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RESUMO
DE SOUZA, V.K. - Efetividade da infus@o estendida de Piperacilina-tazobactana - Meropenem no
tratamento de pacientes sépticos adultos queimados através da modelagem farmacocinética-
farmacodinamica, PK/PD. (MESTRADO) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Sdo Paulo, 2020.

Introducdo: Meropenem (MER) e Piperacilina/Tazobactana (PTZ) sdo agentes antimicrobianos
largamente prescritos para pacientes grandes queimados internados em Unidade de Terapia Intensiva
(UTI) com infecgdes nosocomiais causadas por Gram-negativos sensiveis CIM 2 mg/L,
Enterobacteriaceae, EB e Non-enterobacteriaceae, NEB. A sindrome da resposta inflamatoria
sistémica (SRIS) que ocorre durante o choque séptico no grande queimado pode causar alteragdo na
farmacocinética do paciente em terapia intensiva, de modo que a dose recomendada pode ndo atingir
o alvo desejado contra Gram-negativos de sensibilidade intermediaria CIM >2 mg/L.

Objetivo: Investigar a efetividade dos beta-lactdmicos piperacilina e meropenem na infusdo
estendida comparada a infusdo intermitente recomendada, para os pacientes sépticos grandes
queimados através da abordagem farmacocinética-farmacodinamica (PK/PD).

Etica, casuistica e procedimentos: Autor e co-autores declararam nio haver conflito de interesse. O
protocolo foi aprovado, registro CAAE 07525118.3.0000.0068. No presente protocolo de estudo
investigaram-se 36 pacientes sépticos grandes queimados, ambos os géneros (12F/24M) em terapia
intensiva do choque séptico com piperacilina-tazobactana 4,5g¢ q6h ou meropenem 1g q8h. Os
pacientes incluidos foram estratificados em dois grupos com base na administragdo através da
infusdo intermitente, 0,5 h (G1) ou da infusdo estendida, 3 h (G2), ambos com 16 pacientes cada.
Duas amostras sanguineas (1,5mL/cada) foram coletadas no estado de equilibrio (Steady State), 3* e
5% hora do inicio da infusdo. Os niveis séricos de PTZ ¢ MER foram mensurados através de
cromatografia liquida, e a farmacocinética (PK) dos dois grupos de pacientes foi comparada aos
dados reportados em voluntarios sadios. A abordagem PK/PD foi aplicada para avaliagdo da
cobertura do antimicrobiano a partir da estimativa do indice de predicdo de efetividade (%
fAT>CIM) e da probabilidade de alcancar o alvo terapéutico (PTA) com base no alvo PK/PD
recomendado, 100% fAT>CIM.

Resultados e discussdo: As caracteristicas de admissdo dos pacientes G1/G2 foram expressas
através de mediana e interquartil: Clcr 115 (90-148) / 127 (90-170) ml/min; 30 (24-31) / 27 (24-
33,5) anos, 70 (61-75) / 71 (65-75) kg, 30 (20-42) / 33,9 (18-38,4)% éarea total de superficie
queimada, SAPS3 53 (45-57) / 48 (37,8-59,5). Na admissdo dos pacientes na UTI registrou-se
G1/G2: trauma térmico (17/16), trauma elétrico (1/2), lesdo inalatoria (11/11), ventilagdo mecanica
(16/9) e vasopressores foram necessarios em 15/8 pacientes, G1/G2. Ocorreram diferentes alteragdes
na farmacocinética dos dois beta-lactimicos apos a infusdo estendida versus a infusdo intermitente
quando comparadas com dados relatados em voluntarios sadios. Evidenciou-se prolongamento da
meia vida decorrente do aumento do volume de distribuigdo. Estes resultados impactaram
diferentemente a cobertura. O monitoramento de biomarcadores inflamatorios expressos em
medianas (G1/G2) evidenciou aumento do PCR: 232/183mg/L e leucocitose (leucocitos 11/14 mil
cel/mm?, neutréfilos 9/10 mil cel/mm?) na fase precoce do choque séptico. Relativamente a
microbiologia dos isolados, a erradicagcdo dos patdogenos ocorreu para todos os pacientes apds a
infusdo estendida contra Gram-negativos sensiveis (CIM: 2 mg/L), e de sensibilidade intermediaria
(CIM 4mg/L) como a K. pneumoniae e P. aeruginosa, enquanto a infusdo intermitente garantiu
erradicac@o de patogenos apenas até CIM 2 mg/L.

Conclusdo: Evidenciou-se a superioridade da infusdo estendida frente a infusdo intermitente na
cobertura dos dois antimicrobianos, no alvo terapéutico considerado 100%fAT>CIM. Registraram-se
alteracdes na farmacocinética destes agentes nos pacientes frente aos dados reportados para
voluntarios sadios. Diferenca significativa entre grupos (G1/G2) foi encontrada com relagdo meia
vida biolodgica, e ao volume de distribuicdo tanto pata a piperacilina quanto para o meropenem.
Palavras-chave: Grandes queimados em terapia intensiva, piperacilina/tazobactana ou meropenem,
efetividade na fase precoce do choque séptico, infusdo intermitente versus estendida, abordagem
PK/PD.



ABSTRACT

DE SOUZA, V.K. - Meropenem and piperacillin/tazobactam by extended infusion and PK/PD
approach for drug effectiveness. (MESTRADO) — Faculdade de Ciéncias Farmaceéuticas,
Universidade de Sdo Paulo, 2020.

Background: Meropenem (MER) and Piperacillin/Tazobactam (PTZ), antimicrobial beta-
lactam agents are widely prescribed to burn patients from the Intensive Care Unit (ICU) with
nosocomial infections caused by Gram-negative strains. Change in the pharmacokinetics of
critically ill patient occurs during the systemic inflammatory response syndrome (SIRS) at the
course of septic shock. Then, the recommended dose administered by intermittent infusion, 0.5
hr cannot reach the target against gram-negative strains MIC > 2 mg/L.

Subject: To investigate drug effectiveness of the beta-lactams piperacilin and meropenem in
extended infusion compared to the recommended intermittent infusion in critically ill septic
burn patients using pharmacokinetic-pharmacodynamic (PK/PD) approach.

Ethics, Casuistry and Methods: All authors declared there is no conflict of interests. Ethical
approval CAAE, register 07525118.3.0000.0068. It was investigated in the study protocol 36
septic burn patients of both genders (12M / 24F), undergoing antimicrobial therapy with PTZ
4.5 g q6h or MER 1g g8h. Based on the chosen antimicrobial therapy and drug infusion
prescribed by the physician, patients were stratified in groups with intermittent 0.5h infusion
(G1) or with the extended 3h infusion (G2), both groups with 16 patients each. Two blood
samples were collected at the steady state (1.5mL / each), at the 3™ and 5™ hrs of starting the
infusion. Serum levels were measured by liquid chromatography. Pharmacokinetics (PK) of
MER or PTZ was compared to data reported in healthy volunteers for both groups of patients.
PK/PD approach was applied to estimate the drug effectiveness index (fAT> MIC) and to assess
the probability of target attained (PTA) based on the recommended PK/PD target, 100% fAT>
MIC.

Results and discussion: Characteristics of patient’s admission G1/G2 were: Cler 115(90-
148)/127(90-170) ml/min; 30(24-31)/27(24-34) yrs, 70(61-75)/71(65-75) kg, 30(20-
42)/33.9(18-38.4)% total burn surface area, SAPS3 53(45-57)/48(37.8-59.5), medians
(interquartile): thermal trauma occurred (17/16), electric trauma (1/2), inhalation injury (11/11),
mechanical ventilation (9/16) and vasopressors required in 15/8 patients. It was demonstrated
that different PK changes occurred for both beta-lactam agents after the extended or intermittent
infusion by comparison with data reported in healthy volunteers. PK changes were related to the
prolongation of biological half-life and increases on volume of distribution with impact on
pharmacodynamics. On the other hand, meropenem total body clearance reduced by 50% at the
earlier period of septic shock could be explained by the reduction of MER-transporter’s
expression in the tubular renal secretion, once only patients with renal function preserved were
included in the study protocol. Inflammatory biomarkers increased at the earlier period of septic
shock: C-rp 232/183mg/L; leukocytes 11/14*10°cel/mm?, neutrophils 9/10*10°cel/mm?,
medians, G1/G2. Clinical and microbiological cure was obtained for all patients of G1 against
MIC < 2mg/L after intermittent 0.5 h infusion; while PK/PD target was attained for G2 patients
undergoing antimicrobial therapy with MER or PTZ by extended infusion against gram negative
strains K. pneumoniae, P. aeruginosa up to MIC 4mg L.

Conclusion: Superiority of the extended infusion over intermitent infusion was obtained for the
two antimicrobials was evidenced, in the therapeutic target considered 100%fAT>CIM.
Changes in the pharmacokinetics of these agents were recorded in patients compared to data
reported for healthy volunteers. A significant difference between groups (G1/G2) was found in
relation to biological half-life and volume of distribution for both piperacillin and meropenem.

Keywords: 1CU burn patients, piperacillin/tazobactam-meropenem, drug effectiveness at the
earlier period of septic shock, intermitent versus extended infusion, antimicrobial therapy
effectiveness, PK/PD approach.
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Introducgdo

1. INTRODUCAO
1.1 Estrutura quimica e propriedades da piperacilina e tazobactam

A piperacilina ¢ um antimicrobiano betalactdmico (p-lactaimico) de amplo
espectro que apresenta atividade contra patdégenos gram-negativos e gram-positivos
lancado na década de 70 para administracdo sistémica nos pacientes internados em
unidade hospitalar, dentre eles aqueles em Unidade de Terapia Intensiva, UTI

(VERBIST, 1977).

Quadro 1: Dados estruturais e fisico-quimicos da piperacilina (PUBCHEM).

Nome IUPAC: (2S,5R,6R)-6-[[(2R)-2-[(4-ethyl-2,3-dioxopiperazine-1-carbonyl)amino]-2-
phenylacetyl]lamino]-3,3-dimethyl-7-ox0-4-thia-1-azabicyclo[3.2.0]heptane-2-carboxylic acid

Formula molecular: Co3H»7NsO7S Peso Molecular: 517.557 g/mol

Estrutura Conformacgédo 3D
/
_N
Ne—=0
~
N~
|f 0
il N H
ek H

Fonte: PUBCHEM

Com o inicio do uso da piperacilina, esse agente terapéutico foi retirado do uso
hospitalar apos registro de emergéncia bacteriana pelas cepas produtoras de [-

lactamases (FU, NEU, 1980; CHOW et al., 1991).

Subsequentemente, a mesma molécula foi disponibilizada novamente para uso
hospitalar associada a tazobactana (também chamado tazobactam), um potente inibidor

das p-lactamases produzidas pelos patoégenos hospitalares responsaveis pelo

desenvolvimento de resisténcia ao antimicrobiano, pois, pode ocorrer a selecdo de cepas
mutantes em consequéncia de alteracdes na farmacocinética desse B-lactdmico nos
pacientes criticos com risco de subterapia, ¢ consequentemente impacto no desfecho

clinico. Desta forma, a associagdo com tazobactana introduziu resultados satisfatérios no

15



Introducgdo

curso clinico da terapia do choque séptico causado por enterobactérias sendo, e naquela
época tornou-se o agente terapéutico de primeira escolha na suspeita de sepse por

patogeno hospitalar no paciente critico de UTI (JONES; BARRY, 1989; WISE et al.,
1991).

E importante ressaltar que este cenario foi possivel até o aparecimento e
disseminacdo de isolados produtores de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) e
beta-lactamases AmpC ou carbapenemases (enzimas capazes de hidrolisar penicilinas,

cefalosporinas da 1* a 3* geracdo, cefamicinas e inibidores de beta-lactamases) (UDY et
al., 2013).

Quadro 2: Dados estruturais e fisico-quimicos de tazobactam (PUBCHEM).

Nome IUPAC: (2S,3S,5R)-3-Methyl-7-ox0-3-(1H-1,2,3-triazol-1-ylmethyl)-4-thia-1-
azabicyclo[3.2.0]heptane-2-carboxylic acid 4,4-dioxide

Formula molecular: CioH12N4OsS Peso Molecular: 300.289 g/mol

Estrutura Conformacgao 3D

Fonte: PUBCHEM

1.2 Estrutura quimica e propriedades do meropenem

O meropenem ¢ um agente antimicrobiano carbapenémico de amplo espectro, que foi
aprovado para uso pelo FDA (Food and Drugs Administration) na década de 90. A molécula
foi sintetizada na década de 80 e registrada com o codigo SM-7338 e langada comercialmente

com o nome Merrem pelo laboratério Zeneca Pharmaceuticals (SUNAGAWA, et al., 1990;
BLUMER, 1997; MEROPENEM, 1995).

Os carbapenémicos sdo antibidticos que contém em sua estrutura um anel B-lactamico

(também ¢ comum as penicilinas e cefalosporinas), sendo este anel um alvo para a enzima [3-

16



Introducgdo

lactamase que algumas cepas de bactérias resistentes produzem, contudo, meropenem ¢
relativamente estdvel na presenca de beta-lactamases. Estes carbapenémicos impedem a
formacdo da parede celular bacteriana intacta e funcional, através da inibi¢do da enzima
transpeptidica bacteriana responsavel pela sintese da parede celular, que resulta lise celular

(MEROPENEM, 1995).

Quadro 3: Dados estruturais e fisico-quimicos do meropenem (PUBCHEM).

Nome (4R,5S,65)-3-[(3S,55)-5-(dimethylcarbamoyl)pyrrolidin-3-yl]sulfanyl-6-[(1R)-1-hydroxyethyl]-4-
methyl-7-oxo-1-azabicyclo[3.2.0]hept-2-ene-2-carboxylic acid

Formula molecular: C17H25N305S Peso Molecular: 383.5 g/mol

Estrutura Conformacao 3D

1.3  Queimaduras — Epidemiologia e complicagdes

Segundo o Ministério da Satde (MS), queimadura ¢ toda lesdo provocada pelo contato
direto com alguma fonte de calor ou frio, produto quimico, corrente elétrica, radiagdo, ou
mesmo relacionado a alguns animais e plantas, como larvas, dgua-viva, urtiga, dentre outros

(MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Nos Estados Unidos da América (EUA) em 2006 as queimaduras moderadas a graves
correspondiam por aproximadamente 100.000 de casos ao ano, e cerca de 5.000 pacientes

morriam devido suas complicagdes (CHURCH et al., 2006).

Em 2008, estimava-se que anualmente 300.000 mil pessoas morriam de queimaduras
relacionadas ao fogo, sendo a ocorréncia de 95% nos paises de baixa e média renda, e mais
comum em pessoas de nivel socioecondmico baixo; porém dados epidemioldgicos indicam

que o género e a faixa etdria variam de acordo com a regido. Neste mesmo ano, mais de
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410.000 queimaduras ocorreram nos Estados Unidos da América, com aproximadamente

40.000 pessoas requerendo hospitalizagdo (WHO, 2018).

Corroborando as estatisticas, a Sociedade Brasileira de Queimaduras (SBQ) estima
que no Brasil ocorra cerca 1 milhdo de acidentes por queimaduras ao ano, e destas, 100 mil
necessitam de atendimento hospitalar com 6bito podendo chegar a 2,5%. Em nivel mundial,
de acordo com a OMS, as queimaduras estdo associadas a altas taxas de morbimortalidade,
pois comprometem a pele, que € maior 6rgdo do corpo humano e ¢ fundamental para a
preservagdo da homeostasia, termorregulacio e prote¢ao contra a infecg¢des, pois a ruptura da
solucdo de continuidade tissular, ocasiona um desequilibrio entre a microbiota normal,
tornando vulneravel a invasdes patogenos que ocasionam a infec¢do (FRANCK et al., 2017;

HENRIQUE et al., 2013).

Consideradas um problema de saude publica global, as queimaduras sdo responsaveis
por aproximadamente 180 mil mortes anualmente. Quanto aos casos nao fatais, estas sdo a
principal causa de morbidade, incluindo desfiguracdo e incapacidade, frequentemente com
estigma e rejeicao resultante, hospitalizacdo prolongada e aumento de gastos com a saude. Na
Africa do Sul, por exemplo, estima-se que US $ 26 milhdes sdo gastos anualmente para cuidar
de queimaduras, sem contar os custos indiretos, necessidade de cuidado prolongado, traumas
emocionais € comprometimento de recursos familiares, também contribuem para o impacto

socioeconomico (WHO, 2018).

No Brasil, estudos indicam que a maior incidéncia ocorre em homens adultos
LACERDA et al (2010). Estes autores, num estudo epidemioldgico de 101 pacientes
internados na ala de queimados do Hospital Sao Paulo sob tratamento no periodo de 1 ano,

concluiram que cerca de 70% dos pacientes eram do género masculino, e média de 34 anos.

SOUZA et al (2009) em estudo retrospectivo analisou 472 pacientes internados na
unidade de queimaduras do Hospital do Servidor Publico Estadual de Sdo Paulo entre maio de
2005 e julho de 2008; neste estudo constatou-se que a maior parte dos pacientes eram homens
adultos (47% das internagdes). Com relacdo ao género, 68% eram homens com idade superior

a 14 anos.

Estudo conduzido em 90 servicos habilitados para o atendimento de urgéncia e
emergéncia no ambito do Sistema Unico de Satde (SUS), em 23 capitais brasileiras e no

Distrito Federal, no periodo de setembro a dezembro de 2017, analisou 789 vitimas de
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acidentes com queimaduras constatou maior frequéncia em adultos com idade entre 20 e 39

anos (40,7%) e género masculino 57% (MALTA et al., 2020).

Em 2020, devido a instalagio de uma pandemia mundial de COVID-19 causada
pelo coronavirus 2 que resulta em sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2), houve
um aumento na utilizagdo do alcool (gel e liquido) como agente higienizador de prevengdo de
contaminagdo com o virus, portanto, a SBQ tém alertado a populagdo devido a tendéncia de
aumento dos acidentes ocasionando queimaduras. Dados de monitoramento de 36 Centros de
Tratamento de Queimados (CTQs) e hospitais gerais pelo pais, de mar¢o a agosto de 2020,
contabilizou no periodo, 497 internagdes por queimaduras com alcool liquido e/ou gel

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE QUEIMADURAS, 2020).

A Sociedade Brasileira de Cirurgia Plastica (SBCP) define a classificagdo das

queimaduras de acordo com sua profundidade e sinais, conforme o quadro 4 a seguir:

Quadro 4: Classificagcdo das queimaduras de acordo com a profundidade

Queimaduras = Grau de Profundidade das Lesoes Sinais

Primeiro Grau Lesoes apenas da Epiderme Eritema
Segundo Grau Lesdes da Epiderme e parte da Derme Eritema + Bolha
Terceiro Grau Lesoes da Epiderme e da Derme Branca Nacarada

Fonte: Adaptado de PICCOLO et al., 2008.

Em literatura relata-se ainda o termo lesdo de quarto grau para queimaduras que
atingem estruturas mais profundas como fascias, musculos e ossos. Importante ainda relatar a
lesdo inalatoria que pode ser causada por inalagdo de fumaga toxica ou fuligem podendo levar
a importantes fisiologicas prejudiciais a respiracao e facilita a ocorréncia de infecgao, colapso
alveolar e atelectasia, obstru¢do das vias aéreas e necessidade de ventilagdo mecanica (VM),

que podem propiciar aumento significativo da morbi-letalidade (BITTNER et al., 2015).

Pacientes grandes queimados com mais de 40% da superficie corporal total queimada
(SCTQ) possuem maior incidéncia de letalidade, pois, s3o submetidos a um alto nimero de
procedimentos invasivos e estdo sob um complexo quadro inflamatorio resultante da
fisiopatologia da injiria térmica. Estima-se ainda que 75% de todas as mortes estdo
atualmente relacionadas a sepse ou outras complicacdes relacionadas a infec¢do e/ou lesdo

inalatéria (CHURCH et al., 2006).
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No paciente queimado, o processo infeccioso € ocasionado pela quebra da barreira de
protecdo, pela presenca de proteinas degradadas e pelo tecido desvitalizado devido a lesdo da
area queimada. Este processo inflamatorio favorece a obstrucdo vascular, que
consequentemente dificulta a entrada de antibioticos e de componentes celulares do sistema
imune na area queimada. Fatores como imunossupressdo, translocagdo bacteriana, internagao
prolongada e uso irracional e inadequado de agentes antibidticos no paciente queimado
favorecem para o desenvolvimento da sepse e o surgimento de cepas multirresistentes a

diversos antimicrobianos (HENRIQUE et al., 2013)

As alteragdes fisiologicas causadas por queimaduras extensas relacionadas a SCTQ
maiores que 25%, associada a SIRS (sindrome da resposta inflamatoria sistémica), resulta em
instabilidade hemodinamica, que propiciam o desenvolvimento de alteragdes na
farmacocinética e na farmacodindmica dos agentes antimicrobianos. Tais alteracdes podem
ser agravadas pela presencga do choque séptico, associado ao estado critico do paciente na UTI
e uso de determinados medicamentos (como vasoativos e/ou diuréticos) além na presenca de
interacdes medicamentosas. A extensao bem como a profundidade da area queimada também
aumenta a incidéncia de infeccdo causada por patégeno hospitalar no paciente critico

(NORBURY et al., 2016).

O rompimento da integridade da barreira juntamente com a presenga de feridas, o
tempo de internagdo prolongado, a presen¢a de imunossupressdo, utilizacdo de cateteres,
sondas e realiza¢dao de procedimentos invasivos favorecem a colonizagdo bacteriana e fingica
no paciente grande queimado, tornando-o mais propenso a infecgdes causadas por patogenos
hospitalares quando comparada a lesdao cirirgica no pos-operatério. A infeccdo ¢ uma das
maiores complicacdes deste perfil de pacientes e estima-se que 75% da mortalidade estejam

relacionadas a presenca de infec¢do (BHARWANA et al., 2016).

Os patogenos Gram-negativos, incluindo-se as enterobactérias, sdo os maiores
causadores da alta gravidade e morbi-mortalidade nos pacientes queimados, devendo-se
destacar, ainda a Pseudomonas aeruginosa e a Klebsiella Pneumoniae (KPC), patdogenos
gram-negativos responsaveis por oObitos decorrentes dos casos de emergéncia bacteriana
(VAN DUIN et al., 2016). Gaieske e colaboradores (2010) investigando fatores que podem
reduzir a mortalidade em pacientes criticos em choque séptico verificaram que a escolha
adequada do antimicrobiano e o inicio precoce da terapia foram relacionados a reducao

significativa na taxa de mortalidade; adicionalmente a remoc¢do de tecidos necroticos,
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suprimento adequado de sangue e oxigénio as areas lesionadas, e o bom suporte nutricional

também devem ser considerados (GAIESKE et al., 2010, RHODES et al., 2017).

1.4  Choque séptico

O choque séptico causa uma disfungdo organica potencialmente fatal que ocorre pela
resposta do hospedeiro desregulada a infeccao (RUDD et al., 2020; RHODES et al., 2017). O
desfecho clinico na maioria dos casos de alto risco € o obito dos pacientes portadores de
infeccdes nosocomiais associadas a diversas comorbidades, incluindo as infecgdes por virus
como mais recentemente pelo SARS-CoV-2 (GSA, 2020). Dentre 47 a 50 milhdes de casos
diagnosticados anualmente no mundo, pelo menos 11 milhdes de pacientes evoluem a 6bito;

sendo majoritariamente concentrados nos paises subdesenvolvidos (RUDD et al., 2020).

No Brasil, um estudo de prevaléncia realizado em 2015 conduzido em 230 UTIs
apontou que 30% dos leitos estdo ocupados por pacientes em choque séptico; estima-se ainda
com base nestes dados, que o indice de obito seja de 50%. Esses achados indicam que a
gravidade da infec¢ao resulte num elevado custo social e econdomico para o pais (ILAS,

2015).

Além disso, conforme o ultimo relatorio anual do Instituto Latino Americano da Sepse
(ILAS), o aumento do nimero de pacientes em choque séptico foi exponencial entre 2005 e
2019 no Brasil com registro de 171 casos no ano de 2005, 1.936 casos (2010), 10.570 casos
(2015), e 15.571 casos em 2019, com destaque para a populacdo idosa com pneumonia como
sitio primario de infeccdo. As taxas de letalidade recentes, como medida de progndstico,
expressam que do total de pacientes portadores de diversos tipos de infec¢ao evoluindo para o
choque séptico, elevada propor¢do de 6bitos destes pacientes tem ocorrido no Brasil (ILAS,

2019).

Em vista do crescente desafio ao uso de antimicrobianos para o tratamento adequado e
controle efetivo dos quadros infecciosos, a ANVISA e a OMS tém reforcado que o combate a
resisténcia bacteriana e a prevencdo do desenvolvimento de cepas multirresistentes (MR) ¢
urgente; uma vez que os profissionais responsaveis pelo controle das infec¢des hospitalares
téem reportado aumento expressivo da concentracao inibitoria minima (CIM) de agentes

antimicrobianos contra os patdogenos nosocomiais (ANVISA, 2017; OMS, 2015).
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No ultimo consenso internacional realizado na Bélgica (2016), o Surviving Sepsis
Campaign (SSC) publicou que a prescrigdo do antimicrobiano na fase precoce do choque
séptico ¢ fundamental para garantia de manutencdo da vida de pacientes criticos com
infec¢des graves na UTI. Dessa forma, essa populagdo exige da equipe clinica alteragdao de
conduta imediata e 0 monitoramento continuo destes pacientes em terapia intensiva através da

continua vigilancia hemodindmica, respiratoria, renal e infecciosa (RHODES et al., 2017).

1.5 Farmacocinética nos pacientes queimados e em choque séptico

Os pacientes queimados podem apresentar alteracdes farmacocinéticas na fase aguda
da inflamagdo (primeiras 18 horas) devido alguns fatores fisiopatolégicos como perda de
fluido proteico do sistema vascular através de alteragdes na permeabilidade vascular, com
hipovolemia, redug¢ao do débito cardiaco e hipoperfusdo tecidual causando reducao do fluxo
renal e da taxa de filtracdo glomerular. J& na fase seguinte (hipermetabdlica) ocorre reposicao
adequada de fluidos, aumento no débito cardiaco, com concomitante aumento no fluxo
sanguineo de rins e figado, aumento da filtracdo glomerular, redu¢do da funcdo tubular,
aumento significativo do fluxo sanguineo no figado e alteragdes significativas nos niveis de
proteinas plasmaticas. Todas estas alteragdes influenciam as respostas aos antimicrobianos

devido alteracdo nos parametros farmacocinéticos (WEINBRER, 1999).

Além das alteragdes provenientes da queimadura, alteracdes derivadas da sepse e do
complexo processo inflamatorio sistémico envolvido pode gerar modificagdo da
farmacocinética dos antimicrobianos utilizados devido aumento do debito cardiaco, alteragao
das proteinas plasmaticas, disfungdes organicas renal e/ou hepatica, que resultam alteracdes
da depuracao plasmatica dos farmacos e no volume de distribuicdo, ocasionando alteracdes
nas concentracdes plasmaticas, que consequentemente impacta na efetividade terapéutica

(ROBERTS & LIPMAN, 2009).

1.6 Abordagem PK/PD

A abordagem farmacocinética/farmacodinamica (PK/PD) nos permite relacionar
quantitativamente a relacdo dose-exposi¢ao-resposta dos medicamentos pela associacdo dos
parametros farmacocinéticos, com a resposta obtida, mensurada através da farmacodinamica.

Deste modo, o resultado da abordagem PK/PD traduz os efeitos em relagdo ao tempo,
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decorrente de determinado regime terapéutico numa populagdo, podendo ser preditivos e/ou
descritivos dos efeitos da farmacodindmica no decurso do tempo. Os modelos preditivos,
quando realizados adequadamente ¢ em tempo real, podem ser usados para auxiliar os
regimes de doses iniciais bem como ajustes de dose necessarios, podendo adicionar evidéncia
na certeza de uma decisdo clinica resultando em melhores desfechos relacionados aos

beneficios clinicos (ONUFRAK et al., 2016).

A abordagem PK/PD na utiliza¢do de agentes antimicrobianos nos permite verificar a
predicdo da efetividade relacionada a cobertura contra os patdogenos sensiveis considerando o
perfil farmacocinético de um determinado paciente correlacionando-o ao farmacodinamico. A
modelagem PK/PD varia de acordo com a classe do antimicrobiano e permite correlacionar o
perfil farmacocinético do antimicrobiano (medida in vivo) com a sensibilidade do
microrganismo a esse antimicrobiano, representada pela concentrag¢do inibitéria minima —
CIM (medida in vitro), para obtencdo do indice de predicdo da efetividade antimicrobiana ao
patogeno. A forma de calculo para a realizagdo desta abordagem, depende do tipo (classe) do
antimicrobiano ou antifungico utilizado, e para seus calculos, devemos considerar as
caracteristicas de acdo, podendo ser a efetividade dependente do tempo (1), dependente da
concentracdo maxima (2) ou ainda dependente da concentracdo e do tempo (3) conforme

descrito inicialmente por RYBAK et al., 2006.

(1) Dependente do tempo em que o nivel sérico permanece acima da concentragdo

inibitéria minima do patdgeno (% T>CIM);
(2) Dependente da razao do pico sérico no platdé e a CIM do patdégeno (C*max/CIM);

(3) Dependente dos niveis séricos no decurso do tempo, expresso através da razao da

area sob a curva e a concentracao inibitéria minima e a CIM do patégeno ASC*t/CIM.

‘ CSSmax —_— C*¥max/CIM
A
INDICES PK/PD PARA PREDIGAO DA EFETIVIDADE
g > ASCSS/CIM Concentragao sérica: C=,,,,/CIM
§ ASCSs Area sob a curva: ASC** ,,/CIM
b Tempo: %fAT>CIM
g
c
S
© Z CIM....
%T>CIM
CSSmin

Tempo
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1.7 Efetividade da Piperacilina-Tazobactana

A molécula da piperacilina foi desenvolvida como novo beta-lactamico na década de
setenta sob nimero investigacional de T-1220 nos centros de desenvolvimento da Lederle
Laboratories na cidade de Wayne, New Jersey, USA. A molécula mostrou-se promissora
como antimicrobiano beta-lactdmico, sendo aprovada pela Agéncia Regulatoria nos Estados
Unidos da América do Norte, e registrada pela Lederle Laboratories em 1977 sob
denominacdo de PIPRACIL® IV/IM, piperacilina sodica, uso hospitalar, forma injetavel
pelas vias sist€émica e intramuscular. A indicacdo constante em bula era para o tratamento de
infeccdes causadas por patégenos hospitalares nos pacientes hospitalizados, contra bactérias
Gram-negativas com destaque para as enterobactérias e a P. aeruginosa ¢ dentre as Gram

positivas contra o S. aureus sensiveis a oxacilina (SWEET et al., 1983).

Posteriormente, registrou-se a fusdo dessa empresa com a denominacao de Wyeth-
Lederle. Na década de 90, em consequéncia de sucessivas fusdes o grupo teve a denominagdo
de Wyeth Whitehall. Por se tratar de beta-lactamico de amplo espectro, agente de primeira
linha recomendado para terapia empirica das infecgdes graves nos pacientes nas UTIs, e como
se registrou desenvolvimento de resisténcia contra as cepas sensiveis, o grupo Wyeth
Whitehall investiu no desenvolvimento de combinagdo da piperacilina sédica com inibidores
da beta-lactamase. Testaram-se entdo as diversas combinagdes da piperacilina com
tazobactana, subactana e 4cido clavulonico através de estudos controlados prospectivos,
registrando a superioridade de efetividade pela combinagdo da piperacilina-tazobactam

(KUCK et al., 1989).

A dose didria de bula recomendada inicialmente pelo fabricante Lederle Laboratories
pela aprovacdo do produto PIPRACIL® em 1977 teve indicacdo para administracao
sist€émica, infusao de 0,5 h, nos pacientes adultos hospitalizados na dose de pendente da
funcdo renal, entre 2 a 4 g, de 3 a 4 x dia de piperacilina sodica IV ou IV. Posteriormente,

outros regimes foram testados para garantir a efetividade do novo beta-lactamico (KIM et al.,

2002; BLANCHET et al., 2008).

A efetividade da piperacilina, agente beta-lactimico de uso hospitalar depende do
tempo em que o patdgeno € exposto ao antimicrobiano; portanto ¢ um agente de efetividade
tempo-dependente. A cobertura desse agente determinada pela abordagem PK/PD ¢ expressa

através da porcentagem do intervalo entre doses em que a concentracdo sérica da piperacilina
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livre permanece acima da CIM do patogeno (%fAT> CIM). O valor numérico para o indice de
efetividade recomendado anteriormente pelo posterior lancamento do produto piperacilina
combinada a tazobactana TAZOCIN® era de 50% e 70%fAT> CIM contra Gram-positivos e
Gram-negativos, respectivamente (KAYS et al., 1999).

Deve-se destacar que se registrou o desenvolvimento de resisténcia ao antimicrobiano
pela selecdo de mutantes para a Klebsiella pneumoniae pela utilizagdo do TAZOCIN® para o
tratamento das infec¢des causadas por patogenos hospitalares, bem como pela auséncia de
monitoramento sérico durante a terapia do choque séptico (BAQUERO et al, 2008;

CARLIER et al., 2015; ABDUL-AZIZ et al., 2016).

Desta forma, tornou-se imperativo investigacdo relativa ao valor numérico
estabelecido inicialmente para o indice de efetividade da piperacilina de 70%fAT>CIM contra
Gram-negativos (enterobactérias e P aeruginosa) aumentado para 100%fAT>CIM, novo valor
recomendado por Abdul-Aziz et al (2016), Silva Junior ef al (2017) para estudo de pacientes
criticos em terapia intensiva. Entdo, o novo indice de predicao da efetividade da piperacilina
foi fixado em 100%fAT>CIM na erradicacao de patdgenos hospitalares sensiveis causadores
das infec¢des graves pelas Enterobacteriaceae e Pseudomonas aeruginosa, CIM > 2 mg/L
de forma a se evitar a selecdo mutantes (KAYS et al., 1999; ABDUL-AZIZ et al., 2016;
SILVA JUNIOR et al., 2017).

Como a resisténcia bacteriana a piperacilina ocorreu a partir da infusdo intermitente
mesmo apds sua combinacao a tazobactana (recomendagdo em bula ap6s o novo langamento),
tornou-se evidente a utilizagao de estratégias relacionadas ao periodo de infusdo para se tentar
aumentar a efetividade deste antimicrobiano nos pacientes sépticos com fungdo renal
aumentada pelo uso de vasopressores. Recentemente, reportou-se a comparagao da infusao
intermitente com a infusao estendida no tratamento do choque séptico de infec¢des causadas

por patogenos gram-negativos com CIM 2-4 mg/L (SILVA JR et al., 2017).

A infusdo estendida para os agentes beta-lactamicos tem sido estratégia recomendada
no tratamento de infec¢des graves nos pacientes sépticos (ABDUL AZIZ et al., 2015). Desta
forma, justifica-se o estudo para avaliagdo do novo alvo terapéutico de 100%fAT>CIM

aplicado aos pacientes grandes queimados no periodo precoce do choque séptico.
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1.8 Efetividade do Meropenem

Os compostos carbapenémicos foram descobertos pela primeira vez em 1976 com a
tienamicina , isolada da Streptomyces cattleya, no entanto, a utilidade da tienamicina foi
limitada por sua instabilidade quimica dependente da concentragdo. Entdo em 1979, o
derivado estavel N- formimidoyl thienamycin, ou imipenem , foi desenvolvido, sendo um
composto extensamente hidrolisado pela desidropeptidase-I (DHP-I) na borda em escova
do tabulo renal, com duas consequéncias importantes: primeiro, a penetragdo do imipenem na
urina o fazendo insuficiente para o tratamento de infec¢des do trato urinario; em segundo
lugar, altas dosagens de imipenem induzem necrose tubular proximal em animais de
laboratério. Esses problemas foram superados com a descoberta da cilastatina, um inibidor
competitivo reversivel de DHP-I, e a associacdo aumentou a recupera¢do urinaria de
imipenem para aproximadamente 60—70%, além de prevenir a nefrotoxicidade (DRUSANO,

1997).

O meropenem, desenvolvido na década de 1980, representou um avango na quimica
estrutural dos carbapenémicos, onde a molécula de meropenem possui uma substituicao 1p-
metil que fornece estabilidade relativa ao DHP-I, fazendo com que quase 70% de uma dose de
meropenem seja recuperada intacta na urina em 12 horas apos a administra¢ao, dispensando a

co-administragdo de um inibidor de DHP-I (DRUSANO, 1997; SUNAGAWA, et al., 1990).

Foi lancado com a orienta¢do de uso de 1g a cada 8 horas, diluido soro fisiologico ou
solugdo de glicose 5% e infundido de 20 a 30 min (MEROPENEM, 1995). Difere
quimicamente do imipenem por possuir um grupo l-p-metil na por¢ao carbapenem e uma
cadeia lateral 2' substituida que fornece estabilidade a DHP-I. A cadeia lateral 2' de
meropenem fornece atividade aprimorada contra P. aeruginosa. Meropenem tem pK, valores
de 2,9 e 7,4, e um coeficiente de particdo de agua de octanol de menos de 1 x 10 - 3 ao longo
do intervalo de pH 3-9. Meropenem tri-hidratado esta disponivel para uso clinico parenteral
como um po cristalino estéril branco a amarelo, misturado com carbonato de sédio anidro
para aumentar sua solubilidade. Os nomes comerciais aprovados para meropenem na época

eram Merrem, Meronem, Optinem e Merozen (BLUMER, 1997; PATEL, COOK, 1997)

Quando langado, apresentou ter atividade contra gram-positivos e patdégenos gram-
negativos, incluindo anaerdbios, e demonstrou ser mais ativo in vitro do que imipenem contra

membros da familia Enterobacteriaceae e Pseudomonas aeruginosa (LEROY et al., 1992). No
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entanto, na ultima década, os relatos de emergéncia de cepas resistentes de diversos
patdgenos tem sido crescentes, tendo como possiveis mecanismo de resisténcia a produgdo de
B-lactamases, presenca de bombas de efluxo, e mutagdes que alteram as funcgdes das porinas e

PBPs (PAPP-WALLACE et al., 2011).

Sendo assim, novas estratégias terapéuticas vém sendo adotadas visando melhora no
desfecho clinico, como a utilizagdo da infusdo estendida ou continua deste agente para o

tratamento de infec¢des graves no paciente séptico (YU et al., 2018).
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2. OBJETIVO DO ESTUDO

Objetivo Principal

Comparar a cobertura da piperacilina/tazobactana e do meropenem no tratamento das
infeccdes causadas por patogenos Gram-negativos apos infusdo estendida versus infusdo
intermitente em pacientes sépticos queimados através da abordagem farmacocinética-

farmacodinamica (PK/PD).

Objetivos Secundarios

Desfecho farmacocinético

> Estimativa dos parametros farmacocinéticos: taxa de eliminacdo, meia vida
biologica, depuracao total corporal e volume de distribuigao,

> Avaliar se ocorrem alteragdes na farmacocinética dos dois antimicrobianos
sobinvestigagdo no periodo precoce do choque séptico nos pacientes queimados pela

comparacao aos dados de referéncia descritos em voluntérios sadios.

Desfecho na cobertura dos antimicrobianos contra patégenos hospitalares
> Avaliacdo da cobertura da piperacilina e do meropenem no novo alvo 100%fAT>CIM,
> Investigacdo do impacto das alteragdes registradas na farmacocinética nos pacientes

sobre a cobertura de patdgenos, e cura da infec¢do pelos dois agentes antimicrobianos
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Aspectos Eticos

O protocolo foi inserido na Plataforma Brasil e aprovado pela CAPPESQ CAAE N.
07525118.3.0000.0068. O termo de consentimento livre esclarecido (TCLE) foi obtido do
representante legal de cada paciente incluido no estudo (Apéndice). O representante legal de
cada paciente foi informado em detalhes pelo coordenador médico do projeto de investigacao
sobre o objetivo do estudo e os procedimentos necessarios a serem realizados para a
consecucao do protocolo. Colheu-se a assinatura do termo pelo representante legal de cada
paciente ¢ do pesquisador, sendo cada TCLE arquivado na documentagdo do projeto de

estudo no Arquivo de Documentacao Médica.

3.2 Tipos de Comparacio e Desfechos

Realizou-se a comparagdo de desfecho primario e secundario, a partir de estudo

farmacocinético e abordagem PK/PD.
3.2.1 Desfecho primario

Desfecho farmacodindmico: O indice de predi¢do de efetividade estimado para cada
paciente da populacdo investigada foi definido pela porcentagem do intervalo de tempo em
que o nivel sérico da fracdo livre do antimicrobiano permanece acima da concentragcdo
inibitéria minima para o patogeno isolado (%fAT>CIM). O desfecho farmacodinamico efetivo
considerado foi para o novo alvo de 100%fAT>CIM. Porcentagem de pacientes (PTA) que
atingiram o alvo terapéutico com a cura clinica e microbiologica. Ressalta-se esse novo alvo
considerado no presente estudo foi comparado aqueles reportados em trabalhos anteriores

tanto para o0 Meropenem de 40% até 60%fAT>CIM, quanto para a piperacilina 70%fAT>CIM.
3.2.2 Desfecho secundario

Desfecho farmacocinético: alteragao da farmacocinética de cada antimicrobiano nos
pacientes queimados frente aos dados de referéncia dos estudos conduzidos em voluntarios
sadios na dose recomendada, apds infusdo intermitente de 0,5h ou infusdo estendida de 3h

para os pacientes sépticos com fung¢ao renal preservada.
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3.3 Etapas do Estudo

O protocolo de estudo foi realizado em trés etapas sendo iniciada pela etapa clinica,

seguida da analitica e estatistica conforme fluxo a seguir:

30

Etapa clinica Etapa analitica Etapa estatistica

* Coletas amostras no estado de * Monitoramento sérico * Perfil PK
equilibrio « Cromatografia liquida * Abordagem PK/PD

* 32 e 52 hora do inicio da infusdo » Estatistica

3.3.1 Etapa clinica: Foi conduzida em pacientes grandes queimados em choque séptico com
indicagdo de antimicrobiano beta-lactdmicos, Unidade de Terapia Intensiva de Queimados,
Divisao de Cirurgia Plastica e Queimaduras do Instituto Central do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdao Paulo (HC FMUSP), localizada no 8° Andar
do Instituto Central, Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 255 Sao Paulo, SP, Brasil.

a) Critérios de elegibilidade e Inclusido de pacientes no estudo

Quadro 5: Critérios de Inclusao e Exclusao e Exclusdo dos Pacientes no Estudo

Critérios de Inclusao Critérios de Exclusio

1) Pacientes adultos 1) Pacientes com neutropenia

2) Internacao na UTIQ 2) Pacientes com HIV

3) Suspeita de choque séptico 3) Presenca de insuficiéncia renal

4) Funcao renal preservada 4) Hipersensibilidade ou intolerancia
5) Prescricao dos B-lactamicos 5) Gravidas ou nutrizes

Uma vez preenchidos os critérios de inclusdo, o responsavel legal foi informado em
detalhes sobre o estudo; esclarecidas todas as duvidas, o responsavel legal do paciente

forneceu o termo de consentimento livre esclarecido (TCLE) assinado.

Trinta e seis pacientes sépticos adultos de ambos os géneros, grandes queimados com
funcdo renal preservada foram investigados. Estes pacientes permaneceram na Unidade de
Terapia Intensiva de Queimados com indicagdo de terapia antimicrobiana contra patdégenos
Gram negativos hospitalares com a piperacilina—tazobactana ou o meropenem, os regimes
recomendados para a piperacilina-tazobactana 4,5g¢ q6h ou para o meropenem 1lg g8h.
Ressalta-se que neste protocolo de estudo os pacientes foram estratificados em dois grupos
com relagdo ao tipo de infusdo: G1: 18 Pacientes em terapia intensiva do choque séptico

recebendo um dos beta-lactamicos em estudo através de infusdo intermitente de 0,5 hora
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conforme recomendagdo de bula e como critério da CCIH HC FMUSP. Subsequentemente,
apods a aprovacao da emenda pelo CEP iniciou-se a inclusdo de pacientes do grupo 2 G2: 18
Pacientes recebendo um dos dois beta-lactdmicos pela infusdo estendida de 3 horas na

tentativa de melhorar a efetividade destes antimicrobianos.

A funcio renal de cada paciente em cada seguimento do estudo foi estimada através do
clearance da creatinina pela equagao de Cockroft-Gault. Estimou-se a superficie corporea e

IMC dos pacientes. As equagdes para estimativa dos parametros sao descritas no diagrama.

Clearance de creatinina Indice de massa corpérea Superficie corporea
(CLer: mL/min) (IMC: kg/m?) (SC: m?)
CLer — (140 _... idade) x peso] oF e — - Peso i o [167,2 x (peso?) x altura]
(72 x Ser) (Altura)? 10000

Scr: creatinina sérica mg/dl F: fator de multiplicagdo relacionado ao género (M:1,00; F:0,85)

b) Medicacao, regime de dose e administracio de antimicrobiano

A prescricdo dos antimicrobianos aos pacientes incluidos no estudo obedeceu ao
protocolo anteriormente instituido pelo Grupo de Controle de Infec¢des Hospitalares (GCIH)
versdes 2017-2019 e 2019-2021 conforme descrito no “Guia de Utilizagdo de
Antimicrobianos e Recomendagdes para a Prevencdo de Infecgdes Hospitalares do

HCFMUSP” 2018-2020.
Quadro 6- Prescrigao de agentes beta-lactdmicos na funcao renal preservada

Piperacilina/Tazobactam: G1: Intermitente (0,5 h) G2: Estendida (3 h)

Dose diaria Regime de dose Infusdo em bomba
l6g 4,5g q6h GleG2
Meropenem: G1: Intermitente (0,5 h) G2: Estendida (3 h)
Dose diaria Regime de dose Infusdo em bomba
3g 1g q8h GleG2

¢) Coleta de amostras de sangue para controle terapéutico do p-lactamico

Efetuou-se a coleta de duas amostras sanguineas (1,5 mL cada/tubo gel) de cateter
venoso central pela enfermeira ou pelo médico intensivista, sendo a primeira coleta realizada

na 3* hora apos o inicio da infusdo, e a segunda coleta na 5* apés o inicio da infusdo. As
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amostras foram devidamente identificadas e transportadas sob refrigeracdo no mesmo dia para

o laboratorio do Centro de Farmacocinética Clinica, FCF USP.

d) Coleta de dados dos pacientes: as informacdes clinicas e demograficas dos pacientes
foram obtidas do prontuario médico fisico e eletronico do hospital. A rotina exames
laboratoriais nos pacientes da UTI foram realizados pela Divisdo de Laboratorio Central
(DLC) do hospital. Os resultados dos exames foram capturados da rede Intranet HC-MED na

admissao e na data da coleta de sangue para dosagem sérica e abordagem PK/PD.

Fluxo de Coleta de Dados dos Pacientes
Perfil clinico de admissdo: 1dade, peso, altura, superficie corporal total queimada (SCTQ), escore
de gravidade na admissdo SAPS3 e risco de morte do paciente, presenca de lesdo inalatoria,
ventilagdo mecanica e necessidade de vasopressores.

Exames laboratoriais de rotina — pacientes de UTI: Hemograma completo, eletrdlitos (sodio,
potassio, calcio total e i6nico, magnésio, fosforo, cloro) lactato arterial (biomarcador de perfusio
tecidual), proteina C-reativa (PCR), leucocitos e neutrofilos, gasometria arterial (saturagdo de O»),
creatinina sérica, uréia sérica, tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa) e tempo de
protrombina (TP), plaquetas.

Microbiologia: Culturas de fluidos e secregdes (sangue periférico, lavado de ferida, lavado bronco-
alveolar, urina). Isolamento dos patdgenos e realizagdo do teste de sensibilidade do patogeno
causador da infec¢@o ao antimicrobiano para estimativa da concentracgdo inibitéria minima (CIM).

Anamnese e evolugdo clinica: Evolugdo médica (24 horas) e Prescricio médica no seguimento
clinico-laboratorial desde o inicio da terapia antimicrobiana até a cura clinica ¢ microbiologica.

3.3.2 Etapa analitica: Realizada no Centro de Farmacocinética Clinica do Laboratério de
Farmacologia Terapéutica, Bloco 13B 1° piso, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo, Avenida Professor Lineu Prestes 580, campus da Capital.
Constitui-se de andlise quantitativa das amostras sanguineas dos agentes [-lactamicos,
Piperacilina ¢ Meropenem, via cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) pelo método

de padrao interno, ilustrados em fluxogramas independentes.
a) Monitoramento sérico de beta-lactimicos nos pacientes grandes queimados

Cada paciente recebeu numero de alocagdo, ordem sequencial, com o registro de
entrada das matrizes no Laboratorio Bioanalitico e as amostras de sangue para dosagem sérica
de B-lactamico deram entrada no Livro de Registro de Dosagem Sérica de Antimicrobianos-

Antifungicos do laboratoério.

As amostras foram processadas de acordo com o procedimento operacional padrao
(POP analitico) do laboratério e quantificadas através de CLAE, que permitiu a realiza¢ao do
monitoramento sérico do antimicrobiano, e entdo realizou-se a modelagem farmacocinética
seguida da avaliacdo da cobertura do antimicrobiano pela abordagem PK/PD para cada

paciente em terapia do choque séptico.
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Fluxograma 1 - Método Bioanalitico da Piperacilina Sérica

Padrao interno -Oxacilina
Pipetar 50 pug/mL (40ul ensaio) Eppendorf conico (1,5 mL)
200pL de soro

Desproteinizagdo - Acetonitrila 600 pL

Agitador-Plataforma 15 segs.
Centrifugar 8000rpm 30 min, 52 C

A

Residuo Sobrenadante

Descarte .
) ) Pipetar sobrenadante 600puL
lixo hositalar extrato purificado

Transferir — minivial 1 mL -RACK 2 LC10

Ordem alfa numérica

Curva calibragdo C; e Cs duplicata + CQs
+ extratos de amostras dos pacientes

Corrida analitica - LC10 Shimadzu

Curva de calibragdo (LSQ-LIQ )+Controle de qualidade interno (A-M1-2-B)
+Extratos de Amostras

Programar CLAE-UV;y
Coluna CN 150xémm Shimpack 0.5 micra
FM: tamp3o fosfato 0,01M - ACN (68:32) pH final 3.5; fluxo ImL/min
Programar CLAE-UV - Injetar 5pL- 10 min/corrida

SANCHES-GIRAUD et al., (2010)
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Fluxograma 2 - Método bioanalitico do Meropenem Sérico.

Padrao interno -Cefepime
Pipetar 5 pg/ 25ul por ensaio Eppendorf conico (1,5 mL)
200uL de plasma + 100uL de MOPS 10% p/v
Desproteinizagdo - Acetonitrila 600 pL

Agitador-Plataforma 15 segs.
Centrifugar 8000rpm 30 min, 52 C

{k

Residuo Sobrenadante

Pipetar sobrenadante 800uL

Descarte tubo cénico vidro

lixo hosbitalar

Evaporar corrente N, BM 452C

Extrato Seco - tubo conico vidro
Dissolver residuo 600uL (ACN:H,0, 9:1 v/v)

Transferir — minivial 1 mL -RACK 2

Corrida analitica - Curva de calibragdo C; e Cs duplicata +
Controle de qualidade interno (A-M1.,.B) + Amostras
ODS 150x6mm FM: tampao acetato 0,01M pH 5,0 - ACN (9:1)
Programar CLAE-UV - Injetar 5uL-corrida 10 min

SANTOS et al. (2011)
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3.3.3 Etapa estatistica: Realizada no Centro de Farmacocinética Clinica do Laboratdrio de
Farmacologia Terapéutica, Bloco 13B 1° piso, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

Universidade de Sao Paulo, Avenida Professor Lineu Prestes 580, campus da Capital.

a) Farmacocinética: taxa de eliminacdo, meia vida bioldgica, depuragdo total corporal e
extensdo da distribuicdo estimada através do parametro volume aparente de distribui¢ao

descritos no diagrama abaixo.

Parametro Unidade Equagdo
Taxa de infusdo ko (mg/h) Dose/Tinfusio
Taxa de eliminagao kel (h'h) (LnCi-LnC)/(T1-T2)
Meia vida biologica taioyp () 0,693 /kel
Area sob a curva/platd ASC:*® (mg.h/L) Trapezoides
Depuracao total corporal CLt(L/h) Dose tid/ ASC:*
Volume aparente de distribui¢do Vd* (L) Dose/(kel .ASC:®)

Abreviaturas: t(2)p: meia vida biologica; CLt: depuracdo plasmatica; Vd*: volume aparente de distribuigao.

b) Estimativa do indice de predicao de efetividade através da abordagem PK/PD

O aumento da resisténcia bacteriana tem sido registrado para o regime de dose empirico
recomendado para diversos antimicrobianos em consequéncia da altera¢ao da farmacocinética
desses agentes terapéuticos nos pacientes criticos. Considera-se ainda que essa resisténcia
dependa do conhecimento da atividade do antimicrobiano e da sensibilidade do patdgeno ao
agente terapéutico. Entdo, a aplicagdo da abordagem PK/PD permite correlacionar o perfil
farmacocinético do antimicrobiano (medida in vivo) com a sensibilidade do patégeno ao
agente antimicrobiano (CIM) fornecida pela medida in vitro, permitindo a estimativa do
indice de predi¢do da efetividade de cada antimicrobiano contra o patdgeno hospitalar
sensivel isolado. Entdo, foi estimado um indice para predicao da efetividade para cada agente
terapéutico do estudo representado no diagrama geral da efetividade de antimicrobianos. O
calculo do indice de predicdo de efetividade dos dois beta-lactdmicos foi realizado para a
avaliagdo da cobertura do antimicrobiano contra os patogenos isolados na populagcdo de
pacientes criticos. Esse indice foi estimado para os beta-lactdmicos com base na expressao
%fAT>CIM, levando-se em conta os parametros da farmacocinética (vale sérico, taxa de
eliminagdo) e da farmacodinamica (CIM: concentra¢do inibitéria minima bactericida). O novo
alvo PK/PD de 100%fAT>CIM foi considerado para os dois beta-lactimicos investigados;
uma vez que a efetividade destes agentes ¢ tempo dependente (ABDUL-AZIZ et al., 2016).

Torna-se importante destacar que a concentragdo inibitéria minima (CIM) ¢ um dado
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farmacodindmico obtido in vitro e ¢ determinada rotineiramente ap6s o isolamento do
patdgeno pelo Setor_de Microbiologia da DLC e emissdo de resultados pela rede para os
pacientes internados nas UTIs do hospital. Destaca-se que a base de dados utilizada neste

laboratorio ¢ o Clinical & Laboratory Standard Institute (CLSI).

¢) Tratamento estatistico: A estatistica descritiva foi realizada a partir dos dados individuais,
e expressa em dados populacionais obtidos dos testes estatisticos. Utilizou-se o Office
PowerPoint e Office Excell 365 (Microsoft Corporation, USA) e o GraphPad Prism for
Windows 5.0, GraphPad Software Inc. (San Diego, CA, USA). Na estatistica descritiva, os
dados populacionais foram expressos através de mediana (interquartis), € no estudo de
correlagdo linear expressos pelo coeficiente de correlagdo (?). A avaliagdo quantitativa foi
obtida pela aplicagdo de teste de Mann-Whitney; enquanto que as propor¢des foram avaliadas
pelo teste de contingéncia de Fisher. A significancia estatistica de p<0,05 foi considerada. A
cobertura dos antimicrobianos contra os patdgenos isolados dos pacientes criticos em terapia
intensiva foi ilustrada graficamente utilizando o Prism dot, GraphPad Prism for Windows

v 5.0.
d) Estudo de desfecho

Avaliou-se o tempo de internacdo em UTI, o periodo de internagdo, a cura clinica,

necessidade de escalonamento do antimicrobiano, numero de altas e baixas hospitalares.
¢) Gerenciamento dos dados e arquivos para rastreabilidade

Consideraram-se os arquivos a) Prontuario Médico, b) Evolucdo Clinica, c) Prescri¢dao
Médica, d) Resultados de Exames, de qualquer natureza, ¢) TCLE como “documentos-fonte”,
de onde foram retirados os dados necessarios ao estudo. Todos os documentos-fonte do
paciente ficaram retidos e arquivados no arquivo médico do HC FMUSP, sob
responsabilidade e de acordo com a legislagdo médica vigente. O banco de dados gerado pelo
estudo, como os documentos relatorios (cartas de comunicagao com o CEP), e qualquer outra
documentag¢ao com dados do estudo (tabelas, graficos, cromatogramas) foram arquivados em
via original ou copia (conforme aplicavel) em local seguro do Laboratério Bionalitico. Tal
medida tem como finalidade garantir a rastreabilidade da documentacdo do projeto e dos

dados obtidos.

f) Confidencialidade dos dados coletados: Assinando o Termo de Consentimento Livre ¢

Esclarecido do estudo, o paciente/representante legal atesta que tem ciéncia de que os dados
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coletados a partir de sua participagdo puderam ser tornados publicos. Porém, como preconiza
a legislag@o de pesquisa clinica vigente (RDC 205/17), durante e ap6s a realizagdo do estudo,
os pacientes envolvidos foram identificados unicamente através de suas iniciais € por seu
codigo de alocagdao no estudo. Em caso de publicacdo, a identidade de todo e qualquer

paciente envolvido no estudo serdo mantidas em sigilo.



4. RESULTADOS

4.1 Casuistica

Resultados
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Investigaram-se 36 pacientes adultos sépticos queimados com fung¢do renal preservada,

ambos os géneros (12F/24M), em terapia intensiva do choque séptico com os agentes

antimicrobianos piperacilina-tazobactam 4g q6h ou meropenem 1g q8h. Os pacientes

incluidos no estudo foram estratificados em dois grupos com base no tempo da administracao

da infusdo, podendo ser classificados como intermitente de 0,5 h (G1) ou da infusdo estendida

de 3 h (G2), conforme indicado a seguir:

Alocacao dos 36
pacientes

Piperacilina 4g q6h Meropenem 1g q8h
Infusao Infusdo Infusdo Infusdo
0,5h 3h 0,5h 3h

Infusdo intermitente: G1
N1=18

8 pacientes

10 pacientes

Infusdo estendida: G2
N2=18

10 pacientes

8 pacientes

A elegibilidade dos pacientes obedeceu aos critérios de inclusdo/exclusdo definidos

com o seguinte tamanho amostral, como ilustrado no diagrama de fluxo.

Piperacilina
Infusdo 0,5h

Piperacilina

Infusdo 3h

Meropenem
Infusdo 0,5h

Meropenem

Infusdo 3h

[

21 pacientes

28 pacientes

19 pacientes

33 pacientes

—— — (] — — (1
8 pacientes 13 pacientes 10 pacientes 18 pacientes 10 pacientes 9 pacientes 8 pacientes 25 pacientes
elegiveis excluidos elegiveis excluidos elegiveis excluidos elegiveis excluidos
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Os dados demograficos dos pacientes incluidos sdo descritos na tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristica demograficas dos pacientes investigados

Grupo 1 (0,5h) G2 (3h) Estatistica

Género 16M/2F 13M/5F 0.4018 ©
Idade (anos) 30 (24-31) 27 (24-34) 0.9620 9
Peso ideal (Kg) 70 (57-75) 73 (55-79) 0.5986 9
Peso real (Kg) 70 (61-75) 71 (65-75) 0.5926 )
Altura (cm) 171(166-177) 173 (165-179) 0.5983 9
SC (m?) 1,82 (1,58-1,89) 1,87 (1,60-2,00) 0.9397 9
IMC (Kg/m?) 24 (22-25) 24 (20-25) 0.9369 9

Abreviaturas — M: masculino; F: feminino; SC: Superficie Corpérea; NAP: ndo aplicavel.
Estatistica: Mann Whitney**; Teste de Contingéncia de Fisher*. Significancia estatistica p<0,05.

As caracteristicas de admissdo dos pacientes grandes queimados investigados sdo
demonstradas na figura 1. Nao se evidenciou também diferenca significativa entre grupos
apos o teste de contingéncia de Fisher relativamente lesdo inalatoria, tipo de trauma térmico
ou elétrico sofrido pelos pacientes das duas populagdes investigadas. Entretanto, registrou-se
diferenca estatistica entre grupos quando se comparou em G1/G2, a necessidade de ventilagdo
mecanica em 16/9 e de vasopressores em 15/8. Também nado se observou diferenga
significativa entre grupos com relagdo a superficie corpodrea total queimada, escore SAPS 3 de

admissao na UTI, o respectivo risco de morte associado.

Leséao inalatoria 22/36 Ventilagdo mecénica

30
Il 0.5h 40 =l 0.5h

=36
8
=36

8

p=1.0000 p=0.0275

10

0 .

Pacientes N
Pacientes N

T T o . .
presente ausente presente ausente
G1/G2 G1/G2 G1/G2 G1/G2
(11/11) /7 (16/9) (2/9)
Térmico - Elétrico 33/3 Vasopressor 23/36
40 40
W 0.5h W 0.5h

w
>

36

30

36

30

p=1.0000 p=0.0354

20 20

Pacientes N:
Pacientes N

i B

T E presente ausente
G1/G2 G1/G2 G1/G2 G1/G2
(17/16) (1/2) (15/8) (3/10)

o
=

Figura 1 - Perfil de admissdo dos pacientes queimados distribuidos em Grupo 1: infusdo intermitente, Grupo 2:
infusdo estendida. Teste de contingéncia de Fisher. Estatistica: Significancia estatistica p<0,05.
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Realizou-se a comparacdo entre grupos para a superficie corpdrea total queimada e
para o escore de admissdo dos pacientes na UTI como ilustrado nas figuras 2 e 3

respectivamente. Realizou-se ainda a estratificacdo da SCTQ<40%, SCTQ>40% e do

SAPS3<57 e SAPS 3 >57, Figuras 2 e 3.
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Figura 2 - Superficie corporea total queimada avaliada na admissdo dos pacientes na UTI
(A) Comparacao entre grupos G1 x G2; (B) Estratificagdo da SCTQ e comparagdo G1 x G2
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Figura 3 — Escore de gravidade na admissao dos pacientes na UTI G1 versus G2
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A comparagdo dos grupos ndo evidenciou diferenga significativa relativa a SCTQ,
SAPS3 e risco de morte associado a gravidade do paciente admitido na UTL

Entretanto, pela estratificagdo do escore evidenciou-se diferenga entre grupos
relativamente ao SAPS 3<57 e o respectivo risco de morte associado.

Os dados populacionais para os pacientes dos grupos 1 e 2 sdo descritos para a
superficie corporea total queimada e para o escore de admissdo dos pacientes na UTI, SAPS 3
e o respectivo risco de morte associado. Os grupos foram comparados através do Teste de
Mann Whitney, e pelo teste de contingéncia de Fisher na comparagao entre as proporgdes.

O perfil laboratorial de biomarcadores obtido pela admissdo do paciente na UTI ¢

descrito na Tabela 2; ressalta-se que nao se registrou diferenca entre grupos.

Tabela 2 — Perfil laboratorial de biomarcadores na Admissao dos Pacientes

Biomarcador Valor G1 G2 Estatistica
Referéncia N:i=18 N»=18
Scr <l4 0,83 0,90 0.8743
(mg/dL) (0,68-1,16) (0,60-1,20)
CLcr 90-120 115 127 0.6463
(mL/min) (83-148) (90-170)
PCR <5 232 183 0.9747
(mg/L) (107 — 285) (118 -279)
Leucocitos 4all 10,91 14,05 0.0302
(mil cel/mm?) (4,60-13,93) (11,47-18,10)
Neutrofilos 1,6a7,0 8,55 10,28 0.0576
(mil cel/mm?) (3,40-11,22) (8,91-15,77)

Abreviaturas: Clcr: clearance da creatinina; PCR: proteina C reativa.
Estatistica: Mann Whitney, significancia estatistica p<0,05; mediana (interquartil).
Fontes: [1] Fleury (2018); [2] Cockroft & Gault (1976)
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A terapia empirica do choque séptico foi realizada pela administra¢do de piperacilina-
tazobactana ou do meropenem nas doses recomendadas a critério da equipe médica da UTI,

conforme descrito nas Tabelas 3 e 4, respectivamente.

Tabela 3— Terapia empirica do choque séptico com Piperacilina-Tazobactana 4,5g q6h
infusio intermitente 0,5 hora versus infusiao estendida 3 horas

Grupo 1 n=8 Grupo 2 n=10 ESTATISTICA
Unidade | Mediana | (interquartis) | Mediana | (interquartis) | Mann Whitney
Dose/dia | mg/kg 229 (217-297) 225 (214-246) 0.5620
dia
Dose/t mg/kg 57 (54-74) 62 (51-72) 0.6236
dose
ASC%-24 | mg*h/L 1831 (1778-1886) 1447 (1156-1572) 0.0085
ASCst | mg*h/L 458 (444-471) 362 (289-393) 0.0085
Vale mg/L 4,8 (4,1-5,8) 32,1 (26,0-33,2) 0.0004

Abreviaturas: ASC®: Area Sob Curva no estado de equilibrio; t: “tau” intervalo de dose
Estatistica: Teste Mann Whitney, significancia p<0,05

Com base nos niveis de vale séricos obtidos para a piperacilina apos infusdo
intermitente ou infusao estendida, evidenciou-se diferenga significativa entre grupos apesar da
administracdo de doses semelhantes aos pacientes queimados em terapia intensiva.
Adicionalmente, a disponibilidade sistémica medida através da area sob a curva obtida para a
piperacilina apos infusdo intermitente ou infusdo estendida, evidenciou-se diferenca
significativa entre grupos ap6s administracao de doses semelhantes aos pacientes sépticos

grandes queimados.

Tabela 4 — Terapia empirica do choque séptico Meropenem 1g q8h,

infusio intermitente 0,5 hora x infusao estendida 3 horas

Grupo 1 n=10 Grupo 2 n=8 ESTATISTICA

Unidade | Mediana | (interquartis) | Mediana | (interquartis) | Mann Whitney
Dose/dia | mg/kg dia 41 (40-43) 41 (38-45) 0.3491
Dose/t | mg/kg dose 14 (13-14) 14 (13-15) 0.6222
ASC*0-24 mg*h/L 568 (558-597) 338 (335-347) 0.0004
ASC*t mg*h/L 189 (186-199) 84 (84-87) 0.0004
Vale mg/L 3,2 (2,6-4,2) 7,3 (7,0-8,0) 0.0009

Abreviaturas: ASC®: Area Sob Curva no estado de equilibrio; t: “tau” intervalo de dose
Estatistica: Teste Mann Whitney, significancia p<0,05
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Da mesma forma, com base nos niveis de vale séricos de meropenem, e a
disponibilidade sistémica medida através da area sob a curva apds infusdo intermitente ou
infusdo estendida, evidenciou-se diferenca significativa entre grupos apds administracdo de
doses comparaveis aos pacientes sépticos grandes queimados. A dose diaria e o regime de
dose normalizada com o peso corporal ideal, e o vale sérico para os dois beta-lactdmicos sao

ilustrados na Figura 4.
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Figura 4 — Dose recomendada dos antimicrobianos beta-lactamicos e vale sérico obtido ap6s infusdo 0,5 hora
versus 3 horas nos pacientes grandes queimados. Estatistica: Mann Whitney, significancia p<0,05. Fonte:
'Ochipinti (1997); 2Jaruratanasirikul & Sriwiriyajan (2003); 3Guia de Utilizagdo de Antimicrobianos e
Recomendagdes para a Prevencdo de Infeccdes Hospitalares do HCFMUSP” 2018-2020.

43



Registrou-se o prolongamento da meia vida decorrente do aumento do volume de
distribui¢@o para os dois beta-lactamicos apos a infusdo estendida versus intermitente. Entdo,
as alteragdes da farmacocinética registradas para cada agente terap€utico apos a infusdo

intermitente versus estendida foram comparadas aos valores de referéncia descritos para

Resultados

voluntarios sadios, ilustradas na Figura 5 para a piperacilina.

Farmacocinética da Piperacilina em Queimados, fase precoce do choque séptico
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Figura 5 - Farmacocinética da Piperacilina ap6s infusdo 0,5 hora versus 3 horas em pacientes grandes

queimados na fase precoce do choque séptico

Abreviaturas: VS: voluntarios sadios; t(2)p: meia vida biologica; CLt: depuragdo total corporal; Vd*: volume de

distribui¢io (steady state). Estatistica: Mann Whitney, significincia p<0,05 Fonte: 'Ochipinti (1997)

Apesar disso, registrou-se diferenca significativa entre grupos para a piperacilina apds
infusdo estendida versus intermitente, com reducdo da taxa de eliminacgdo, e prolongamento

da meia vida decorrente do aumento do volume aparente de distribui¢do; evidenciou-se

correlagdo linear entre a meia vida e o volume aparente.
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As alteragdes da farmacocinética registradas para o meropenem apds a infusdo
intermitente versus estendida foram comparadas aos valores de referéncia descritos para

voluntarios sadios, ilustradas na Figura 6.

Farmacocinética do Meropenem em Queimados, fase precoce do choque séptico
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Figura 6 - Farmacocinética do Meropenem apo6s infusdo 0,5 hora versus 3 horas em pacientes grandes
queimados na fase precoce do choque séptico
Abreviaturas: VS: voluntarios sadios; tun)p: meia vida bioldgica; CLt: depuragdo total corporal; Vd*: volume de
distribui¢do. Estatistica: Mann Whitney, significincia p<0,05. Fonte: Jaruratanasirikul & Sriwiriyajan (2003)

Frente a faixa de referéncia definida para voluntarios sadios, os dois grupos de
pacientes incluidos no G1 e no G2 evidenciaram alteragdo na farmacocinética do meropenem.
Além disso, registrou-se diferenga significativa entre grupos para o carbapenémico apos
infusdo estendida comparada a infusdo intermitente. Evidenciou-se redug¢do da taxa de
eliminacdo e o prolongamento da meia vida decorrentes do aumento do volume aparente de
distribuicdo. Foi possivel estabelecer correlagdo linear entre a meia vida e o volume aparente,
com alto coeficiente de correlagdo, r2= 0,9471. Nao se evidenciou correlagdo entre o

clearance da creatinina e a depuracao total corporal para os dois beta-lactamicos.
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A cobertura antimicrobiana ap6s infusdo intermitente versus infusdo estendida das
doses recomendadas e prescritas aos pacientes sépticos grandes queimados ocorreu para o

alvo PK/PD considerado 100%fT>CIM, ilustrada para piperacilina e meropenem, Figura 7
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Figura 7 — Cobertura de beta-lactdmicos apods infusdo intermitente versus estendida nos pacientes grandes
queimados, fase precoce do primeiro choque séptico

Abreviaturas: %fAT>CIM indice de predicdo de efetividade; 100%%fAT>CIM: Alvo PK/PD para a
piperacilina e meropenem Estatistica: Mann Whitney, significancia p<0,05; Prism 5.0

Evidenciou-se a superioridade da infusdo estendida de 3 horas comparada a infusdo
intermitente de 0,5 hora, para os dois beta-lactamicos sob investigagdo nos pacientes
queimados.

A cura clinica foi registrada no G1 em apenas 1/8 paciente tratado com a piperacilina
apos infusdo intermitente, uma vez que o antimicrobiano escalonado foi substituido pelo
meropenem, infusdo intermitente, com a cura das infec¢des causadas por Gram negativos
isolados até CIM 2 mg/L. Em contrapartida, a piperacilina promoveu a cura clinica de 4/10
pacientes do G2 que receberam infusdo estendida de piperacilina. Desta forma, uma vez

escalonada, ela foi substituida pelo meropenem nos demais pacientes (6/10). A cura
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microbioldgica pela piperacilina ocorreu em quatro pacientes pela erradicacdo de Gram-
negativos isolados at¢ CIM 4 mg/L como registrado na Figura 8. Registrou-se cura de um
paciente apds infusdo intermitente piperacilina, e de quatro pacientes ap6s infusao estendida.
Por outro lado, a cura das infec¢des contra EB e NEB CIM 2mg/L pelo carbapenémico
ocorreu para 10 pacientes que receberam a infusdo intermitente de meropenem; enquanto que
oito pacientes que receberam a infusdo estendida evidenciaram cobertura contra Gram-

negativos at¢ CIM 4 mg/L.
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Figura 8 — Estudo de desfecho clinico para 36 pacientes sépticos grandes queimados recebendo terapia com
beta- lactdmicos apds infusdo de 0,5 h/ G1 versus 3 h/ G2 na fase precoce do primeiro choque séptico

Entdo, o meropenem apos infusdo intermitente promoveu a cura clinica de 17/18
pacientes do Grupo 1, contra os isolados de at¢ CIM 2 mg/L; enquanto que a cura clinica
ocorreu para 14/18 pacientes do Grupo 2 apds administragdo da infusdo estendida do
meropenem que garantiu a cobertura de patdogenos de sensibilidade intermediaria at¢ CIM de
4 mg/L. Finalmente, registraram-se 25 altas e 11 baixas hospitalares durante o periodo da

internagdo hospitalar de 36 pacientes grandes queimados.
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5. DISCUSSAO

Sabe-se que at¢ o momento, o monitoramento sérico de agentes beta-lactamicos ¢
pouco frequente nos hospitais terciarios, incluindo os de paises do primeiro mundo, uma vez
que a dosagem sérica desses antimicrobianos ndo ¢ realizada de rotina nos pacientes em
terapia intensiva. Assim sendo, a individualizacdo da dose e o melhor tipo de infusdo ainda
permanecem em discussdo na terapia de pacientes sépticos. Nesse contexto, atualmente a
conduta clinica se baseia na coleta de culturas e na prescrigdo empirica destes antimicrobianos
na dose recomendada no onset do choque séptico considerando-se ainda a fungdo renal de
cada paciente. Tal fato justifica a realizagdo da dosagem sérica no suporte laboratorial
fornecido em tempo real para os antimicrobianos de administracdo sist€émica que sdo
prescritos no tratamento das infecgdes causadas por patdégenos hospitalares. Entdao, a dosagem
sérica desses antimicrobianos, seguida da investigagdo da farmacocinética, e a estimativa do
indice de predicao de efetividade pela abordagem PK/PD se faz imprescindivel a equipe
médica para individualizagdo da terapia, atingindo consequentemente desfecho clinico
desejado. Ressalta-se ainda que tal medida simples, se implantada na rotina de laboratdrio
central do hospital, evitaria o desenvolvimento de cepas mutantes, principalmente para a K.
pneumoniae ¢ P. aeruginosa, consequéncia da subterapia que ocorre durante a sindrome da

resposta inflamatoria sistémica (SRIS) na fase precoce do choque séptico.

A farmacocinética de antimicrobianos hidrofilicos com meropenem ou piperacilina
esta alterada na fase precoce do choque séptico. Sugere-se ainda que diferentes alteragdes
ocorram apos a infusdo seja intermitente (0,5 h), e apds a infusdo estendida; trabalhos recentes
reportam que estas alteragdes impactam a cobertura destes antimicrobianos na fase precoce do

choque séptico.

Com relacdo ao alvo a ser atingido pela terapia com esses agentes, sabe-se que a
efetividade destes antimicrobianos ¢ tempo-dependente. No caso da piperacilina/tazobactam,
o indice de efetividade de 70%fAT>CIM foi inicialmente recomendado contra patdogenos
Gram-negativos de alta prevaléncia nos isolados de pacientes em terapia intensiva (KAYS et
al., 1999). No caso do meropenem, agente carbapenémico com alta penetracdo no tecido
pulmonar e nos tecidos moles, destaca-se que o alvo inicialmente recomendado foi de 40%
fAT> CIM, mas novos protocolos foram realizados posteriormente utilizando alvos superiores

(IKAWA et al., 2008).
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Dois estudos do meropenem relativamente recentes que foram conduzidos nos
pacientes sépticos em terapia intensiva compararam a infusdo intermitente, 0,5h com a
infusdo estendida, utilizando diferentes alvos PK/PD, 60% fAT>MIC e 100% fAT>MIC
(ABDULL AZIZ et al., 2015; SILVA JUNIOR et al., 2017a). No protocolo conduzido por
Silva Junior (2017a), 20 pacientes sépticos receberam o regime 1lg q8h, apds infusdo
intermitente de 0,5h em 10 pacientes e apos infusdo estendida de 3 horas no restante.
Isolaram-se patogenos gram-negativos sensiveis ao antimicrobiano com destaque para K.
pneumoniae, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa dos sitios de infeccdo da
corrente sanguinea, pneumonia ndo relacionada a ventilagdo mecanica, infec¢do de ferida e de
osso. Todos os pacientes evidenciaram cobertura contra patogenos Gram- negativos até CIM
2 mg/L, independentemente da infusdo; enquanto que se registrou a erradicagao do isolado de
P. aeruginosa de sensibilidade intermediaria CIM 4mg/L para 1/10 ap6s a infusao estendida.
Destaca-se ainda neste estudo que o alvo PK/PD de 60% fAT>CIM foi considerado pelos
autores ao invés do inicialmente recomendado 40% fAT>CIM (IKAWA et al., 2008; SILVA
JUNIOR et al, 2017a).

Num outro estudo em 15 pacientes sépticos internados na UTI conduzido por
Gongalves-Pereira (2014) em hospital de Lisboa, Portugal. Todos os pacientes receberam
meropenem no regime de dose, 1g q8h, pela infusdo intermitente de 0,5h no tratamento de
infeccdes da corrente sanguinea, pulmao, sistema nervoso central, pele/tecidos moles, e
infeccdo complicada pos-cirurgia intra-abdominal. A abordagem PK/PD evidenciou que o
alvo de 100% fAT>MIC, considerado foi atingido para 14/15 pacientes at¢ CIM 2 mg/L,
reduzindo-se para 9/15 pacientes contra patogenos de sensibilidade intermediaria, CIM 4mg/L

(GONCALVES PEREIRA et al., 2014).

Destaca-se que alvos diferentes foram considerados nestes dois estudos para a medida

da efetividade do meropenem através da abordagem PK/PD.

Como nas ultimas duas décadas, Abdull-Aziz (2016) reportou a selecdo de mutantes
que ocorreu pela erradicagdo de cepas sensiveis (CIM 0,25-2 mg/L) para K. pneumoniae, P.
aeruginosa, Gram-negativos de alta prevaléncia na maioria das UTIs, entdo, diversos
protocolos controlados foram conduzidos em pacientes criticos em terapia com o meropenem
utilizando estratégias relacionadas a duracdo da infusdo (1 h, 2 h, 3 h), ao invés de 0,5 h
recomendada em bula, e ao alvo a ser atingido para cobertura do meropenem contra cepas de

sensibilidade intermedidria de Gram-negativos, CIM 4-8 mg/L (ABDULL-AZIZ et al., 2016).
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Investigou-se ainda o impacto na cobertura do antimicrobiano, além de se testarem novos
alvos para atingir o desfecho clinico desejado de 50% 60% até¢ 100% fAT> CIM, em
substituicdo a 40% fAT> CIM, inicialmente recomendado para agentes carbapenémicos de

administracao sistémica (IKAWA et al., 2008).

Mais recentemente, investigou-se através de estudos prospectivos, o aumento da
cobertura resultante da infusdo estendida de 3 horas para o meropenem com base nos novos
indices de efetividade testados nos pacientes sépticos com fungao renal preservada. A revisao
dos demais estudos relativos a farmacocinética, consideraram os alvos de 40 a 50% fAT>CIM
para a cobertura deste antimicrobiano ap6s infusdo intermitente versus a estendida, descreve
os resultados obtidos a partir da realizagao de estudos controlados conduzidos em pacientes

criticos (KOTHEKAR et al., 2020; MATTIOLI et al., 2016; DE WAELE et al., 2014).

Cumpre ressaltar que todas as alteracdes na farmacocinética registradas para o
meropenem nos pacientes sépticos criticos foram comparadas aos dados de referéncia
reportados em voluntarios sadios, mesmo regime de dose e tipo de infusdo, para se investigar

as alteragdes que ocorrem nos pacientes criticos durante o choque séptico

(JARURATANASIRUKUL et al., 2003).

Resumindo, encontramos uma concordancia dos nossos resultados comparados aos
dados da literatura relativos a alteracdo da farmacocinética que ocorreu em diferente
propor¢ao nos pacientes criticos com fun¢do renal preservada, apos a infusdo intermitente
versus a infusdo estendida. Ressalta-se ainda que apos a infusdo estendida de 3 h para o
meropenem, o aumento no volume aparente de distribuicdo registrado durante a SRIS, teve
como consequéncia, o prolongamento proporcional na meia vida bioldgica, principalmente no
periodo precoce do choque séptico. Com relagdo a cobertura do meropenem baseada no alvo
de 100% fAT> CIM contra os isolados at¢ CIM 4-8 mg/L, evidenciou-se a superioridade da
infusdo estendida comparada a infusdo intermitente, para o meropenem pelo alvo atingido na

maioria dos trabalhos aqui reportados.

Investigou-se também a alteracdo da farmacocinética da piperacilina obtida neste
estudo comparada a registrada nos diferentes estudos, frente aos valores de referéncia obtidos
por Occhipinti (1997) realizado em voluntérios sadios apds do regime de dose da combinagao
piperacilina-tazobactana 4,5 g q8h (OCCHIPINTI et al., 1997). Entdo, a evidéncia da

alteracdo na farmacocinética, nos estudos clinicos considerados foi relacionada a maior ou
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menor cobertura do antimicrobiano contra patdogenos Gram-positivos e Gram-negativos

sensiveis em fun¢do do tempo de infusdo e ao alvo PK/PD considerado.

Silva Junior (2017b) reportou que 35 pacientes sépticos receberam a infusdo
intermitente em dois regimes, sendo que 26 pacientes receberam o regime convencional de
4,5g q8h, e outros 9 pacientes receberam o regime de 4,5 g qbh. Neste estudo, o alvo de 70%
fAT>CIM recomendado por Kays (1999) foi utilizado. Apos infusdo intermitente 0,5 h da
piperacilina, o regime de 12g diarios do ativo evidenciou cobertura do antimicrobiano em
todos pacientes (26/26) contra patogenos até CIM 2 mg/L, caindo para 23/26 pacientes contra
Gram-negativos incluindo-se a P. aeruginosa (CIM 4mg/L). Em contrapartida, considerando-
se patdégenos de sensibilidade intermediaria (CIM: 8mg/L), o alvo foi atingido em 1/22
pacientes. O estudo microbioldgico revelou culturas para diversos isolados de Gram-positivos
com alta incidéncia de S aureus; Enterobacteriaceae CIM até 2 mg/L, e a P. aeruginosa CIM
2-4 mg/L foram os Gram-negativos de maior prevaléncia nas infec¢des destes pacientes na
UTI. Adicionalmente, quando o regime de 4,5g q6bh, eq. 16g diarios foi utilizado, a
superioridade de cura clinica e microbiologica ocorreu para todos os pacientes (9/9)
investigados frente a dose de 12g didrios, ambas administradas pela infusdo intermitente de
0,5h, uma vez que patéogenos com CIM 8-16mg/L foram isolados apenas de 2/9 pacientes

(KAYS et al., 1999; SILVA JUNIOR et al., 2017b).

Em funcgdo da selecdo de mutantes reportada anteriormente no ultimo consenso da
Surviving Sepse Campaign relacionada a K. pneumoniae, P. aeruginosa e A. baumannii, pela
alta incidéncia e prevaléncia nas UTIs (RHODES, 2017), diversos protocolos foram
conduzidos em pacientes criticos em terapia com a piperacilina-tazobactana utilizando
estratégias relacionadas a duracdo da infusdo (2, 3 e 4h), ao invés de 0,5 h recomendada em
bula, para avaliacdo do alvo PK/PD atingido para a cobertura do antimicrobiano contra cepas
de sensibilidade intermediaria de Gram-negativos, CIM 8-16 mg/L. Investigou-se ainda o
impacto na cobertura do antimicrobiano, além de se testarem novos alvos para atingir o
desfecho clinico desejado de 50%, 90% e 100%fAT> CIM, ao invés de 70%fAT> CIM,
inicialmente recomendado por Kays (1999) para beta-lactimicos de uso hospitalar contra

Gram-negativos (KAYS et al., 1999).

Recentemente, investigou-se através de estudo prospectivo controlado, o aumento da
cobertura resultante da infusdo estendida de 3 h para a piperacilina com base nos novos

indices de efetividade testados nos pacientes sépticos com funcao renal preservada.
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Demonstrou-se entdo, através de estudo a superioridade da cobertura para este tipo de infusao
no protocolo conduzido por De Souza (2019) em estudo controlado de dois bragos
envolvendo 18 pacientes criticos grandes queimados recebendo o regime 4,5g q6h por infusao
estendida de 2 versus 3h; o alvo PK/PD considerado pelos autores foi de 100%fAT> CIM.
Registrou-se evidente melhoria no desfecho clinico pela utilizagdo da infusdo estendida de 3h
nos pacientes, uma vez que a cobertura foi garantida até CIM 16 mg/L para todos os pacientes
apo6s a infusdo estendida de 3 horas. Em contrapartida, os autores reportam que a efetividade
alcancada para a mesma dose pela infusdo estendida de 2 horas ocorreu até CIM 4mg/L, com
reducdo da cobertura para isolados de sensibilidade intermedidria, CIM 8 mg/L (7/9) e CIM
16 mg/L (1/9) pacientes (DE SOUZA et al., 2019).

Sime (2015) em protocolo de controlado incluindo 16 pacientes sépticos com
neutropenia febril, e fungdo renal preservada. Realizaram-se apenas duas coletas de amostras
sanguineas. A depuragdo total corporal se mostrou reduzida, mas o volume de distribui¢do e a
meia vida bioldgica ndo foram estimados pelos autores. Registrou-se cobertura do
antimicrobiano contra patdégenos CIM 16 mg/L em 11/16 pacientes, consideraram-se na
cobertura os isolados de Staphylococcus spp. e de Enterobacteriaceae nestes pacientes O
desfecho clinico foi atingido, pela cura clinica e microbioldgica de 11/16 pacientes apds a
infusdo estendida de 3h, empregando o alvo de 100%fAT> CIM considerado pelos autores

(SIME et al., 2015).

Chung (2015) descreveu estudo conduzido em 11 pacientes sépticos adultos, funcdo
renal preservada. O impacto das alteracoes da farmacocinética sobre a cobertura do
antimicrobiano, apds a dose de 4,5g q8h e infusdao estendida de 4h, foram registradas. Os
autores descreveram pronunciado aumento do volume aparente de distribuicdo e
prolongamento da meia vida bioldgica garantindo cobertura do antimicrobiano contra isolados
incluindo P. aeruginosa e Enterobacteriaceae at¢ CIM 16mg/L, durante a terapia do choque
séptico para todos pacientes para o alvo de 90%fAT> CIM, considerado. Da mesma forma De
Waale (2014) investigou 15 pacientes sépticos que receberam 4,5g q6h, infusdo de 3 horas e
pneumonia como sitio de infec¢do; para o alvo PK/PD de 100%fAT> CIM considerado pelos
autores. Neste protocolo evidencio-se aumento do volume de distribuicdo em 2 a 3 vezes

apesar da meia vida permanecer inalterada (CHUNG et al, 2015).

Por outro lado, no estudo de De Waele (2014) a depuracao total corporal ou clearance

da piperacilina variou entre 10 e 23 L/h, tal resultado para o CLt 23 L/h, pode ser justificado
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pelo uso de altas doses de vasopressores em alguns pacientes na fase precoce da SIRS,
enquanto que valores de CLt10 L/h e meia vida de 0,8 h estariam relacionados ao término do

tratamento do choque séptico nos demais pacientes (DE WAELE et al, 2014).

Com base nos dados obtidos no presente estudo comparados aos resultados reportados
na literatura, torna-se relevante considerar que o paciente séptico com fungdo renal
preservada, recebe vasopressores principalmente na fase precoce do choque séptico, e
evidencia profundas alteracdes na farmacocinética do antimicrobiano administrado por
infusdo estendida, impactando positivamente a cobertura da piperacilina, infusdo 3h, na fase
mais critica da infec¢@o nosocomial, uma vez que a cobertura foi garantida para isolados até
CIM 16 mg/L. Entretanto, larga variabilidade de resultados na depuragdo total corporal da
piperacilina podem ocorrer quer pelo uso de vasopressores em doses tituladas de acordo com
a necessidade maior ou menor de cada paciente com relacdo bem como ao uso de altas doses
de vasopressores em alguns pacientes sépticos incluidos no presente protocolo, € outros

pacientes do estudo de De Waele (2014).

Considerando-se os alvos PK/PD até¢ 100%fAT>CIM na cobertura deste
antimicrobiano apds infusdo estendida, sugere-se que o tempo de infusdo de 3 horas para o
meropenem 1g q8h, e para a piperacilina 4g q6h nas doses recomendadas no presente
protocolo de estudo deva ser utilizado pela superioridade para atingir o alvo terapéutico. A
erradicacdo de patdgenos sensiveis, CIM até 2mg/L, estendida a erradicagdo de provaveis
mutantes, pelos niveis séricos bactericidas no vale contribuem para o desfecho clinico
desejado nestes pacientes criticos em terapia intensiva do choque séptico pelos dois beta-

lactamicos.
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6. CONCLUSAO

Evidenciou-se a superioridade da infusdo estendida de 3 horas comparada a infusao
intermitente de 0,5 hora na efetividade da piperacilina e do meropenem administrados nas
doses recomendadas para o alvo terapéutico 100%fAT>CIM considerado.

O aumento na cobertura contra patdgenos Gram-negativos pode ser justificado pelas
alteragdes que ocorreram na farmacocinética dos antimicrobianos nos dois grupos de
pacientes grandes queimados sépticos frente aos dados reportados para voluntarios sadios.

Além disso, foi registrada diferenca significativa entre os grupos de pacientes que
receberam infusdo intermitente apds comparacdo com aqueles pacientes que receberam
infusdo estendida de cada antimicrobiano considerado. Desta forma, tais resultados justificam
a superioridade da infusao estendida obtida tanto para a piperacilina como para o0 meropenem

nos pacientes sépticos grandes queimados.
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8. APENDICE

8.1 Termo de consentimento livre esclarecido (TCLE)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N*: ... SEXQ ;. w0 F O
DATANASCIMENTO: .../ ./
ENDEREGO ...

BAIRRO: ...
CEP: i

Sepne s e s N s s e DGR
S L CIDPDE e R
v TELEFONE: DDD C...oooooo0) oo

2 RESPONSAVEL LEGAL oo\
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curadoretc) ...

DOCUMENTO DE IDENTIDADE - SEXO: MO fr0O
DATA NASCIMENTO. .../l

ENDERECO: . . NE o APTOE
BAIRIO: «eeorereecee e rersrerssmmseeesresmsest e et eemsreeseeesrreees GBS 1ot eresm o180 548 5 s s
BEP i C TELEFONE DD i os st i i o i s s

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DD PROTOCOLC DE PESQUISA. Monitoramento Plasmético de Antimicrobianos em Pacientes Queimados.
FESOUISADOR : Dr. David de Souzs Gomes

CARGD/FUNCAQ: Diretor de Servigo INSCRICAQ CONSELHO REGIONAL DE MEDICINA N°35316
UNIDADE DO HCFMUSP: Divisao de Cirurgia Piastica e Queimaduras
3 AVALIAGAQ DO RISCO DA PESQUISA:

RIBCO Minima [ RIScO MEDIC [

risco paxo X RISCO MAIOR [J

ADURACAD DA PESQUISA : 12 meses g partir da aprovacio
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

0 pesquisador respensdvel por este protocolo & o Prof. Dr David de Souza Gomes , também participarfo
deste estudo o Or. Edvaldo Vieira, Dra. Gristina Sanches Giraud & Profa Dra Silvia Regina Cavani Jorge
Santos

. Justificativa e o= objetivoe da pesquisa: Se ofa) senhor(a) ou pessoa por quem o Sria) & responsavel
apresentar sinais de infeccio serdo empregados antibidticos para o tratamento, sto &, medicagdes que visam
tretar a infecglo, consequents da lesio pela queimadura. Os antibidticos atuaimenta tilzades para asta
finalidade sda antolercina B, caspofungna cefepime, ceftazidima. cefiriaxona, cipreflosacing. flucsnazal,
imianem ou mercpenem. lnezalida, oxaciling, piperaciinaftazobectam, polimixina B ou E & vancomicina. O
abyetive do presents sstude & avaliar se um destes antibiolices, na dose e forma wilizadas, etinge quantidades
satafaionas no sangue

?  Procedimentos que serao utillzades: o 3enher ou pessca por quem o Sr(a) & responsavel receberd o
antibistice nas doses & nog momentos nomalmente utiizedos pelos pacientes com infecclo devide a
queimaduras. Seréio colstadas no maximo s=is amostras de sangue (1 52,0 mbL por coleta) conforme segue:
1&rming da infusde, 27, 3% 4*  &” hora @ imediatameania antes de dose subzequente, Serd eoletaco atraves de

cateter venoso (dispositivo gue substilui a picada) volume total inferior a 15 mL de seu sangue para & dosagem

do medicamenio. No sangue serd dosada & concentracde do antibidlice utifzando método laboratorial

especifico.

3. Desconforto @ riscos esperados: © risco a que ¢ senhor ou pessoa por guem o Sr.(a) & rosponadvel ers
submetido & minimo pois o procedimento & feito por profissionais atamente treinados, de forma estérl. com
todo o meterial deacartavel

4. Beneficios que poderdo sar abtidos' apds o3 resullados d= cada avaliago, caso sejp necessdnio, serdo
realizados Sjustas Nas doEOs @ inlarvales de doses de antibidticos utilizados no tratamente. Este estudo davera
também futuramente beneficiar muito oufres pacentes queimadcs

5 Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o Individuo! nest2 caso. ndo ha
procedimentos allernativos, pom se irata de procedimento de escolha @ o melhor para pacientes quaimados
COIM NTeCEH0, BEleE antioticos, s30 o8 previstos no prolocolo de ratamento de infecpdes com antimicrobianos
em grandes gueimados

Alam dwto, garsntimes que;

1. 9 Sr.(g) terd acenso, a gualguer tempo, &s informagdies sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados &
pesquisa nclusive esclarecer eventuais dlvidas

2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualguar momento & de deixar de parlicipar do estudo, sem gue isto
traga prejuize 4 continuidads da assmtinoa,

3. Tera a confidencialidade, sigi o privagidade garantides.

4 Disponibilidade de assictdncia na DIVISAD DE CIRURGIA PLASTICA - HCFMUSE, per svartuais daros a
saude, decorrantos da pesguisa.

5 Direito de sar mantido alualzado sobre os resultados parcias das pesquisas, quando em estudos abertas, ou de
resulipdos que sejam do conhecimento dos pesquizadores,

B. N&o exisiréo despesas pesscais para o Sr.(a) em qualguer fase do estudo, inchindo exames e consulias
Tambem nao ha COMPEnsagan financeira relacionads & sua paricipacio. Se existic gualquer despesa adicional, &la
Gera absorvida pelo orcamento da pesquisa,

7. Compromisso do pesquizadar de utilizar os dados & o material eoletado somente para esta pesquisa.

61



Apéndice

Em caso de intercorméncias cinicas @ reaples adversas relacionadas 20 estude atuzl, entrar em contato com:
Prof. Dr. Cavid de Souza Gomez [ Dr Edvaldo Vieira UTI Queimados

CIRURGIA PLASTICA - HCFMUSP = Fone (11) 3089-6470

Cristina Sanches Giraud — Telefone (11) 3091-2189 ou (11) 7684-9233

Silvia Regina Cavani Jurge Santos Telefone (17) 3091-2180 ou (11) T375-2804

Se vood tiver wiguma congideragan ou duvida sobre a ética da pesguisa, antra am contato com o Comild da Etica
em Pesquisa {CEP) — Rua Qvidio Pires de Cempos, 225 — 5° andar - tel: 3069-5442 rarnais 18, 17, 18 ou 20, FAX:
2085-6442 ramal 26 = E-mail cappesq@hcnet, usp. br

Acredito tar sido suficientemente informado a respeito das informagdes que |i ou que foram lidas para mim,
descrevendo o gsludo” Monitoramento Plasmatico de Antimicrobianos em Pacientes Queimados,”
Eu discuti com o Dr. David de Souza Gomez. sobre 8 minha deciséo em participar nesse estudo efou em
consentir que & pessta 30b minhe tutela parficipe do estude. Ficaram claros para mim quais $&o os propostos do
estudo. 05 pracedimeantos a serem reshizados, saus desconfortos & riscos, as garanlias de confidencialidade & de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro fambém que minha participagds & isenta de despesas & que tanho garantia
to acesso a tratamento hosgitalar quande necessério. Concordo valuntanamente em parlicipar deste estudo & podarei
retirar @ meu consentimenta a qualguer momento, antes ou durante © mesmo. aem penalidades ou prejuizo ou perda
de qualquer beneficio que eu possa ter edauindo. au no meu etendimento neste Servigo.

Assinatura do pacientelrepresentante legal Data L

Aeeingwra dg tegternunna Data _ [ +

pera cesos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva
ou visual
(Somente para ¢ respensavel do proicio)

Deslare que obtive de forma apropriade e voluntara o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou
roprocontants lagal para a paricipasde nesle estudo.

Agsinatura do responsavel pelo estuda Data i
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