 minutos apds a abertura do protocolo de sepse.
A coleta do cfDNA, juntamente com outros exames bioquimicos, era realizada
ao se identificar o paciente com sepse, e na grande maioria das vezes, fora de
ambiente de UTI. Pesquisas anteriores demonstrando diferentes tempos de
coleta de cfDNA, ndo somente na admissdo de UTI, mas diariamente na
primeira semana, ou 48 horas e 72 horas da admisséo, obtiveram melhores
resultados em predizer mortalidade, com cfDNA colhido na admissédo da UTI
(Dhruva et al, 2012; Saukkonen et al, 2008, Ganachoet al, 2014). Excetuando-
se esses trés estudos, os demais nao fizeram curva temporal de cfDNA, nos
baseamos nos resultados supracitados que o cfDNA colhido na admissdo na
UTI € o mais fidedigno, e optamos por colher este biomarcador somente na

abertura do protocolo de sepse.

Ainda existem muitos pontos que necessitam de padronizagdo para
melhor reproducéo dos dados de cfDNA na literatura. Apesar dos avangos nos
estudos do cfDNA como um biomarcador, dificuldade na padronizagao de sua
extracdo, assim como alto custo na realizacdo do método mais utilizado para
guantificagcdo, o PCR (Reacdo em Cadeia Polimerase) em tempo real,
dificultam a sua aplicabilidade clinica (Dwiedi et al, 2012; Peter et al, 2018).
Objetivando otimizar custo, utilizamos a técnica de fluorescéncia direta para
guantificacdo de cfDNA, método que ndo requer extracdo de DNA ou

amplificacdo por PCR, sendo de baixo custo e facil reprodutibilidade, e que ja
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fora aplicada na quantificacdo de cfDNA em pacientes sépticos, principalmente

como preditor de mortalidade (Avital et al, 2014).

O nosso estudo difere-se dos anteriores por ter sido realizado em
gqualgquer ambiente hospitalar (enfermaria, terapia intensiva e pronto socorro) e
abranger todas as classificacdes de sepse: infeccédo, sepse e choque séptico.
Além disso, ao analisar desfecho somente nos pacientes com infeccao,
encontramos maiores valores de cfDNA nos pacientes com quadro mais
brando da doenca, mas que posteriormente evoluiram com um quadro mais
grave. Algumas limitacbes foram auséncia de dados no prontuario médico que
poderiam aumentar o valor do n; auséncia da pré-calcitonia, biomarcador

utilizado em estudos anteriores correlacionando-a ao cfDNA.

Como perspectiva, encaminhamos para analise de PCR em tempo real
as 124 amostras dosadas por fluorescéncia, 83 amostras ndo analisadas por
nenhum método, e 80 controles que incluem pacientes internados por patologia
nao infecciosa. Também fizemos a coleta de 180 urinas nestes pacientes, que
no futuro, poderdo ser analisadas para quantificacdo de cfDNA e sua

correlagcdo com IRA.

Apesar do crescente interesse na andlise do cfDNA em diferentes
campos clinicos, sua aplicabilidade na clinica ainda é incerta. A
heterogeneidade entre os varios protocolos para manipulacdo e andlise de
amostras de cfDNA € um dos principais obstaculos, e até agora ndo existe uma
padronizacdo dos procedimentos operacionais. Os pardmetros que afetam
potencialmente a concentracdo e a fragmentacdo do cfDNA compreendem
etapas desde a escolha do tubo de coleta de sangue até o processamento do
plasma, modalidades de extracao e purificacao, interpretacdo dos resultados e
condicbes de armazenamento da amostra (Messaoudi et al, 2013). O
desenvolvimento de técnicas e protocolos padronizados abrird caminho para
uso eficaz do cfDNA na pratica clinica com o objetivo de facilitar a estratificacédo

de pacientes com sepse e terapéutica adequada.
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7 CONCLUSAO

Nossos dados demostram que o cfDNA foi um preditor independente de
gravidade em pacientes sépticos, com concentracfes mais elevadas em
pacientes com sepse/choque comparadas ao grupo infeccdo, porém ainda com
acuracia inferior ao SOFA pela analise da curva ROC, um escore clinico muito
utilizado na pratica clinica, inclusive para classificar disfuncdo de 6rgdo da

sepse.

Em uma andlise de subgrupo, os pacientes com infec¢do que evoluiram
com pior desfecho (sepse ou choque séptico), apresentam maiores valores de
cfDNA colhidos no primeiro dia, em comparagéo com 0 grupo infec¢do que néo
evoluiu com disfuncdo de o6rgdo. Este dado, apesar da amostra reduzida,
merece ser melhor investigado, ja que praticamente ndo existem relatos na

literatura de desfecho nos pacientes com infeccdo somente.
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