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RESUMO

Introducdo:Uma em cada 25 criangas com cancer vai morrer devido a complicagfes da
terapia: trata-se de uma em cada seis mortes. Das complicacdes do tratamento, uma
importante causa de morte continua sendo a infeccdo. Esta frequentemente apresenta-se como
febre com neutropenia, mais conhecido como “neutropenia febril”.O reconhecimento precoce
de processos infecciosos em pacientes neutropénicos é dificultado pelo fato destes poderem
ter apresentacgdes clinicas variadas e ndo especificas, aguardando-se o inicio da febre para se
comecar um tratamento com antibiéticos.O CD64 ¢ um marcador de superficie de neutrdfilos,
detectavel por exame de citometria de fluxo e que é pouco expressado em neutréfilos ndo
sensibilizados. Quando o neutréfilo € exposto a TNF- alfa e outros mediadores inflamatorios,
este marcador passa a ser ativado e é mensurado através da expressio doindice de
CD64.Justificativa: O diagnostico precoce de sepse com hemocultura positiva em criangas
neutropénicas febris € de suma importancia. Os testes laboratoriais disponiveis nos ajudam
pouco no momento da chegada deste paciente ao hospital. O diagnostico mais precoce de uma
infeccdo bacteriana nestes pacientes possibilita um melhor manejo da antibidticoterapia e,
consequentemente, uma melhora na sobrevida. Objetivos:O objetivodeste trabalho foi
deavaliar a existéncia de relacdo entre o valor do indice de CD64 no primeiro dia de
neutropenia febril com a positividade da hemocultura. A correlacdo com outros parametros,
como numero de leucocitos, PCR e VSG tambem foi avaliada. Metodologia: Este foi
umestudo do tipo casos e controles, prospectivo, diagnostico, com 64 episddios de
neutropenia, sendo o grupo de casos definido como aquele com hemoculturas positivas e o
controle com hemoculturas negativas. O grupo de casos contou com 14episddios e o grupo de
controle com 50. Por se tratar de uma varidvel ndo-paramétrica, utilizamos o teste deMann-
Whitneypara relacionar o indice de CD64 com os resultados da hemocultura em cada grupo e
com as demais varidveis. Para avaliar a capacidade de prever o resultado de uma hemocultura
com o indice de CD64 e também avaliarmos suas medidas de eficicia, utilizamoscurva
ROC(Receiver Operating Characteristic)Resultados: O grupo de casos contou com 14
pacientes.A mediana do indice de CD64 no grupo de casos foi de 2,1(c+3,9) e para 0 grupo
controles foi de 1,76(c+5,02). Os testes de Mann-Whitney ndo foram capazes de evidenciar
relacdo entre o valor do indice de CD64 e a positividade das hemoculturas. O indice de CD64
também ndo se mostrou correlacionado com a positividade do PCR. A curva ROC néo
evidenciou que o indice de CD64 foi capaz de prever a positividade de uma hemocultura.Com
relacdo as medidas de eficacia, tivemos:Sensibilidade de 64,3%, especificidade de 42% com
valor preditivo positivo de 23,7% e valor preditivo negativo de 80%.0O valor linear do PCR
ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos das hemoculturas. Para
o PCRas medidas de eficacia do exame foram: Sensibilidade de 71,4%, especificidade de 32%
com valor preditivo positivo de 22,7% e valor preditivo negativo de 80%.Conclusdo:Em
desacordo com a literatura, o indice de CD64 se mostrou inadequado para prever a
positividade de hemocultura nesta populagéo especifica de pacientes com neutropenia febril.O
valor linear da PCR também ndo foi capaz de prever a positividade dos culturais nos
neutropénicos febris.Deste modo, ambos 0s exames ndo sdo adequados para prever
positividade de culturais em criancas neutropéncias febris.

Unitermos:sepse, neutropenia febril, antigenos CD64, citometria de fluxo, Proteina CReativa.



ABSTRACT

Introduction : One in every 25 children with cancer will die from therapy complications: it
means one in six deaths. Between these patients, a major cause of death remains infection. This
condition often presents as fever with neutropenia, better known as “febrilencutropenia.” Early
recognition of infectious processes in neutropenic patients is hampered by the fact that these
may have dissimilar and non-specific clinical presentations, pending the onset of fever to start
treatment with antibiotics. The CD64 is a neutrophil surface marker, detectable by flow
cytometry tests, and are not expressed in non-sensitized neutrophils. When the neutrophil is
exposed to TNF-alpha and other inflammatory mediators, it is activated and is measured via the
CD64 index. Rationale:The early diagnosis of sepsis with positive blood culture in febrile
neutropenic children is of utmost importance. Laboratory tests available help us little in the
moment this patient arrives at the hospital. The early diagnosis of a bacterial infection in these
patients allows a better management of antibiotic therapy and, consequently, an improvement
in survival. Objectives: The main objective of this paper is to evaluate the existence of a
relationship between the index value of CD64 on the first day of febrile neutropenia with
positive blood culture. The correlation with other parameters such as leukocyte count, CRP and
ESR was also evaluated. Methodology: This is a cases-control, prospective, diagnosis
studythat included 64 episodes of neutropenia. The casesgroup(n=14) was defined by those
with positive blood cultures and the control(n=50) one with negative blood cultures. Because it
IS a non - parametric variable, we used the Mann-Whitneycorrelation test to relate the index of
CD64 with the result of blood culture in each group and with the other variables. A ROC
(Receiver Operating Characteristic) curve was used to assess the competence of the CD64
index to predict the outcome of blood culture. The median rate of CD64 in the case group was
2,1 (6£3,9) and controls for the group was 1,76(c+5,02). The Mann-Whitney tests were not
able to show the relationship between the value of CD64 indexand the results of blood cultures.
The CD64 index was also not correlated with the positivity of CRP. The ROC curve did not
show that the CD64 index was able to predict the positivity of blood culture.Regarding efficacy
measurmements, sensibility was 64,3%, specificity 42%, positive predictive value 23,7% and
negative predictive value 80%. The linear value of CRPshowedno statisticallysignificant
differencebetween the groupsof blood cultures. For CRP, the efficacy measurements were
sensibility 71,4%, specificity 32%, positive predictive value 22,7% and negative predictive
value 80%.Conclusion:CD64 index was not suitable to predict the positivity of blood cultures
in this specific population of patients with febrile neutropenia.Also thelinearvalues of CRP
showed no statistically significant difference between the blood culture groups.Therefore, both
exams should not be used in order to predict positivity of cultural in neutropenic febrile
childen.

Keywords:sepsis, febrile neutropenia, Antigens CD64, flow cytometry, CReactive Protein.



LISTA DE ILUSTRACOES

LISTA DE ILUSTRACOES: CORPO DA DISSERTACAO

Figura 1: Vias de fosforilacdo por ativacdo dos FC (QIAGEN 2014) .......cccoovveenveieiieniennn 24
Figura 2: Granulagdes toxicas em neutrofilos (van de VYVER et al., 2010) ......cccovevveiveennne. 26
Figura 3: Exemplo de anélise de resultado da citometria de fluxo (DAVIS 2005).................... 28
Figura 4: Histograma de frequéncia de culturais positivos e o indice de CD64 .............ccccc...... 41
Figura 5: Histograma de frequéncia de culturais negativos e o indice de CD64................c....... 42

Figura 6: Curva ROC avaliando a capacidade de o indice de CD64, PCR, Leucdcitos e

Neutréfilos em prever o resultado de uma hemoCUItUra...........cccoovieieiieieecee e 44
Figura 7: Teste de Mann-Whitney indice CD64 e Hemoculturas ...........ccccoovevienniicieninnnene 47
Figura 8: Teste de Mann-Whitney CD64 e PCR-Categorizado. ...........coovveeeeienencnenenesenns 48
Figura 9: Teste de Mann-Whitney CD64 e VSG-Categorizado. ...........coovvereeienenenenenesenns 48
Figura 10: Teste de Mann-Whitney Leucdcitos @ HEMOCUIUIaS. ...........covrvrveririiirncisiceneen, 49
Figura 11: Teste de Mann-Whitney PCR & HemoCUITUIaS. .........c.cooveiviineiiincncsc e 49

Figura 12: Teste de Mann-Whitney VSG e HemoCUItUras. ............cocooviieiinncinccce 50



LISTA DE TABELAS

LISTA DE TABELAS: CORPO DA DISSERTACAO

Tabela 1 — CaracteristiCas da @aMOSIIa ........c.eieieieiieieieiee e 40
Tabela 2 — Estatisticas descritivas do Indice de CD64 POr grupo ..........cceveueveevcueveerreeerreenenn. 42
Tabela 3 — Doengas de base e resultados nas hemoculturas............cooevvveiieni s 43
Tabela 4 — Microorganismos isolados NOS CUITUIAIS. .........ooveiviieiierii e 43
Tabela5 — Area sob @ CUINVA ROC .......ccuovieeviiceeeieeeeeeee sttt en s 45
Tabela 6 — Categorizacdo do indice de CD64 comparado com as hemoculturas....................... 45
Tabela 7 — Categorizacdo do PCR comparado com as hemoculturas ..........ccccceevevvereneennennnns 46
Tabela 8 — Medidas de eficacia do indice de CD64 € PCR.........cccccviiviiviveieiesece e 46
Tabela 9 — Expressdo de CD64 € heMOCUITUIA..........cccveiiiieiiee e 51

Tabela 10 — Percentis dos Valores de PCR € HEMOCUITUIA..........oovvveeeiiiie 51



LISTA DE ABREVIATURAS

CD -Clusterofdifferentiation

Células NK - Natural Killers

DP -Desvio-padrao

FIPE-Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos

GPPG- Grupo de Pesquisa e Pés-Graduagédo
PPGSCA-Programa de Pés-Graduagdo em Saude da Crianca e Adolescente
HCPA- Hospital de Clinicas de Porto Alegre

N- NUmero de individuos na amostra
ISCMPA-Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre
UFRGS- Universidade Federal do Rio Grande do Sul
TCLE- Termo de consentimento livre e esclarecido
UTI- Unidade de terapia intensiva

UTI-Neo - Unidade de terapia intensiva neonatal

SIRS- Systemicinflammatory response syndrome
TCE-TraumatismoCranioEncefalico

Fc- Fragment, crystallizable

FcR- Fc Receptor

FcgR -Fc gammaglobulin Receptor

PAMP- Pathogen-associated molecular pattern

TNF -Tumor necrosis fator

ITAM -Immunoreceptor tyrosine-based activation motif

SYK - Spleen tyrosine-kinase



SUMARIO

L INTRODUGAQ ..ot nn s 15
2. REVISAO DE LITERATURA .......oomiieeeeeseeses e 16
2.1 NEUTROPENIA FEBRIL. ....oooovoivecieeciseie s s 18
2.2 RESPOSTA IMUNOLOGICA INFLAMATORIA. ........ovrveerieeeeeeeseeneeeeesieesensesnsesssnssnnan 20
2.3 ATIVACAQO DOS NEUTROFILOS.......corvuriericieeiiesiieses s sesesssis s 22
2.4 EXPRESSAQ DE CDBA4. .......ovoovoeveeeeeseseeessesseeesseseisseesseesssssnssssssss s asssessesssssss s s 26
2.5 UTILIDADE DO CDBA. ........oovooveereereeesees s st as s 28
BLIUSTIFICATIVA ..ot es sttt 32
4. OBIETIVOS ..ottt 33
4.1 OBIETIVO GERAL .....oovoeeeeeeeeeeeeeeeseeseesssssss s sa s as s sasssnssan s snssnssnnes 33
4.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS .......oovuevieeiesieeeeseeseeie s es s sessnsanses 33
5. METODOLOGIA ......oooveeveeveeteeeee s ses et 34
5.1 DELINEAMENTO ....oooivoeiteeseteeseeseesieesees st sss s as s sss s an s snssnssnses 34
5.2 POPULAGAD.........cooieiieiieiieieeeeee e seess s sttt ens st asssssss st sn s s sns s 34
5.3 AMOSTRA ...ttt s s en sttt 34
5.4 PRINCIPAIS VARIAVEIS .......oooveioeeieseeeeseeeeeeee s seassses s nsa s 35
5.5 CRITERIOS DE INCLUSAQ E EXCLUSAO ........cooiieieieieeeieeeeeeeseeeese e ses s 35
5.6 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS. ....oouevreieeeeseeseeseesiesssssesssesseseessennes 36
5.8 ANALISE ESTATISTICA ...ttt 38
8. ORCAMENTO ..ottt 39
7 RESULTADOS .......oovocveeteeieeveee e s s 40
8. DISCUSSAD. ..ottt sttt 53
O.CONCLUSOES........ooeeeeeeeeeeeee ettt 57
LO.REFERENCIAS ...ttt ses e s e sttt s s s sttt 58
L1 ARTIGO ..ot 64
RESUMO ...t s s s s st n s 64
ABSTRACT ...ttt st s s en s s 65
INTRODUGAD ..ottt s sttt 66
METODOLOGIA ..o veeese et 68
PREPARACAO DAS AMOSTRAS E QUANTIFICACAQ DE CDB4 .......ooovveereeeeeeseesrerrneaen. 69
ANALISE ESTATISTICA ...ttt 70
RESULTADOS. .....ovooieeveeeeeeeieeeeseesees e aes e s ss s s s es s st es s sssess s 71

DISCUSSAD ..o e e ettt et et et et et et et et et et et eeeeeeeeeeeaeeeeeae e e e e et es et et eses et et et eeeseeaeeeneeeneens 73



REFERENCIAS ...ttt ettt bbbttt
FIGURAS E TABELAS ...t s

12.ANEXOS



1.INTRODUCAO

O tratamento do cancer infantil € uma das grandes histdrias de sucesso dos cuidados de
saude no final do século 20(MOSCUCCI et al., 2009). Nos paises desenvolvidos, as criangas
com neoplasias tém uma consideravel chance de sobrevivéncia, com taxas de sobrevida global

de aproximadamente 75%(PRITCHARD-JONES et al., 2006).

Porém, uma em cada 25 criangas com cancer vai morrer devido a complicacdes da
terapia: trata-se de uma em cada seis mortes(tHARGRAVEet al., 2001, FREYCONet al.,
2008). Das complicacdes do tratamento, uma importante causa de morte continua sendo a
infeccdo. Esta frequentemente apresenta-se como febre com neutropenia, mais conhecido

como “neutropenia febril” (HANNet al., 1997).

O isolamento de bactérias em fluidos corporais, geralmente sangue, é 0 método mais
especifico para diagnostico de sepse nestes pacientes. Alguns estudos mostraram que a
incidéncia de choque séptico em criangas neutropénicas febris com culturais positivos é de
aproximadamente 19% e que 83% dos pacientes que necessitaram de cuidados intensivos
apresentam culturais  positivos(HOFFMEYERet al., 1997, EGYEDet al.,, 2006,

SCHEINEMANNeEet al., 2010).

O reconhecimento precoce de processos infecciosos em pacientes neutropénicos é
dificultado pelo fato destes poderem evoluir com apresentacOes clinicas variadas e néo
especificas, frequentemente aguardando-se o inicio da febre para comecar tratamento com
antibioticos. O diagnostico mais precoce de uma infeccdo nestes pacientes possibilita o inicio
imediato da antibidticoterapia econsequentemente, uma melhora na sobrevida(PHILLIPS et

al.,2007).
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A relevancia do estudo de marcadores precoces de infecgdo bacteriana € evidente. Por
isso, devemos priorizar nossos esforcos em desenvolver marcadores de positividade de
hemoculturas,para podermos iniciar o mais precocemente possivel e adequar 0 numero de dias

aos quais 0s pacientes sdo expostos a antibidticoterapia.

Com isso, um exame que tenha a capacidade de definir um grupo de alto risco de
pacientes neutropénicos com febre pode ser extremamente Util, ndo somente no diagndstico
precoce, mas também no acompanhamento e manejo destes pacientes (SCHUTTRUMPFetal.,

2003).

2.REVISAO DE LITERATURA

E frequente a internacdo de pacientes com neutropenia secundaria & quimioterapia para
tratamentos antibidticos de amplo espectro e de alto custo. Por isso, é importante identificar
marcadores para diagnosticar infeccdo de forma répida e para distinguir entre infec¢bes virais

e bacterianas, com o intuito deaperfeicoar os tratamentos antibioticos.

Existem evidencias que a contagem de leucdcitos neste contexto possui pouco valor
para diferenciar o tipo de infeccdo em todos os grupos de neutropénicos. Porém, alguns
estudos mostraram que uma contagem absoluta de neutrofilos menor que 100/mm3 é um

preditor independente de sepse em pacientes neutropénicos graves(HAKIMet al., 2010).

A proteina C reativa(PCR) possui resultados controversos, com sensibilidade e
especificidade limitadas(AVABRATHAet al., 2009, KASSAM et al., 2009, SPASOVA et al.,

2009).
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Tanto a PCR quanto a procalcitonina sdo proteinas produzidas na resposta
inflamatoria. Ambas sdo bastante utilizadas na prética clinica para diagnosticar e manejar

pacientes com sepse.

A funcédo da PCR no processo inflamatorio ndo esta totalmente clara. Supde-se que ela
possa se ligar a componentes fosfolipidicos de microrganismos invasores, facilitando a
remocdo destes pelos macrdfagos. O fato de os niveis de PCR aumentarem durante a fase
aguda do processo inflamatdrio fez com que esta proteina fosse utilizada na clinica para
evidenciar a presenca de processos infeccioso-inflamatdrios ativos, principalmente no

contexto da pediatria(JAYE & WAITES, 1997).

Ela émelhor utilizada no inicio do processo inflamatorio, geralmente nas primeiras 24h.
Neste contexto, possui uma sensibilidade maior do que quando utilizada no diagnostico tardio

da sepse(HOFERet al., 2012).

Com relacdo a procalcitonina, esta tém se mostrado como um método diagndstico
superior a PCR no diagndstico precoce de infec¢do bacteriana. A procalcitonina é um precursor
da calcitonina, um horménio com significado fisioldgico pouco conhecido em humanos, porém
capaz de diminuir os niveis séricos de calcio quando administrado de forma exdgena(FAIX
2013).

Observou-se que a procalcitonina faz parte da resposta sistémica que leva a sepse grave.
Assim como a PCR, a procalcitonina pode ter efeitos pré-inflamatérios. Alguns estudos
sugerem asuperioridade da procalcitonina sobre a PCR, tanto com relagdo a sensibilidade
guando a especificidade. Observaram esta superioridade inclusive na capacidade de predizer a
positividade de hemoculturas em pacientes criticamente enfermos(CHIROUZEet al., 2002,

SIMONet al., 2004, NAKAMURAEet al., 2009).
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A Unica meta-analise de investigacbes comparando a procalcitonina com a PCR para o
diagndstico de infec¢do bacteriana observou 49 publicagdes, sendo que em 15 destas houve
comparagao direta entre a procalcitonina e a PCR. A conclus&o deles foi de que ambos os testes
foram efetivos em demonstrar a presenca de processo infeccioso, porém o oddsratio para a
procalcitonina foi 14,69, significativamente superior ao oddsratio da PCR, que foi de
5,43(UZZANEet al., 2006).

Outros estudos evidenciaram que a procalcitonina possui sensibilidade melhor do que a
proteina C reativa, porém a concluséo destes é que a procalcitoninaainda ndo € um parametro
definitivo (SPASOVA et al.,, 2009). Com isso a necessidade de melhorar os indicadores

diagnosticos para sepse persiste.

2.1 NEUTROPENIA FEBRIL.

A neutropenia é definida por uma diminuicdo na contagem de neutréfilos e pode ser
aguda ou crénica.Por definicdo, aneutropenia febril é caracterizada por temperatura > 38.3 °C
ou dois episodios consecutivos de temperatura > 38.0 °C com uma hora de diferenca e uma
contagem absoluta de neutréfilos <500 células/mm3(CONEN 2014).

As causas que mais comumente levam ao desenvolvimento de neutropenia sdo: doencas
infecciosas, desordens hematoldgicas, neoplasias e toxicidade por quimioterdpicos. Devido a
consideravel toxicidade medular dos quimioterapicos disponiveis atualmente, os pacientes com
neoplasias submetidosa quimioterapia encontram-se em alto risco de evoluir com neutropenia.

A ocorréncia de febre associada ao quadro de neutropenia € uma emergéncia médica e
por isso 0s pacientes devem receber antibiéticoterapia imediatamente.A urgéncia neste
contexto se deve a possibilidade de evolucdo rapida ao obito, principalmente em pacientes
infectados por germes gram-negativos. A positividade de hemoculturas em pacientes

neutropéncios € de 20-30%. Estudos recentes em pacientes com cancer evidenciaram que 14%
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dos pacientes evoluem com choque e que a mortalidade da neutropenia febril oscila entre 5% e
20%, aumentando com a presenca de outras comorbidades. (KUDEREREet al., 2006, PAULet

al., 2006).

19



2.2 RESPOSTA IMUNOLOGICA INFLAMATORIA.

A sepse carateriza-se por uma sindrome de resposta inflamatoria sistémica, que pode ser
provocadapor infeccdes ou devido a agressbes que alterem os padrdes moleculares de
respostainflamatéria(DHAR & CASTILLO 2011, STEARNS-KUROSAWA et al., 2011). Ela
estd relacionada a um aumento na mortalidade e existem evidéncias de que a taxa de
mortalidade em criancas neutropéncias febris com sepse associada esteja entre 0,7 e

3,9%(BASUet al., 2005).

O modelo inicial para explicar a sepse era baseado na resposta do sistema imunoldgico
contra o LPS (lipopolisacariedo) localizado nas paredes celulares de células gram-
negativas(ULEVITCH & TOBIAS 1999). A endotoxina é um excelente exemplo de uma via

molecular associada ao patdgeno(PAMP- pathogen-associated molecular pattern).

As células do sistema imunolégico inato reconhecem diferentes tipos de PAMPs e o

LPS foia primeira PAMP identificada em mamiferos.

Quando estimuladas, as PAMPs estimulam as células do sistema imunolégico inato a
produzirem TNF, IL-1b e IL-6. Estas trés citocinas pro-inflamatdrias produzem uma resposta
inflamatoria sistémica bastante intensa. Por isso, acreditou-se por muito tempo que a sepse

deveria ser definida como uma resposta inflamatéria exagerada(FAIX 2013).
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Porém, alguns estudos sugerem que esta caraterizagdo possa ndo ser a mais apropriada,
pois evidéncias recentes indicam que a fisiopatologia da sepse esté relacionada a um estado
pro-inflamatorio inicial, seguido por uma fase deimunossupressdo, com uma resposta anti-
inflamatoria oposta, quando entdo o paciente fica mais suscetivel a infecgdes nosocomiais(van

DISSELet al., 1998, SKRUPKYet al., 2011).

Durante o estagio pro-inflamatério inicial,as principais citocinas responsaveis por
intermediar a ativacdao do sistema imunoldgico inato sdo o TNF (tumor necrosis fator), a IL-
1b (interleucina-1b) e a IL-6(interleucina-6). O TNF e a IL-1b sdo responsaveis por atrair
polimorfonucleares ao local da infeccdo. Também sdo responsaveis pela febre e outros
sintomas sistémicos. A IL-6 é responsavel pelo estimulo hepético a producdo de proteinas de
fase aguda, incluindo a proteina C reativa. Além disso,possui também funcdo importante na

medula dssea, onde estimula a producdo de mais neutrofilos (FAIX 2013).

Apbs a ativacdo dos neutréfilos existem basicamente dois mecanismos moleculares que
viabilizam o reconhecimento e a fagocitose de patdgenos pelo sistema imunoldgico: o

dependente de opsonina e o independente de opsonina.

As opsoninas sdo responsaveis por intermediara ligacdo da superficie do patégeno com
as células que realizam fagocitose, inclusive com os neutrofilos. Destas opsoninas, a que
conhecemos mais a fundo sdo aquelas da classe das 1gGs, sendo esta a mais frequente no soro,

correspondendo a 75% das imunoglobulinas circulantes(HART et al., 2004).
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2.3 ATIVACAO DOS NEUTROFILOS.

Os neutrofilosrepresentamaprincipal linhade defesa do corpocontra a invasdo de
patdgenos, taiscomo bactérias, econstituem40-60% da populagdo de célulasbrancas do
sangue.Na circulacdode pessoas higidas, os neutréfilosencontram-se em um estado de repouso,
0 que garante que as suas granulacOes toxicas intracelulares ndo sejam liberadas erroneamente,

de modo a ndo agredirinadvertidamente tecido saudavel.

Ao serem expostos a antigenos bacterianos e a mediadores enddgenos, os neutrdfilos
passam a ter papel decisivo durante o processo da resposta inflamatéria aguda (RUCHAUD-

SPARAGNOet al., 1997).

A ativacdo dos neutréfilos se inicia minutos apds o primeiro contatodos receptores de
superficie celular do neutréfilo com citocinas e/ou produtos de degradacéo bacteriana,como por

exemplo, TNF-a, GM-CSF, IL-8 eo IFN-g(QUAY LEet al., 1997).

Estes receptores sdo denominados Receptores para a Por¢cdo Fcgama das
Globulinas(FcyR).A denominagdo depende: do isétipo de cadeia pesada da imunoglobulina, do

tipo de receptor e da populacao celular expressando o receptor.

Os neutrofilos podem expressartrés tipos dereceptor Fc gama de globulinas:
FcyRI(CD64), FcyRII(CD32) eFcyRIIl (CD16), cada uma com propriedades estruturais e

funcionais diferentes(LILIUS & NUUTILA 2012).

O FcyRI(CD64)éumreceptor delgGde altaafinidadequese liga a IgG monomérica, sendo

expressa principalmente por mondcitos e macrofagos, e também por muitas células
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progenitoras mieldides. As outras duas classes de receptores, FcyRIleFcyRIII,por sua vez,

exibem baixa afinidadepara IgG monomeérica.

Entretanto, os receptores FcyRIlleFcyRIIl sdo capazes de se ligar a agregados
multiméricos de 1gG, que sdo particularmente importantes para o reconhecimento e a ligacéo

dos complexos antigeno-anticorpo durante a resposta inflamatéria(QUAYLE et al., 1997).

O FcyRIl é expresso através de 3 isoformas: a, b e c. O FcyRlla é expresso
majoritariamente por células mieldides, mondcitos, macrofagos e plaquetas. O FcyRIlb é
expresso por células B, mondcitos, macréfagos e o FcyRIlc apenas por células NK (natural

killers)(LILIUS & NUUTILA 2012).

O outro receptor de baixa afinidade, o FcyRIIl, possui duas isoformas: a e b, com
diferencas estrutuais significativas. O FcyRIlla € uma proteina transmembrana, expressa por
macrofagos, células NK e mondcitos, enquanto que oFcyRIIIb ndo possui fracdo

transmembrana e é expresso quase que exclusivamente por neutrofilos.

A associacdo ndo-covalente da 1gG com a FcyRI(CD64) desencadeia a fosforilacdo da
tirosina no ITAM(Immunoreceptortyrosine-basedactivationmotif)proximo ao receptor, na
membrana celular.O ITAMativado, por sua vez, ira iniciar um processo de sinalizagdo
intracelular através da ativacdo de uma enzima denominadasyk,codificada pelo gene

SYK(HARRISONet al., 1995, HUTCHINSONet al., 1995, GIBSONet al., 2012).

A syk é uma tirosina-cinase que possui funcdo mediadoranas interacdes das diferentes
etapas metabolicasno citoplasma, que levardo a ativacdo de suas fungdes, com consequente
transcrigdo de genes, apresentacdo deantigenos e fagocitose. A sinalizacdo por meio doFcR esta
envolvida em rearranjos dindmicos do citoesqueleto e também na redistribuicdo dos receptores

de membrana(GIBSONet al., 2012).
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A enzima syk faz parte de uma via comum de ativacéo no citoplasma do neutrdfilo. Ela é
compartilhada por outros receptores Fc de superficie na membrana do neutrofilo. Porém a
ativacdo especifica do FcyRI(CD64)ativa vias com fungbes especificas, como asresponsaveis
pela sintese e liberagdo de fator ativador de linfocitos B e produgdo de IL-10, ambas relativas a

imunidade adquirida (Figural).
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Figura 1: Vias de fosforilagdo por ativacdo dos Fc (QIAGEN 2014)
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Apo6s a ativacdo dos neutréfilos através da estimulagdo de seus receptores, hd a
mobilizacdo dos granulos intracelulares em dire¢cdo a membrana celular.Os neutréfilos contém
pelo menos quatro tipos diferentes de granulacGes: granulos azurofilicos primérios, granulos
especificos secundarios, granulos terciarios e vesiculas secretoras(BORREGAARD &

COWLAND 1997).

As granulacbes primérias sdo o principal local de armazenamento do arsenal de
mediadores mais toxicos existentes no neutréfilo, incluindo a elastase, a mieloperoxidase,
catepsina e defensinas. As granulacGes secundarias e terciarias contem majoritariamente
lactoferrina. As vesiculas secretorias contém albumina, o0 que sugere que esse conteldo seja

derivado da endocitose de membranas plasmaticas (LACY 2006).

Quandoos receptores sdo estimulados por um secretagogo, o neutréfilo ativa-se e seus
granulos movem-se em direcdo a membrana plasmatica, onde se fundem e exocitamsuas
substancias toxicas.

A exocitose nos neutrdfilos é um processo que se consiste basicamente de quarto etapas.
A primeira delas € o recrutamento dos granulos no citoplasma em direcdo a membrana
plasmaética, que é dependente de remodelacdo do citoesqueleto e da formacdo de microtubulos

no citoplasma(Figura 2).
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Figura 2: Granulagées toxicas em neutroéfilos (van de VYVER et al., 2010)

Esta etapa é seguida pela aglutinacdo dos granulos e ancoragem na membrana celular, o
que faz com que a camada externa da bicamada lipidica do grénulo entre em contato com a
camada interna da bicamada lipidica da membrana celular. Apds, os granulos sdo ativados para
que figuem mais propensos a fusdo com a membrana.

O contato entre as duas membranas estabelece uma estrutura temporaria, em formato de
poro, que permite que o neutréfilo exocite suas substancias toxicas e efetue sua importante

funcdo na imunidade inata(BURGOYNE & MORGAN 2003, LACY 2006).

2.4 EXPRESSAO DE CDé4.

O CD64 é uma glicoproteina de membrana que intermedia a endocitose, a fagocitose, a
toxicidade celular anticorpo-dependente, a liberagdo de citocinas e a geracao de superdxido. Ele

é expresso regularmente nas superficies de mondcitos e macréfagos (DAVIS 2005).

Em neutrdfilos sem estimulacdo, o CD64 de superficie do neutrofilo é expresso em
uma quantidade muito baixa. Entretanto, esta expressdo é aumentada de forma quantitativa

durante episodios de infeccdo bacteriana(QUAYLEet al., 1997).
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Isto ocorre pelo poder de estimulacdo que as citocinas inflamatorias exercem sobre os
neutrofilos. O aumento na densidade da expressdo do CD64 ocorre de maneira proporcional

ao estimulo das citocinas e permanece estavel por 24h(HOFFMEYERet al., 1997).

Ap0s a estimulacdo dos receptores, os neutrofilos ativados séo entdo mobilizados para o
local de inflamacéo, onde eles encontram sinais que irdo induzir a formacao de pseudopos para
fagocitose e iniciar a liberacdo de espécies reativas de oxigénio, que por fim levardo a

eliminag&o do patdégeno (HALLET & LLOYDS 1995).

Com relacdo a metodolgia utilizada para realizar a anédlise do CD64 em neutrdéfilos por
citometria de fluxo, o ensaio é realizado da seguinte forma: Uma mistura de anticorpos, com
CD163 fluorescente e dois clones de CD64 é misturado com 50pL de sangue periférico por 10
minutos. Segue-se entdo a adi¢do de reagente para lise de células de eritrécitos e por fim a

adicdo de beadspara a calibracgéo do instrumento (Figura 3).
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Figura 3: Exemplo de analise de resultado da citometria de fluxo (DAVIS 2005)

A analise dos dados é realizada para definir a populacdo especifica de neutrofilos,

utilizando um software que determina o indice de CD64 comparandoa intensidade da

fluorescéncia dos neutrofiloscom o sinal de uma suspensao debeads(MARMER 2014).

2.5 UTILIDADE DO CD64.

Recentemente observou-se que era possivel utilizar a expressdo de antigenos de

superficie dos leucocitos como marcador de infecgdo bacteriana em pacientes de UTI adultos e

de UTI-Neo com sensibilidade e especificidade satisfatéria (GROSELJ-GRENC et al., 2009,

ICARDIet al., 2009, ZEITOUNEet al., 2010).
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Avancos tecnoldgicos no campo da citometria de fluxo tornaram possivel quantificar a
expressdo de CD64 de forma rapida, com precisdo, com minimos volumes de amostras

sanguineas, aproximadamente 0,5 ml de sangue.

Sabe-se que em adultos, um indice de CD64 <1,19 é preditivo de hemoculturas
negativas. Um indice >1.19 é preditivo de diagndstico de culturais positivos com uma
sensibilidade e especificidade de 94.6% e 88.7% respectivamente. Os valores preditivos

negativos foram 89.8% e 94% (ICARDlIet al., 2009).

Em um estudo com adultos, uma intensidade maior de expressao de CD64 foi
observada em pacientes com infeccdo bacteriana e SIRS(systemicinflammatory response
syndrome), quando comparados a um grupo de paciente apenas com SIRS (QURESHIet al.,

2001).

Naavaliacdo de pacientes adultos em p6s-operatorio imediato, um estudo combinouos
resultados do PCR com a expresséo de CD64 com o objetivo de aumentar a probabilidade de
um diagnostico precoce de infeccdo bacteriana.Foi observado que um resultado anormal para
ambos 0s examesesteve associado com uma probabilidade de 92% de sepse. Se ambos 0s
exames eram normais, a probabilidade de descartar sepse foi de 99%.Este estudo evidenciou
que pacientes seépticos que receberam antibidticos empiricos inadequados mantinham a
expressao de CD64 persistentemente elevada, enquanto que pacientes que receberam

antibidticos apropriados aexpressao diminuiu ao longo do tempo (DIMOULAet al., 2013).

Em pacientes ndo sépticos, o aumento na expressdo CD64 durante a internacdo foi
capaz de prever positividade de culturaiscom uma sensibilidade de 88 % e uma especificidade

de 65 % (DIMOULAet al., 2013).
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Portanto, a medicéo da expressdo de CD64 na admissdo da U.T.l., especialmente em
associacdo com o PCR, se mostrou util para o diagnostico de infeccdo bacteriana nesta
populacdo. Além disso, dosagens seriadas foram utilizadas com sucesso para fins de controle

da evolucéo do processo infeccioso(DIMOULAet al., 2013).

Ao avaliar a expressdo do CD64 emcriancascominfeccdo bacteriana precoce e TCE,
observou-se que o0 padrdo deestressemetabdlicode fase agudanos pacientes apenas
comtraumatismo cranio-encefélicoe SIRS sem infeccéo, foidiferente do padrdo dos pacientes

que evoluiram com sepse, cujarespostafoiassociada ao aumento deproteinasde fase aguda.

@) padrdo  deestressemetabolicoprecoceda  sepsefoi caracterizado por
uma combinacdo dealtanos indices de CD64, glicose, triglicerideose uma diminuicdo

nocolesterol total, HDL eLDL.

NoTCE sem sepse, em contraste, 0 aumento de CD64 e triglicerideos ndo foi
evidente.Deste modo o autor sugere que o CD64 foi util para diferenciar os pacientes que

evoluiram com sepse (FITROLAKIet al., 2013).

Em 60 recém nascidos avaliados em UTI-Neo, observou-se que os doentes tinham
aexpressao mediana de CD64 significativamente maior quando comparag¢do com os controles.
Observou-se que os neonatos com culturas positivas tiveram valores medianos maiores dos
que os neonatos com clinica de infeccdo, porém comculturais negativos. A analise da area sob
a curva ROC (0,903) ,evidenciou que o CD64 foi capaz de prever a positividadae dos culturais
com a sensibilidade e especificidade de 91,7 % e 88,9 %, respectivamente. Este estudo
demonstrou que os indices convencionais eram inferiores para avaliar infeccdes bacterianas,

tanto isoladamente quanto em combinagdo(SONI et al., 2013).
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Neste contexto, o indice de CD64 foi adequado para prever a positivadade de culturais

na populacédo de neonatos e para orientar o manejo antibiotico.

Outro estudo em neonatos avaliou 84recém-nascidosque foram

acompanhadosporsuspeita de infeccdoneonatal.

Elesforam divididosnumgrupo deinfeccdo(n =49) eumgrupondo-infeccdo(n =35).
Neonatossaudaveisserviram como controle(n = 35). Foi realizada a triagemcompleta
parasepsee as expressdes de CD1lb, CD64eCD62L nos neutréfilose mondcitosforam
determinadaspor citometria de fluxo. Observou-se que a expressio de CD64
foisignificativamente maior no grupo dainfec;doem comparagdocom O  Qgrupo

controle(GENELet al., 2012).
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3.JUSTIFICATIVA

A expressao de CD64 foi pouco estudada em pacientes neutropénicos. Apesar de haver
uma indicacdo na bula do fabricante do produto com relacdo a utilizacdo em pacientes
neutropénicos, ndo encontramos nenhuma referéncia na literatura a utilizacao deste marcador

emneutropénicos de qualquer tipo, muito menos em criangas neutropénicas febris.

Através deste estudo buscamos observar se a expressdao de CD64 nos neutrofilos (um
indice sensivel, répido e de fécil realizacdo) poderia ser Util para a populagdo em questdo.
Além disso, objetivamos também analisar o perfil hematoldgico dos pacientes e observar o

comportamento da PCR com relagdo aos grupos de culturais.
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4.0BJETIVOS

4.10BJETIVO GERAL

Analisar a expressdo de CD64 como marcador diagndsticoprecoce de culturais

positivos no contexto da neutropenia febril em criancas.

4.20BJETIVOS ESPECIFICOS

1. Observar a relacdo da expressdo de CD64 com a positividade de culturais.

2. Analisar a relacdo da expressdo de CD64 com os valores de proteina C reativa.

3. Analisar a relacdo da expressdo de CD64 com a evolucéo clinica dos pacientes.

4. Analisar a relacdo da expressio de CD64 com a velocidade de
hemossedimentacao.

5. Analisar a relacdo do PCR com a positividade de culturais.

6. Analisar a relacdo do nimero de leucocitos com a positividade de culturais.

7. Descrever os resultados das hemoculturas e sua positividade na neutropenia

febril.
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5.METODOLOGIA

5.1DELINEAMENTO

Estudo prospectivo, diagnostico, do tipo casos e controles.Hipotese :A expressao de
CD64 é maior na neutropenia febril por infec¢do bacteriana.

5.2 POPULACAO

Pacientes entre zero e 18 anos em tratamento quimioterapico e internados no servico de
hematologia pediatrica no Hospital de Clinicas de Porto Alegre e no Hospital da Crianca

Santo Antonio.

5.3 AMOSTRA

Foram incluidos 64 pacientes em tratamento quimioterapico no Hospital de Clinicas de
Porto Alegre e no Hospital da Crianca Santo Antdnio, independente da doenca onco-
hematoldgica de base, que apresentaramneutropenia febril e necessitaram de antibioticoterapia

no periodo de trés anos de desenvolvimento deste projeto.

A suspeita de infeccdo foi definida como: todos aqueles que apresentaram um episodio
de febre >38.3 °C ou dois episodios de febre de 38° C em 24hemvigéncia de neutropenia
(neutrdfilos totais < 500/mma3) e que iniciaram antibioticoterapia empirica e investigacao para

sepse.

Para inclusdo no grupo de casosfoi considerado o episodio de neutropenia febril que
evoluiu com culturais positivos. O grupo controle incluiu pacientes com suspeita de infecgéo

nos quais a hemocultura foi negativa.
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Foi considerado o episodio individual de neutropenia febril. Desta forma, o mesmo

paciente poderia ser incluido mais de uma vez, tratando-se de eventos distintos.

5.4 PRINCIPAIS VARIAVEIS

1. indice de CD64.
2. Resultado de culturais.

3. Contagem de leucocitos, VHS e PCR.

5.5 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

CRITERIOS DE INCLUSAO

1. Pacientescom menos de 18 anos.
2. Pacientes neutropénicos com contagem absoluta de neutrofilos <500/mms3 ou com
contagens entre 500/mm?3 e 1000/mm3 que evoluiram com um declinio de <500/mms3.

3. Um episodio de febre >38.3°C ou dois episodios de febre de 38° C em 24h.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

1. Pacientes em quimioterapia com febre, porém contagem absoluta de neutréfilos
>1000/mms3.
2. N&o aceitar participar do estudo.
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5.6 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS.

Foram obtidas amostras de sangue periférico (0,5ml) apds o primeiro episddio de febre

no momento da coleta dos culturais.

As amostras de sangue foram imediatamente transportadas ao laboratério de citometria
de fluxo do HCPA (Laboratério de Hematologia Clinica) em horérios uteis, ou foram
refrigeradas a (4°C) quando coletados a noite ou em finais de semana (as amostras podem ficar

refrigeradas até 48h, conforme orientacdo do fabricante).

As amostras foram transportadas do laboratério da Santa Casa de Misericoridia para o
laboratério do HCPA em recipiente apropriado (térmicamente isolado e identificado),
conforme as normas de biosseguranca da ANVISA (Agéncia nacional de Vigilancia Sanitaria)

para transporte de material bioldgico.

A expressdo do CD64 nos neutrofilos foi medida por citometria de fluxo quantitativa
com um citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, NY, EUA) com a utilizagdo do

kit Leuko64 (TrilliumDiagnostics, LLC, Me, EUA).

Este kit é composto por trés anticorpos especificos para CD64 (clones 22 e 32.2,
ambos conjugados com FITC(isotiocianato de fluoresceina). A preparacdo da amostra foi
realizada conforme orientacdo do laboratorio produtor do kit. Com o objetivo de melhorar a

qualidade do exame, foi realizada a concentracdo dos leucdécitos (Buffycoat).

O método de concentracdo de leucdcitos consiste em concentrar os elementos
celulares, de modo a facilitar a analise dos neutrofilos na populagéo leucopénica(SANTOS,

BANDEIRA et al. 2009).
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As amostras foram separadas em tubos de Fischer, centrifugadas por 12 minutos a
1500G por duas vezes. Depois da centrifugacdo, a nuvem de leucocitos foi separada com
pipetas de Pasteur e por fim foi realizada a contagem de leuctcitos no analisador
hematoldgico.Apos, as hemacias foramlisadas com uma solugéo de lise padrdo. Adicionamos
0 reagente C(beads fluorescentes) e por fim realizamos a quantificagdo com o citbmetro de

fluxo.

Na etapa da quantificacdo do CD64, as células (neutréfilos) foram analisadas no
citbmetro de fluxo FACScalibur® (BD Bioscienses, San Jose, Calif, USA) com o Kkit
Leuko64™ (TrilliumDiagnostics, Brewer, Me, USA), que consiste em uma imunofenotipagem

quantitativa por citometria de fluxo através da reacdo Ag-Ac com “beads” fluorescentes.

O kit é composto por trés anticorpos monoclonais com especificidade para CD64
(ambos conjugado com isotiocianato de fluorisceina - FITC) e CD163 (clone Mac2-158,
conjugado phycoerythrin - PE), por um reagente lisante concentrado e por uma suspenséo
fluorescente “bead”, que é usada para calibracdo e padronizacdo do aparelho para a expressao

de CD64 e CD163 em leucdcitos no sangue de humanos.

O preparo da amostra consistiu de: 50uL de sangue total foi colocado para incubar 15
minutos em temperatura ambiente ao abrigo da luz com 50uL do reagente A (composto por um
coquetel de anticorpos monoclonais anti-CD64 FITC mais o anticorpo monoclonal anti-CD163
PE). Apos, foi adicionado 1,0mL de solucdo TrilliumLyse e novamente se incubou por 15
minutos em temperatura ambiente na cadmara escura. Em seguida, se adicionou 5,0uL do

reagente C (Leuko64 beads) e adquiriu-se 100.000 eventos no citbmetrode fluxo dentro de 24h.
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Os linfocitos foram utilizados como controle interno negativo (CD64<1,0) e os
monocitos como controle interno positivo (CD64>1,0). Os resultados das amostras (CD64
polimorfonuclear - PMN) s6 foram considerados fidedignos se o controle interno positivo e o

negativo atingissem os valores esperados.

5.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados descritivos, como idade e sexo foram sumarizados em média e frequéncias
simples. Para analisar o potencial do indice de CD64 em predizer uma hemocultura positiva

foi utilizada curva ROC.

Para a correlacdo das variaveis leucécitos,VSG e PCR com o indice de CD64 e com a
hemocultura foi usado o teste de Mann-Whitney. Para analisar a existéncia de relacdo entre a
evolucdo linear dos valores do PCR com os resultados dos culturais foi utilizado um teste chi-

quadrado (x2) de Pearson.

Todas as analises foram feitas utilizando-se do programa SPSS versdo 22.0P <0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.

O célculo do tamanho amostral foi baseado em dados prévios da literatura (ICARDI et
al., 2009) e para detectar uma diferenca no indice de CD64 de 2,4 +- 1,98 para 0s negativos e
4,8+4,28 para 0s positivos, considerou-se o poder de 90% e o nivel de significancia de 0,05

sendo necessarios 78 episodios de neutropenia (60 negativos e 18 positivos).
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5.9 ASPECTOS ETICOS

O presente projeto foi realizado através de amostras de sangue de pacientes em
quimioterapia. As amostras foram coletadas simultaneamente aos exames de rotina. Portanto,
ndo houve necessidade de expor os pacientes a nenhum novo procedimento. Foram respeitados

0s principios de pesquisa em seres humanos.

As medidas para protegdo ou minimizacdo dos desconfortos e riscos resumiram-se a
restringir 0 acesso aos dados obtidos durante a pesquisa apenas aos pesquisadores e aos
envolvidos durante a coleta de dados. Os pesquisadores assinaram um termo de compromisso

de confidencialidade.

Apos explicacdo detalhada dos possiveis riscos e beneficios do trabalho aos pacientes
Ou aos seus responsaveis, o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi aplicado.

(Anexo 1).

S6 foram incluidos pacientes cujos pais ou responsaveis tenham assinado o termo de

consentimento. Todos os pacientes que receberam o TCLE aceitaram participar do estudo.

6.0RCAMENTO

Foram utilizados dois kits de reagentes para CD64. O custo dos reagentes de CD64 foi
subsidiado pelo FIPE. O hemograma, VSG, PCR e os culturais foram coletados rotineiramente
pela equipe assistente, ndo incorrendo, portanto em gastos extras para a realizacdo deste

trabalho.
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7. RESULTADOS

DESCRICAO DA POPULACAO

As tabelas e as figuras descrevem os dados obtidos apds a analise.No total foram
analisados 71episddios de neutropenia na amostra. Para melhor analise, foram excluidos 4
pacientes por apresentarem hemocultura positiva para fungos.Com relagdo as perdas, 3
eventos foram excluidos por ndo terem sido analisados no tempo previsto. 64 pacientes

preencheram os critérios de inclusao e foram elegiveis para o estudo.

Foi possivel observar que a idade média dos participantes da pesquisa foi de 7,6 anos,
com um desvio-padrdo de 5,1 anos. A distribuicdo por género também foi equilibrada, sendo
28 episodios em meninos(43,8%) e 36 em meninas (56,3%)(Tabelal).Dos 64episédios
incluidos no estudo, 13foram relativos a pacientes que apresentaram mais de dois episodios
distintos de neutropenia e foram classificados como eventos distintos, sendo, portanto
incluidos mais de uma vez no estudo.Dos 64eventos de neutropenia incluidos, 14

apresentaram hemoculturas positivas e 50 negativas (Tabelal).

Tabela 1 — Caracteristicas da amostra

Distribuicdo da populacéo por idade, sexo e cultural

Idade média 7,6(DP 5,1)
Sexo
Masculino 28(43,8%)
Feminino 36(56,3%)

Hemoculturas
Positivo 14 (21%)

Negativo 50 (79%)
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Com relacdo ao indice de CD64, no grupo positivo, a mediana foi de 2,71 com
intervalo interquartilico de 1,87. E possivel observar, no histograma da figura 4, que a grande

maioria dos episodiosdo grupo positivo evoluiu com indice <4.

Histograma

Hemocultura positiva

Y=ASHMCSCOM®=T

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00

Figura 4: Histograma de frequéncia de culturais positivos e o indice de CD64

No grupo das hemoculturas negativas, a mediana foi de 1,76 com intervalo
interquartilico de 2,9(Tabela2). E possivel observar, no histograma da figura 2, que a grande
maioria dos eventosdo grupo negativo evoluiu com indice >1, com alguns evoluindo com

indices <4.
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Tabela 2 — Estatisticas descritivas do Indice de CD64 por grupo

indice de CD64

Hemocultura positiva

Mediana 2,1 Var=3,9
Minimo 0,24
Maximo 8,06

Intervalo interquartilico 1,87

Hemocultura negativa

Mediana 1,76 Var=5,02
Minimo 0,24
Maximo 12,4

Intervalo interquartilico 2,9

Para avaliar a normalidade foi utilizado o teste deKolmogorov-Smirnov.
E possivel observar, no histograma da figura 5, que a grande maioria dos episodios do

grupo negativo evoluiu com indices <5.

Histograma

Hemocultura negativa
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Figura 5: Histograma de frequéncia de culturais negativos e o indice de CD64
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Na tabela 3 podemos observar a distribuicdo das doencas de base dos episddios de
neutropenia, sendo que 45 dos episddios ocorreram em pacientes com neoplasias hematolégicas
e 19 com tumores so6lidos. No grupo das doencas hematoldgicas, 9 apresentaram hemoculturas
positivas e 36 negativas,enquanto que os pacientes do grupo de tumores solidos, 5evoluiram

com hemocultura positiva e 14 com hemocultura negativas.

Tabela 3— Doencas de base e resultados nas hemoculturas

Resultado das Hemoculturas
Doencas — - Total
Positivo Negativo

Neoplasias

0 0
hematolégicas 9(20%) 36(80%) 45

Tumores sélidos 5(26%) 14(74%) 19

Observamos que houve o crescimento de Staphylococcuscoagulase negativo em 3
episddios, Escherichia coli em 2,Pseudomonasaeruginosa em 2, Klebsiellapneumoniae em 2,
Enterobactercloacae em 1, Haemophilus sp.em1, Streptococcusdysgalactiae eml, S.

hominis em 1, Raulstoniamannitolilytica em1(Tabela4).

Tabela 4—- Microorganismos isolados nos culturais

Espécies n
Staphylococcuscoagulase negativo 3
Escherichia coli 2
Pseudomonasaeruginosa 2
Klebsiellapneumoniae 2
Enterobactercloacae 1
Haemophilussp. 1
Streptococcusdysgalactiae 1
S. hominis 1
Raulstoniamannitolilytica 1
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RESULTADO DA ANALISE ESTATISTICA.

Na figura 6, foram analisadas curvas ROC para todas as varidveis envolvidas neste

estudo. Neste grafico é possivel observar que todaspassaram pelo campo negativo e também

pelo campo positivo a0 menos uma vez, 0 que sugere quenenhuma das varidveis em questéo foi

capaz de predizer o resultado dos culturais. Na tabela 5 podemos observar os resultados

referentes aArea sob a Curva (AUC).

Curva ROC
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Figura 6: Curva ROC avaliando a capacidade de o indice de CD64, PCR, Leucdcitos e Neutréfilos em prever o resultado de

uma hemocultura.
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Tabela 5- Area sob a Curva ROC

AUC (Area Under the Curve)

Area Significancia assintotica

CD64 0,491 0,914
PCR 0,529 0,741
Leucocitos 0,535 0,692
Neutrofilos 0,548 0,585

Tabela 6- Categorizacdo do indice de CD64 comparado com as hemoculturas

indice de Cd64 e hemoculturas

Hemocultura Total
indice de CD64 positivo negativo
categorizado
positivo 9 29 38
negativo 5 21 26
Total 14 50 64

O indice de CD64 foi categorizado considerando-se positivo quando>1,19 e negativo se
<1,19 (ICARDI et al., 2009). Observamos as medidas de eficacia do exame: Sensibilidade de
64,3%, especificidade de 42% com valor preditivo positivo de 23,7% e valor preditivo negativo

de 80%(Tabela 6 e Tabela 8).
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Tabela 7 — Categorizacdo do PCR comparado com as hemoculturas

PCR categorizado e hemoculturas

Hemocultura Total
PCR positivo negativo
categorizado
positivo 10 34 44
negativo 4 16 20
Total 14 50 64

O PCR foi categorizado com base no valor de referéncia do laboratério que realizem
positivos se > 4 e negativos se < 4.0bservamos as medidas de eficacia do exame: Sensibilidade
de 71,4%, especificidade de 32% com valor preditivo positivo de 22,7% e valor preditivo

negativo de 80%(Tabela 7 e Tabela 8).

Tabela 8— Medidas de eficacia do indice de CD64 e PCR

Porcentagens de eficacia

indice de CD64 PCR
Sensibilidade 64,3% 71,4%
Especificidade 42% 32%
Valor preditivo positivo 23,7% 22, 7%
Valor preditivo negativo 80,8% 80%
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Ao correlacionarmos o indice de CD64 e o resultado da hemocultura, obtivemos um

resultado de teste bi-lateral de 0,63. N&o houve relacionamento entre ambos (Figura 7 e

Tabela9).
Hemocultura
negativo positivo
1500 N =50 N=14 —15.00
Mean Rank=32.75 Mean Rank= 31.61

10.007 —10.00
2 S
=] _| =]
O 500 —so0 &

0.00 .00

Frequencia Frequencia

Figura 7: Teste de Mann-Whitney indice CD64 e Hemoculturas

Na figura 8 e tabela 9, quando observamos a correlacéo entre 0 CD64 e o PCR categorizado,

obtivemos um resultado de teste bi-lateral de 0,84.Néao houve relacionamento entre ambos.
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Figura 8: Teste de Mann-Whitney CD64 e PCR-categorizado.

Ao analisarmos a correlacdo entre 0 CD64 e o valor do VSG, obtivemos um resultado de teste
bi-lateral de 0,02. Porém, considerando a expressiva quantidade de testes com valor zero de VSG, este

resultado provavelmente deve-se ao acaso (Figura 9 e Tabela9).

VSG_Cat
negativo positivo
15.00— N= &5 N=g —15.00
Mean Rank=31.15 Mean Rank=40.78

10.00 —10.00
2 8
O 5.00 —so0 &
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I I I I I I I I I I I
250 200 13.0 10.0 a0 0.0 5.0 10.0 13.0 200 250

Frequencia Frequencia

Figura 9:Teste de Mann-Whitney CD64 e VSG-categorizado.
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A correlacédo entre o resultado da hemocultura e 0 nimero de leucdcitos evidenciou um
resultado de teste bi-lateral de 0,48, o que sugere ndo haver relacionamento entre ambos

(Figura 10 e Tabela9).

Hemocultura

negativo positivo
50,000.00— I=50,000.00
M= 50 M=14
40,000 .00 Mean Rank= 31.82 | Mean Rank= 34 57 —40,000.00
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‘8 20,000.00 F20,00000 S
= 2,
@ 10,000.00— ' —10,00000 &
— ]
0.00 H0.00
-10,000.00— | | | | | | | | | | ~10,000.00
0.0 400 300 200 100 0.0 100 200 300 40.0 0.0
Frequencia Frequencia

Figura 10: Teste de Mann-Whitney Leucdcitos e Hemoculturas.

Quando observada a correlagdo entre a hemocultura e o valor da PCR, n&o foi possivel

observar uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos(Figura 11 e Tabela9).

Hemocultura
negativo positivo
£00.00 N=50 N=14 —600.00
Mean Rank= 32.00 Mean Rank= 34.29
400.00— —400.00
[« o
o o
Q. 200.00- —200.00 2
0.00 —0.00
| | | | | | |
300 200 10.0 0.0 100 200 300
Frequencia Frequencia

Figura 11:Teste de Mann-Whitney PCR e Hemoculturas.
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Relativo a correlacdo entre as hemoculturas e o valor do VSG, ndo foi possivel

evidenciar diferencas significativas entre os grupos (Figura 12 e Tabela 9).

Hemocultura

negativo positivo
&0.00 N=580 N=14 —50.00
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Figura 12: Teste de Mann-Whitney VSG e Hemoculturas.
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Tabela 9 — Expressado de CD64 e hemocultura

Comparagcdes entre 0s grupos

U =362
CD64 e Hemocultura Teste bi-lateral: 0,20
U =357

CD64 e PCR categorizado Teste bi-lateral: 0,53

CD64 e VSG categorizado U =173
Teste bi-lateral: 0,15

U =321

Hemocultura e Leucécitos .
Teste bi-lateral: 0,64

U =325

Hemocultura e PCR Teste bi-lateral: 0,68

U =334

Hemocultura e VSG Teste bi-lateral: 0,70

Quando observamos o aumento linear nos valores da PCR, ndo conseguimos evidenciar

diferenca estatistcamente significativa entre os grupos positivo e negativo (Tabela 10).

Tabela 10 — Percentis dos Valores de PCR e Hemocultura

Valores lineares do PCR distribuidos em percentis e hemocultura

Hemocultura

Valores lineares Percentis

do PCR em mg/L Positivo Negativo total
Oal 4 15 19
2a32.95 2 11 13
32,96 a 114 3 13 16
>114,01 5 11 16

Total 14 50 64

51



Para analisar a existéncia de relacdo entre a evolucdo linear dos valores do PCR com os
resultados dos culturais foi utilizado um teste chi-quadrado (2) de Pearson, obtendo-se um

p=0,74.
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8.DISCUSSAO

O estado de neutropenia febril coloca o paciente em risco de choque séptico,
frequentemente com poucas manifestacdes clinicasevidentes no momento mais inicial da
doenca. Deste modo, os esforcos em diagnosticar a positividade de hemoculturas
precocemente neste paciente sdo de suma importancia. A0 serem expostos a patdgenos, 0s
neutrofilos ficam ativados, e é possivel observar este estado tardiamente através de microscopia
Optica, ao visualizarmos as granulagdes toxicas.

Porém, com a analise por citometria de fluxo da expressdo de marcadores de superficie,
podemos evidenciar o estado de ativacdo neutrofilica de forma mais precoce ainda
(LIVADITIet al., 2006).Nos altimos anos, o foco de diversos estudos para identificar estes
tipos de biomarcadores deinfeccdo bacterianatém sido no receptor CD64 na superficie dos
neutrdfilos.

A elevacdo do indice de CD64 em um estudo com amostragem limitada em pacientes
adultos com sepse grave teve uma sensibilidade comparavel a da procalcitonina, porém, com
melhor especificidade(CARDELL et al., 2008).  Outro estudo com a quantificacdo do CD64
também foi capaz de correlacionar a progressdo na gravidade da sepse em pacientes
adultos(LIVADITIet al., 2006). Ambos os estudos foram considerados pequenos, pois
utilizaram uma amostragem de pacientes relativamente baixa.

Um estudo prospectivo publicado recentemente utilizando o CD64 no contexto da
UTINeoincluiu 700 pacientes e realizou mais de mil avaliacbes de sepse. Nesta populacéo, a
prevaléncia de sepse foi baixa (5%) e amaioria dos casos esteve relacionada ao
desenvolvimento tardio de sepse.A elevacdo da expressdao do CD64 nos neonatos evidenciou

uma sensibilidade de 75% e uma especificidade de 77%(STREIMISHet al., 2012).
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Outro estudo observou que a area sob a curva ROC (0,903) evidenciou a capacidade do
indice de CD64 em prever a positividadae dos culturais com a sensibilidade e especificidade de

91,7 % e 88,9 %, respectivamente. (SONI et al., 2013).
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No presente estudo avaliamos a utilidade do CD64 para prever a positividade da
hemocultura. Avaliamos também a associacdo da magnitude do indice de CD64 com
hemoculturas positivas. A correlagdo do indice de CD64 com os valores do PCR e do VSG foi
analisada.Forma registradas tambémmedidas de eficicia tanto do indice de CD64 quanto da
PCR.

A mediana do indice de CD64 encontrada foi semelhante nos dois grupos. Assim
como os testes de Mann-Whitney e curva ROC(0,491)ndo foram capazes de evidenciar
relagdo entre o valor do indice de CD64 e a positividade das hemoculturas. O indice de CD64

também ndo se mostrou correlacionado com a positividade da PCR.

Quando categorizado, considerando-se positivo quando>1,19 e negativo se <1,19,
observamos que as medidas de eficacia do exame(sensibilidade de 64,3% e especificidade de
42%) foram inferiores as descritas na literatura(STREIMISHet al., 2012). Deste modo 0s
resultados encontrados neste estudo estdo em desacordo com dados previamente relatados na

literatura(ICARDI et al., 2009), em populac6es de pacientes ndo neutropénicos.

N&do existem dados na literatura que avaliem o CD64 em populacdo especifica de
neutropénicos. Com isso indice de CD64 ndo se mostrou adequado para avaliar a positividade

de infeccdo nesta populacédo especifica de pacientes com neutropenia febril.

Esta discordancia pode ser por ndo termos alcancado o n calculado, entretanto a
auséncia de uma tendéncia sugere que o aumento da amostra ndo resultaria em melhores
resultados. Neste estudo, nos obtivemos apenas 64 pacientes, sendo 50 do grupo negativo e 14
do grupo positivo. O percentual de hemoculturas positivas observado neste estudo foi de 20%,

0 que € condizente com a literatura.
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E possivel quemuitos casos negativos também sejam de causa bacteriana, Por este
motivo o delineamento foi caso controle e a ndo evidencia de maior expressdo de CD64

poderia justificar a baixa sensibilidade do método.

O estado dos neutrofilos ap6s a exposicdo a quimioterapia também pode ter
influenciado o resultado observado. Em pacientescom cancer de mama que receberam
quimioterapicos, houve uma supressao na capacidade migratéria do neutr6filo(MENDONCA
et al., 2006, MENDONCA et al., 2014). Deste modo, a toxicidade dos quimioterapicos pode
ter exercido influéncia na capacidade de ativacdo dos neutrofilos nas criancas avaliadas e com

isso também ter influenciado no resultado encontrado.

Quando analisamos os valores lineares da PCR entre os grupos com hemocultura
positiva e negativa, nao foi possivel observar que houve diferenca estatisticamente significativa
entre estes. Isto € sugestivo de que a elevacdo numérica deste valor ndo esteja correlacionada
com a presenca de infeccdo bacteriana. Este dado estd em acordo com dados publicados

anteriormente(KASSAM et al., 2009).
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9.CONCLUSOES

Neste estudo ndo se evidenciou relacdo entre o valor do indice de CD64 e a positividade
das hemoculturas. Além disso, o indice de CD64ndo se correlacionoucom a positividade do
PCR. Portanto, em discordancia com dados publicados para populacdes de pacientes néo-
neutropénicos, o indice de CD64 ndo se mostrou adequado para prever a positividade de
culturais nesta populacdo especifica de pacientes com neutropenia febril e assim foi falho em
caracterizar pacientes com maior risco de infeccdo bacteriana.

Com relagdo ao PCR, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os valores
de PCR nos grupos de hemoculturas. Este dado sugere que a elevacdo numeérica deste valor ndo
é indicativo isolado de positividade de culturais nos pacientes neutropénicos.

O PCR é frequentemente utilizado como um teste qualitativo, sendo considerados
valores >4 positivos e abaixo disso negativos. E um indicador extremamente sensivel de
inflamacdo sendo Util para avaliar a presenca ou a auséncia de processo inflamatério. Porém,
quando ndo se mostrou adequado quando utilizado de forma quantitativa para prever a

positividade de uma hemocultura em criangas com neutropenia febril.
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RESUMO

A infeccdo € uma das principais causas de morte em pacientes com doenca oncologica. Esta
frequentemente apresenta-se como febre associada aneutropenia O reconhecimento precoce de
processos infecciosos em pacientes neutropénicos € dificultado pelo fato destes poderem ter
apresentacdes clinicas variadas e ndo especificas. Por isso, 0 suporte de exames diagnésticos é
crucial para o correto diagnoéstico nesta situa¢do. O CD64 € um marcador de superficie de neutrdéfilos,
detectavel por exame de citometria de fluxo e que é pouco expressado em neutréfilos nao
sensibilizados. Quando o neutréfilo é exposto a TNF-alfa e outros mediadores inflamatérios, este
marcador passa a ser ativado e é mensurado através da expressao do indice de CD64. Este trabalho
avaliou a existéncia de relacéo entre o valor do indice de CD64 no primeiro dia de neutropenia febril
com a positividade da hemocultura. A correlagdo com outros parametros, como niimero de leucécitos,
PCR e VSG também foi avaliada. Este estudo foi do tipo casos e controles, prospectivo, diagnéstico,
incluindo 64 pacientes, sendo o grupo de casos( n=14) definido como aquele com hemoculturas
positivas e o controle( n=50) com hemoculturas negativas. A mediana do indice de CD64 no grupo de
casos foi de 2,1 (0+3,9) e para o grupo controles foi de 1,76(c+5,02). Os testes de Mann-Whitney
ndo foram capazes de evidenciar relagdo entre o valor do indice de CD64 e a positividade das
hemoculturas. O indice de CD64 também n&o se mostrou correlacionado com a positividade do PCR.
A curva ROC néo evidenciou que o Indice de CD64 foi capaz de prever a positividade de uma
hemocultura. Com relacdo as medidas de eficcia, tivemos: Sensibilidade de 64,3%, especificidade
de 42% com valor preditivo positivo de 23,7% e valor preditivo negativo de 80%. O valor linear do
PCR néo apresentou diferencga estatisticamente significativa entre os grupos das hemoculturas. Para
0 PCR as medidas de eficacia do exame foram: Sensibilidade de 71,4%, especificidade de 32% com
valor preditivo positivo de 22,7% e valor preditivo negativo de 80%. Em desacordo com a literatura, o
indice de CD64 se mostrou inadequado para prever a positividade de hemocultura nesta populacéo
especifica de pacientes com neutropenia febril. O valor linear da PCR também n&o foi capaz de
prever a positividade dos culturais nos neutropénicos febris. Deste modo, ambos os exames ndo séo
adequados para prever positividade de culturais em criangas neutropéncias febris.

Unitermos: sepse, neutropenia febril, indice de CD64, citometria de fluxo, PCR.
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Is the CD64 expression capable of predicting a positive blood cultural in patients with febrile
neutropenia?

ABSTRACT

Infection is one of the main causes of death in patients with neoplastic disease . This condition often
presents as fever with neutropenia, better known as "febrile neutropenia." Early recognition of infectious
processes in neutropenic patients is hampered by the fact that these may have dissimilar and non-
specific clinical presentations, Thus, laboratory exams have an important role in diagnosing those
patients. The CD64 is a neutrophil surface marker, detectable by flow cytometry tests, and is not
expressed in non-sensitized neutrophils. When the neutrophil is exposed to TNF-alpha and other
inflammatory mediators, it is activated and is measured via the CD64 index. This paperevaluated the
existence of a relationship between the index value of CD64 on the first day of febrile neutropenia with a
positive blood culture. The correlation with other parameters such as white blood count, CRP and ESR
was also evaluated. This is a cases-control, prospective, diagnosis study that included 64 episodes of
neutropenia. The cases group(n=14) was defined by those with positive blood cultures and the
control(n=50) one with negative blood cultures. Because it is a non - parametric variable, we used the
Mann-Whitney correlation test to relate the index of CD64 with the result of blood culture in each group
and with the other variables. A ROC (Receiver Operating Characteristic) curve was used to assess the
competence of the CD64 index to predict the outcome of blood culture. The median rate of CD64 in the
case group was 2,1 (g+3,9) and controls for the group was 1,76(g+5,02). The Mann-Whitney tests

were not able to show the relationship between the value of CD64 index and the results of blood
cultures. The CD64 index was also not correlated with the positivity of CRP. The ROC curve did not
show that the CD64 index was able to predict the positivity of blood culture. Regarding efficacy
measurmements, sensibility was 64,3%, specificity 42%, positive predictive value 23,7% and negative
predictive value 80%. The linear value of CRP showed no statisticallysignificant differencebetween the
groupsof blood cultures. For CRP, the efficacy measurements were sensibility 71,4%, specificity 32%,
positive predictive value 22,7% and negative predictive value 80%. ThereforeCD64 index was not
suitable to predict the positivity of blood cultures in this specific population of patients with febrile
neutropenia. Also thelinearvalues of CRP showed no statistically significant difference between the
blood culture groups. Hence, both exams should not be used in order to predict positivity of cultural in
neutropenic febrile childen.

Keywords:sepsis, febrile neutropenia, Antigens CD64,flow cytometry, C reactive protein
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INTRODUCAO

O tratamento do cancer infantil € uma das grandes histérias de sucesso dos cuidados de
salide no final do século 20 (MOSCUCCIet al., 2009). Porém, uma em cada 25 criangas com cancer
vai morrer devido a complicacbes da terapia: trata-se de uma em cada seis mortes (HARGRAVE et
al., 2001, FREYCON et al., 2008). Esta frequentemente apresenta-se como febre com neutropenia,

mais conhecido como “neutropenia febril” (HANN et al., 1997).

O isolamento de bactérias em fluidos corporais, geralmente sangue, € o método mais
especifico para diagnéstico de sepse nestes pacientes. Alguns estudos mostraram que a incidéncia
de choque séptico em criangas neutropénicas febris com culturais positivos € de aproximadamente
19% e que 83% dos pacientes que necessitaram de cuidados intensivos apresentam culturais

positivos (HOFFMEYER et al., 1997, EGYED et al., 2006, SCHEINEMANN et al., 2010).

O diagndstico mais precoce de uma infeccdo nestes pacientes possibilita o inicio imediato da

antibiéticoterapia e consequentemente, uma melhora na sobrevida(PHILLIPS et al., 2007).

Existem evidencias que a contagem de leucdcitos neste contexto possui pouco valor para
diferenciar o tipo de infeccdo em todos os grupos de neutropénicos. Porém, alguns estudos
mostraram que uma contagem absoluta de neutréfilos menor que 100/mm3 €& um preditor

independente de sepse em pacientes neutropénicos graves (HAKIM et al., 2010).

Tanto a PCR quanto a procalcitonina sdo proteinas produzidas na resposta inflamatéria.
Ambas sdo bastante utilizadas na pratica clinica para diagnosticar e manejar pacientes com sepse.O
fato de os niveis de PCR aumentarem durante a fase aguda do processo inflamatério fez com que
esta proteina fosse utilizada na clinica para evidenciar a presenca de processos infeccioso-

inflamatérios ativos, principalmente no contexto da pediatria(JAYE & WAITES, 1997).

A proteina C reativa (PCR) possui resultados controversos, com sensibilidade e especificidade

limitadas(AVABRATHA et al., 2009, KASSAM et al., 2009, SPASOVA et al., 2009). Ela

parece ser melhor utilizada no inicio do processo inflamatério, geralmente nas primeiras 24h. Neste
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contexto, possui uma sensibilidade maior do que quando utilizada no diagnéstico tardio da sepse

(HOFER et al., 2012).

O CD64 é uma glicoproteina de membrana que intermedia a endocitose, a fagocitose, a
toxicidade celular anticorpo-dependente, a liberagdo de citocinas e a geracdo de superoxido. Ele é

expresso regularmente nas superficies de mondcitos e macréfagos (DAVIS 2005).

Em neutréfilos sem estimulacdo, o CD64 de superficie do neutrofilo € expresso em uma
quantidade muito baixa. Entretanto, esta expressdo € aumentada de forma quantitativa durante

episddios de infeccéo e/ou sepse (QUAYLE et al., 1997).

Isto ocorre pelo poder de estimulagdo que as citocinas inflamatérias exercem sobre os
neutréfilos. O aumento na densidade da expressdo do CD64 ocorre de maneira proporcional ao

estimulo das citocinas e permanece estavel por 24h (HOFFMEYER et al., 1997).

Apbs a estimulacado dos receptores, os neutrdéfilos ativados sdo entdo mobilizados para o local
de inflamacé&o, onde eles encontram sinais que irdo induzir a formacgéo de pseudopos para fagocitose e
iniciar a liberacdo de espécies reativas de oxigénio, que por fim levardo a eliminacdo do patégeno

(HALLET & LLOYDS 1995).

Recentemente observou-se que era possivel utilizar a expressdo de antigenos de superficie
dos leucdcitos como marcador para sepse em pacientes de UTI adultos e de UTI-Neo com
sensibilidade e especificidade satisfatoria (GROSELJ-GRENC et al., 2009, ICARDI et al., 2009,

ZEITOUN et al., 2010).

Avangos tecnologicos no campo da citometria de fluxo tornaram possivel quantificar a
expressdo de CD64 de forma rapida, com precisdo, com minimos volumes de amostras sangiineas,

aproximadamente 0,5 ml de sangue.

Sabe-se que em adultos, um indice de CD64 <1,19 é preditivo de hemoculturas negativas. Um
indice >1.19 é preditivo de diagnéstico de culturais positivos com uma sensibilidade e especificidade
de 94.6% e 88.7% respectivamente. Os valores preditivos negativos foram 89.8% e 94% (ICARDI et

al., 2009).
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A relevancia do estudo de marcadores precoces de sepse, a exemplo do CD64 é importante ,
pois permite 0 inicio mais precocemente possivel da terapia ,alem adequar o numero de dias aos

quais os pacientes sdo expostos a antibidticoterapia..

Com isso, um exame que tenha a capacidade de definir um grupo de alto risco de pacientes
neutropénicos com febre pode ser extremamente (til, ndo somente no diagnostico precoce, mas

também no acompanhamento e manejo destes pacientes (SCHUTTRUMPF etal., 2003).

A expressdo de CD64 foi pouco estudada em pacientes neutropénicos. Apesar de haver uma
indicacao na bula do fabricante do produto com relacédo a utilizacdo em pacientes neutropénicos, nédo
encontramos nenhuma referéncia na literatura a utilizagcdo deste marcador em neutropénicos de

gualquer tipo, muito menos em criancas neutropénicas febris.

O escopo do presente estudo é observar se a expressao de CD64 nos neutrdéfilos (um indice
sensivel, rpido e de facil realizagdo) poderia ser Util para a populacdo em questdo. Além disso,
objetivamos também analisar o perfil hematolégico dos pacientes e observar o comportamento da

PCR com relacdo aos grupos de culturais.

METODOLOGIA

Este é um estudo prospectivo, diagnéstico, do tipo casos e controles que avaliou
pacientesentre zero e 18 anos e internados no Servico de Hematologia Pediatrica no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre e no Hospital da Crianca Santo Anténio.Foram selecionados 71episodios de
neutropenia febril em pacientes em tratamento quimioterapico independente da doenca onco-
hematologica de base e que necessitaram de antibioticoterapia no periodo de trés anos de
desenvolvimento deste projeto.Destes, 64 foram elegiveis para o estudo. Todos o0s pacientes e seus

responséaveis assinaram o TCLE e o estudo foi aprovado nas instituicbes sob 0 numero 100559.

A suspeita de infeccdo foi definida como a presenca de um episodio de febre >38.3 °C ou
dois episédios de febre de 38° C em 24h, em vigéncia de neutropenia (neutrdfilos totais < 500/mm3) e
que iniciaram antibioticoterapia empirica para sepse. O diagnéstico de sepse para inclusao no grupo

de casos foi considerado positivo quando da presenca de culturais positivos.
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O grupo sem sepse incluiu pacientes com suspeita de infeccdo nos quais a hemocultura foi
negativa. Foi considerado o episddio individual de neutropenia febril. Desta forma, 0 mesmo paciente
poderia ser incluido mais de uma vez. Além da expressédo de CD64 e resultados das hemoculturas
forma avaliados a contagem de leucécitos, VHS (velocidade de hemossedimentacdo) e PCR. Com
relagdo aos critérios de inclusdo, incluimos pacientes com menos de 18 anos, pacientes
neutropénicos com contagem absoluta de neutréfilos <500/mm?3 ou com contagens entre 500/mm3 e
1000/mm3 que evoluiram com um declinio de <500/mm?3 associado a um episédio de febre >38.3°C ou
dois episédios de febre de 38° C em 24h. Foram excluidos os pacientes em quimioterapia com febre,
porém contagem absoluta de neutréfilos >1000/mm3, com hemocultura positiva para fungos e também

0s que nao aceitaram participar do estudo

As amostras de sangue periférico (0,5ml) foram obtidas ap6s o primeiro episédio de febre no
momento da coleta dos culturais. A expressdo do CD64 nos neutréfilos foi medida por citometria de
fluxo quantitativa com um citdbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, NY, EUA) com a

utiliza¢é@o do kit Leuko64 (TrilliumDiagnostics, LLC, Me, EUA).

PREPARACAO DAS AMOSTRAS E QUANTIFICACAO DE CD64

A preparagdo da amostra foi realizada conforme orientagdo do laboratério produtor do Kit.
Com o objetivo de melhorar a qualidade do exame e concentrar os elementos celulares, foi realizada a

concentracdo dos leucécitos (Buffycoat).(SANTOS, BANDEIRA et al. 2009).

A populagdo de neutrdfilos foi analisada no citdbmetro de fluxo FACScalibur® (BD Bioscienses,
San Jose, Calif, USA) com o kit Leuko64™ (TrilliumDiagnostics, Brewer, Me, USA), que consiste em
uma imunofenotipagem quantitativa por citometria de fluxo através da reacao Ag-Ac com “beads”
fluorescentes.O kit € composto por trés anticorpos monoclonais com especificidade para CD64 (ambos
conjugado com isotiocianato de fluorisceina - FITC) e CD163 (clone Mac2-158, conjugado
phycoerythrin - PE), por um reagente lisante concentrado e por uma suspensao fluorescente “bead”,

que é usada para calibracdo e padronizacdo do aparelho para a expressdo de CD64 e CD163 em

leucécitos no sangue de humanos.
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O preparo da amostra consistiu de: 50uL de sangue total foi colocado para incubar 15 minutos
em temperatura ambiente ao abrigo da luz com 50uL do reagente A (composto por um coquetel de
anticorpos monoclonais anti-CD64 FITC mais o anticorpo monoclonal anti-CD163 PE). Apds isso, se
adicionou 1,0mL de solucdo TrilllumLyse e novamente se incubou por 15 minutos em temperatura
ambiente na camara escura. Em seguida, se adicionou 5,0uL do reagente C (Leuko64 beads) e

adquiriu-se 100.000 eventos no citdmetro de fluxo dentro de 24h.

Os linfocitos foram utilizados como controle interno negativo (CD64<1,0) e os mondcitos como
controle interno positivo (CD64>1,0). Os resultados das amostras (CD64 polimorfonuclear - PMN) sé

foram considerados fidedignos se o controle interno positivo € 0 negativo atingissem os valores

esperados.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados descritivos, como idade e sexo foram sumarizados em média e frequéncias simples.
Para analisar o potencial do indice de CD64 em predizer uma hemocultura positiva foi utilizada curva
ROC. Para a correlacdo das variaveis leucécitos, VSG e PCR com o indice de CD64 e com a
hemocultura foi usado o teste de Mann-Whitney. Para analisar a existéncia de relacdo entre a
evolucdo linear dos valores do PCR com os resultados dos culturais foi utilizado um teste chi-
quadrado (x2) de Pearson.Todas as andlises foram feitas utilizando-se do programa SPSS versdo

22.0P <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

O caélculo do tamanho amostral foi baseado em dados prévios da literatura (ICARDI et al.,
2009) e para detectar uma diferenca no indice de CD64 de 2,4 +- 1,98 para 0s negativos e 4,8+4,28
para 0s positivos, considerou-se o poder de 90% e o nivel de significancia de 0,05 sendo necessérios

78 episodios de neutropenia (60 negativos e 18 positivos).
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RESULTADOS

No total foram analisados 71 episddios de neutropenia ha amostra. Foram excluidos 4eventos
por apresentarem hemocultura positiva para fungos. Com relagdo as perdas, 3 eventos foram
excluidos por ndo terem sido analisados no tempo previsto. 64 eventos preencheram os critérios de

inclusédo e foram elegiveis para o estudo.

Foi possivel observar que a idade média dos participantes da pesquisa foi de 7,6 anos, com
um desvio-padrdo de 5,1 anos. A distribuicdo por género também foi equilibrada, sendo 28 episddios
em meninos (43,8%) e 36 em meninas (56,3%) (Tabela 1). Dos 64 episédios incluidos no estudo, 13
foram relativos a pacientes que apresentaram mais de dois episédios distintos de neutropenia e foram
classificados como eventos distintos, sendo, portanto incluidos mais de uma vez no estudo. Dos 64

eventos de neutropenia incluidos, 14 apresentaram hemoculturas positivas e 50 negativas (Tabela 2).

Com relacdo ao indice de CD64, no grupo positivo, a mediana foi de 2,71 com intervalo
interquartilico de 1,87.No grupo das hemoculturas negativas, a mediana foi de 1,76 com intervalo

interquartilico de 2,9 (Tabela 2).

Na tabela 3 podemos observar a distribuicdo das doencas de base dos episédios de
neutropenia, sendo que 45 dos episddios ocorreram em pacientes com neoplasias hematolégicas e 19
com tumores solidos. No grupo das doencas hematoldgicas, 9 apresentaram hemoculturas positivas e
36 negativas, enquanto que os pacientes do grupo de tumores sélidos, 5 evoluiram com hemocultura

positiva e 14 com hemocultura negativas.

Observamos que houve o crescimento de Staphylococcuscoagulase negativo em 3 episédios,
Escherichia coli em 2, Pseudomonasaeruginosa em 2, Klebsiellapneumoniae em 2,
Enterobactercloacae em 1, Haemophilus sp. em 1, Streptococcusdysgalactiae em 1, S. hominis em

1, Raulstoniamannitolilytica em 1 (Tabela 4).
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ANALISE ESTATISTICA.

Na figura 1 e tabela 5, ao analisarmos a curva ROC, o indice de CD64 passou pelo campo
negativo e também pelo campo positivo ao menos uma vez, o que demostrou que o CD64 néo foi

capaz de predizer o resultado da hemocultura(AUC=0,491).

Com relagdo a andlise do teste de Mann-Whitney para correlacionar o indice de CD64 e o
resultado da hemocultura, obtivemos um resultado de teste bi-lateral de 0,20, o que evidencia néao

haver relacionamento entre ambos.(Tabela 8).

Na tabela 8, quando observamos a correlacdo entre o CD64 e o PCR categorizado, obtivemos
um resultado de teste bi-lateral de 0,53, o que evidencia ndo haver relacionamento entre ambos. Ao
analisarmos a correlacdo entre o CD64 e o valor do VSG, obtivemos um resultado de teste bi-lateral de

0,15. (Tabela 8).

Quando observada a correlagdo entre a hemocultura e o valor da PCR, néo foi possivel
observar uma diferenga estatisticamente significativa entre os grupos. (Tabela8)Os percentis dos
valores do PCR néo foram significativamente diferentes entre os grupos, 0 que evidencia que o valor

crescente da PCR néo é capaz de predizer o resultado das hemoculturas. (Tabela 9).

O indice de CD64 foi categorizado considerando-se positivo quando>1,19 e negativo se <1,19
(ICARDI et al.,, 2009). Observamos as medidas de eficdcia do exame: Sensibilidade de 64,3%,
especificidade de 42% com valor preditivo positivo de 23,7% e valor preditivo negativo de 80%(Tabela

6 e Tabela 7).

O PCR foi categorizado com base no valor de referéncia do laborat6rio que realizem positivos
se > 4 e negativos se < 4. Observamos as medidas de eficacia do exame: Sensibilidade de 71,4%,
especificidade de 32% com valor preditivo positivo de 22,7% e valor preditivo negativo de 80%(Tabela

7).
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DISCUSSAO

O estado de neutropenia febril coloca o paciente em risco de choque séptico, frequentemente
com poucas manifestacdes clinicas evidentes no momento mais inicial da doenca. Deste modo, os
esforcos em diagnosticar a positividade de hemoculturas precocemente neste paciente sdo de suma
importancia. Ao serem expostos a patdgenos, os neutrofilos ficam ativados, e é possivel observar este
estado tardiamente através de microscopia Optica, ao visualizarmos as granulagfes toxicas.

Porém, com a andlise por citometria de fluxo da expressdao de marcadores de superficie,
podemos evidenciar o estado de ativagdo neutrofilica de forma mais precoce ainda (LIVADITI et al.,
2006). Nos ultimos anos, o foco de diversos estudos para identificar estes tipos de biomarcadores de
infeccdo bacterianatém sido no receptor CD64 na superficie dos neutrdfilos.

A elevacao do indice de CD64 em um estudo com amostragem limitada em pacientes adultos
com sepse grave teve uma sensibilidade compardvel a da procalcitonina, porém, com melhor
especificidade (CARDELLI et al., 2008). Outro estudo com a quantificacdo do CD64 também foi capaz
de correlacionar a progressdo na gravidade da sepse em pacientes adultos(LIVADITI et al., 2006).
Ambos os estudos foram considerados pequenos, pois utilizaram uma amostragem de pacientes
relativamente baixa.

Um estudo prospectivo publicado recentemente utilizando o CD64 no contexto da UTINeo
incluiu 700 pacientes e realizou mais de mil avaliagBes de sepse. Nesta populagéo, a prevaléncia de
sepse foi baixa (5%) e a maioria dos casos esteve relacionada ao desenvolvimento tardio de sepse. A
elevacdo da expressdo do CD64 nos neonatos evidenciou uma sensibilidade de 75% e uma
especificidade de 77% (STREIMISH et al., 2012).

Outro estudo observou que a area sob a curva ROC (0,903) evidenciou a capacidade do indice
de CD64 em prever a positividadae dos culturais com a sensibilidade e especificidade de 91,7 % e 88,9

%, respectivamente. (SONI et al., 2013).
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No presente estudo avaliamos a utilidade do CD64 para prever a positividade da hemocultura.
Avaliamos também a associacdo da magnitude do indice de CD64 com hemoculturas positivas. A
correlacdo do indice de CD64 com os valores do PCR e do VSG foi analisada. Foram registradas
também medidas de eficacia tanto do indice de CD64 quanto da PCR.

A mediana do indice de CD64 encontrada foi semelhante nos dois grupos. Assim como 0s
testes de Mann-Whitney e curva ROC(0,491) n&o foram capazes de evidenciar relagcdo entre o valor
do indice de CD64 e a positividade das hemoculturas. O indice de CD64 também n&o se mostrou

correlacionado com a positividade da PCR.

Quando categorizado, considerando-se positivo quando>1,19 e negativo se <1,19,
observamos que as medidas de eficacia do exame (sensibilidade de 64,3% e especificidade de 42% -
tabela 6 e 7) foram inferiores as descritas na literatura(STREIMISH et al., 2012). Deste modo os
resultados encontrados neste estudo estdo em desacordo com dados previamente relatados na

literatura(ICARDI et al., 2009), em populacdes de pacientes ndo neutropénicos.

N&o existem dados na literatura que avaliem o CD64 em populacdo especifica de
neutropénicos. Com isso indice de CD64 ndo se mostrou adequado para avaliar a positividade de

infeccao nesta populagdo especifica de pacientes com neutropenia febril.

Esta discordancia pode ser por ndo termos alcancado o n calculado, entretanto a auséncia de
uma tendéncia sugere que o aumento da amostra ndo resultaria em melhores resultados. Neste
estudo, nds obtivemos apenas 64 pacientes, sendo 50 do grupo negativo e 14 do grupo positivo. O
percentual de hemoculturas positivas observado neste estudo foi de 20%, o que é condizente com a

literatura.

E possivel quemuitos casos negativos também sejam de causa bacteriana, Por este motivo o
delineamento foi caso controle e a ndo evidencia de maior expressdo de CD64 poderia justificar a

baixa sensibilidade do método.

O estado dos neutréfilos apés a exposicao a quimioterapia também pode ter influenciado o
resultado observado. Em pacientes com cancer de mama que receberam quimioterapicos, houve uma

supressédo na capacidade migratoria do neutréfilo(MENDONCA et al., 2006, MENDONCA et al., 2014).
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Deste modo, a toxicidade dos quimioterapicos pode ter exercido influéncia na capacidade de
ativacdo dos neutréfilos nas criancas avaliadas e com isso também ter influenciado no resultado

encontrado.

Quando analisamos os valores lineares da PCR entre os grupos com hemocultura positiva e
negativa, néo foi possivel observar que houve diferenca estatisticamente significativa entre estes. Isto
é sugestivo de que a elevacdo numérica deste valor ndo esteja correlacionada com a presenca de
infeccdo bacteriana. Este dado estd em acordo com dados publicados anteriormente (KASSAM et al.,

2009).

Neste estudo ndo se evidenciou relagéo entre o valor do indice de CD64 e a positividade das
hemoculturas. Além disso, o indice de CD64 nado se correlacionou com a positividade do PCR.
Portanto, em discordancia com dados publicados para populagdes de pacientes ndo-neutropénicos, o
indice de CD64 ndo se mostrou adequado para prever a positividade de culturais nesta populagédo
especifica de pacientes com neutropenia febril.

Com relacdo ao PCR, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os valores de
PCR nos grupos de hemoculturas. Este dado sugere que a elevacdo numérica deste valor ndo é

indicativo isolado de positividade de culturais nos pacientes neutropénicos.
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FIGURAS E TABELAS

Tabela 1 — Caracteristicas da amostra

Distribuicéo da populacédo por idade, sexo e cultural

Idade média 7,6(DP 5,1)
Sexo
Masculino 28(43,8%)
Feminino 36(56,3%)

Hemoculturas
Positivo 14 (21%)

Negativo 50 (79%)

Tabela 2— Estatisticas descritivas do Indice de CD64 por grupo

indice de CD64

Hemocultura positiva

Mediana 2,1

Minimo 0,24

Méaximo 8,06
Intervalo interquartilico 1,87

Hemocultura negativa

Mediana 1,76

Minimo 0,24

Maximo 12,4
Intervalo interquartilico 2,9

Var=3,9

Var=5,02

Para avaliar a normalidade foi utilizado o teste deKolmogorov-Smirnov.
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Tabela 3— Doencas de base e resultados nas hemoculturas

Resultado das Hemoculturas

poencas — . Total
Positivo Negativo

Neoplasias . .

hematol4gicas 9(20%) 36(80%) 45

Tumores solidos 5(26%) 14(74%) 19

Tabela 4- Microorganismos isolados nos culturais

Espécies

Staphylococcuscoagulase negativo
Escherichia coli
Pseudomonasaeruginosa
Klebsiellapneumoniae
Enterobactercloacae
Haemophilussp.
Streptococcusdysgalactiae

S. hominis

Raulstoniamannitolilytica

Tabela 5- Area sob a Curva ROC

AUC (Area Under the Curve)

Area Significancia assintotica

CD64 0,491 0,914
PCR 0,529 0,741
Leucocitos 0,535 0,692
Neutrofilos 0,548 0,585
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Tabela 6 Categorizacao do indice de CD64 comparado com as hemoculturas

indice de Cd64 e hemoculturas

Hemocultura

indice de CD64 positivo negativo
categorizado
positivo 9 29
negativo 5 21
Total 14 50

Total

38

26
64

Tabela 7- Medidas de eficacia do indice de CD64 e PCR

Porcentagens de eficacia

indice de CD64

Sensibilidade 64,3%
Especificidade 42%

Valor preditivo positivo 23,7%
Valor preditivo negativo 80,8%

PCR
71,4%
32%
22,7%
80%

83



Tabela 8 — Expressao de CD64 e hemocultura

Comparagcdes entre 0s grupos

CD64 e Hemocultura

CD64 e PCR categorizado

CD64 e VSG categorizado

Hemocultura e Leucécitos

Hemocultura e PCR

Hemocultura e VSG

U =362
Teste bi-lateral: 0,20

U =357
Teste bi-lateral: 0,53

U=173
Teste bi-lateral: 0,15

U =321
Teste bi-lateral: 0,64

U =325
Teste bi-lateral: 0,68

U =334
Teste bi-lateral: 0,70

Tabela 9 — Percentis dos Valores de PCR e Hemocultura

Valores lineares do PCR distribuidos em percentis e hemocultura

Valores lineares Percentis
do PCR em mg/L

Total

Oal
2a32.95

32,96 a 114

>114,01

Hemocultura

Positivo

4
2
3
5

14

Negativo

15
11
13
11
50

total

19
13
16
16
64
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Curva ROC
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Figura 1: Curva ROC avaliando a capacidade de o indice de CD64, PCR, Leucdcitos e Neutréfilos em prever o resultado de
uma hemocultura.
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12.ANEXOS

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido- 100559

Titulo da pesquisa: UTILIZACAO DO CD64 COMO MARCADOR DE INFECCAO

EM CRIANCAS NEUTROPENICAS FEBRIS

Instituicdo/Departamento: Hematologia pediatrica.

Prezado(a) Senhor(a):

1. Vocé estéd sendo convidado(a) a a participar desta pesquisa de forma totalmente voluntéria.

2. Vocé tem o direito de desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem nenhuma
penalidade e sem perder os beneficios aos quais tenha direito.

3. Em hipdtese alguma haverao custos para vocé.

4. Este documento sera elaborado em duas vias, sendo que uma ficard com a equipe de pesquisa
e outra com o paciente participante.

5. Objetivo do estudo:O objetivo deste projeto € analisar a expressdo do marcador CD64 no
sangue de pacientes com neutropenia(defesas baixas) e que apresentam febre. O CD64 é um
exame que tem como objetivo nos mostrar se existe infeccdo bacteriana ativa no paciente.

6. Procedimentos. Sua participacdo nesta pesquisa consistira apenas em aceitar que a equipe de
pesquisa utilize as amostras de sangue que ja foram coletados nos exames de rotina para a
realizacdo do teste com o CD64.

7. Beneficios. Esta pesquisa trard maior conhecimento sobre o tema abordado, sem beneficio
direto para vocé.

8. Confidencialidade. As informacdes obtidas com as amostras serdo confidenciais e de
conhecimento apenas dos pesquisadores responsaveis. Os sujeitos da pesquisa ndo serdo
identificados em nenhum momento, mesmo quando os resultados desta pesquisa forem
divulgados em qualquer forma.

9. Riscos. Toda pesquisa envolvendo seres humanos envolve risco. Porém a participacdo neste
estudo implicara em poucos riscos de ordem fisica ou psicoldgica para vocé. O maior risco
identificado consiste na quebra da confidencialidade dos dados coletados no decorrer do
estudo. Caso identifiguemos algum risco ndo previsto neste termo de consentimento no
decorrer do estudo, iremos suspendé-lo imediatamente.
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* Antes de concordar em participar desta pesquisa, ¢ muito importante que vocé compreenda as
informacdes e instrucdes contidas neste documento.

* Os pesquisadores deverao responder todas as suas duvidas antes que voce Se
decidir a participar.

Pesquisadores:

Gustavo Gohringer de Almeida Barbosa 51-99465370

Aceito participar desta pesquisa.

Assinatura do paciente

Assinatura do responsavel

Assinatura do pesquisador que aplicou o questionario.

Data [/
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