MARIANA BENEVIDES SANTOS PAIVA

Avaliacdo da utilidade diagndstica da procalcitonina e da
proteina C reativa em pacientes criticos com sindrome
respiratoria aguda grave e suspeita de infecgcao pelo virus

influenza A HIN1 2009

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

BELO HORIZONTE

2012



MARIANA BENEVIDES SANTOS PAIVA

Avaliacao da utilidade diagndstica da procalcitonina e da
proteina C reativa em pacientes criticos com sindrome
respiratdria aguda grave e suspeita de infeccdo pelo virus

influenza A HIN1 2009

Dissertacao apresentada no curso de Pos-
Graduacao em Ciéncias da Saude: Infectologia
e Medicina Tropical, da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal de Minas Gerais
como requisito parcial a obtencao do titulo de

Mestre.

Orientador: Prof. Vandack Alencar Nobre Jr.
Co-orientador: Prof. Fernando Antonio

Botoni

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
BELO HORIZONTE
2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Reitor: Prof. Clélio Campolina Diniz

Vice-Reitora: Prof°. Rocksane de Carvalho Norton

Pré-Reitor de Pés-Graduagdo: Prof®. Ricardo Santiago Gomez
Pré-Reitor de Pesquisa: Prof. Renato de Lima Santos
FACULDADE DE MEDICINA

Diretor: Prof. Francisco José Penna

DEPARTAMENTO DE CLINICA MEDICA

Chefe do departamento: Prof2. Anelise Impiliziere Nogueira

COLEGIADO DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA DA
SAUDE: INFECTOLOGIA E MEDICINA TROPICAL

Prof. Vandack Alencar Nobre Jr. (Coordenador)

Prof. Manoel Otavio da Costa Rocha (Subcoordenador)
Prof. Antdnio Luiz Pinho Ribeiro

Prof. Denise Utsch Gongalves

Prof. Anténio Lucio Teixeira Jr.

Antbnio Vaz de Macedo (Representante discente)



De que serve a bondade
Quando os bondosos sdo logo abatidos, ou sdo abatidos
Agueles para quem foram bondosos?

De que serve a liberdade
Quando os livres tém que viver entre os ndo-livres?

De que serve a razdo
Quando sé a sem-razdo arranja a comida de que cada um precisa?

Em vez de serdes s bondosos, esforcai-vos
Por criar uma situacdo que torne possivel a bondade, e melhor;
A faga supérflual

Em vez de serdes s livres, esforcai-vos
Por criar uma situacdo que a todos liberte
E também o amor da liberdade

Faca supérfluo!

Em vez de serdes s6 razoaveis, esforgai-vos
Por criar uma situacdo que faca da sem-razao dos individuos

Um mau negécio!

Bertold Brecht
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RESUMO

Na vigéncia de uma pandemia de gripe, existe dificuldade em se diferenciar, a
admissdo do paciente no centro de terapia intensiva, se o quadro de insuficiéncia
respiratdria aguda é causado pelo virus influenza ou por outros agentes infecciosos, ou
ainda se se trata de um processo nao infeccioso. O objetivo do presente estudo foi
avaliar a utilidade da procalcitonina e da proteina C reativa na identificacdo etiolégica e
na caracterizacao da gravidade em pacientes internados no CTlI com sindrome gripal
aguda grave e suspeita de infeccdo pelo virus influenza A HIN1 pandemico.
Adicionalmente, avaliou-se o comportamento de quatro citocinas (fator de necrose
tumoral-a, interferon-y, interleucina-1p e interleucina-10) nesse pacientes. Todos os
biomarcadores foram dosados a admissdo, e nos dia 3, 5 e 7 da internacdo em 35
pacientes internados no centro de terapia intensiva de dois hospitais universitarios,
com infeccdo suspeita pelo virus 2009 influenza A HIN1. Trés grupos foram
constituidos: (i) 12 (34.3%) pacientes com infec¢ao confirmada pelo 2009 influenza A
H1IN1; (ii) 6 (17.1%) pacientes com influenza sazonal; e (iii) 17 (48.6%) pacientes com
swabs negativos para virus influenza. Os niveis de procalcitonina a admissao (p=0,005)
e no terceiro dia (p=0,015), e de proteina C reativa no terceiro dia (0,024),
encontravam-se elevados nos pacientes com infec¢cdo confirmada pelo 2009 influenza
A HIN1 comparados aos dois outros grupos estudados. Considerando-se as citocinas
avaliadas, o nivel sérico de interleucina-1B a admissdao mostrou-se mais elevado nos
pacientes com infeccdo pelo 2009 influenza A HIN1 em relacdo aos outros grupos
(p=0,014). A proteina C reativa nos dias 3, 5 e 7 (p= 0,047, p=0,012 e p=0,008,
respectivamente) e a procalcitonina nos dias 5 e 7 (p=0,019 e p=0,001,
respectivamente) apresentaram niveis mais baixos nos pacientes que sobreviveram.
Em conclusdo, observou-se niveis mais altos de procalcitonina, proteina C reativa e
interleucina 1B nos pacientes criticos com sindrome respiratdria aguda grave causada
pelo influenza A HIN1 em comparacdo aos pacientes com insuficiéncia respiratéria por
outra etiologia. Considerando-se toda a populacdo estudada, os niveis de
procalcitonina nos dias 5 e 7, e de proteina C reativa nos dias 3, 5 e 7 apds a admissao
associaram-se a mortalidade intra-hospitalar.

Palavras-chave: 2009 influenza A H1N1, procalcitonina, proteina C reativa,
biomarcador, sensibilidade, especificidade.
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ABSTRACT

During the 2009 influenza A HIN1 pandemic it became difficult to differentiate
viral infection from other conditions in patients admitted to the Intensive Care Unit.
We sought to evaluate the utility of circulating serum levels of procalcitonin and C-
reactive protein to differentiate the 2009 influenza A HIN1 infection from other
conditions in patients admitted to the intensive care unit with severe acute respiratory
illness during the pandemic; and to investigate the behavior of circulating levels of four
cytokines (tumor necrosis factor-a, interferon-y, interleukin-1p and interleukin-10) in
those patients. To this, we performed prospective measurements of these molecules
in 35 consecutive patients admitted to two University Hospitals’ intensive care units
with suspected 2009 influenza A HIN1 pneumonia on admission and on days 3, 5 and
7. Three groups were constituted: (i) 12 (34.3%) patients with confirmed 2009
influenza A HIN1 infection; (ii) 6 (17.1%) patients with seasonal influenza infection; (iii)
17 (48.6%) patients with negative swabs for influenza virus. Circulating levels of PCT at
inclusion and on day 3, and CRP on day 3, were significantly higher among subjects
with confirmed 2009 influenza A HIN1 infection compared the other two groups of
critically ill patients, p=0.005, p=0.015 and p=0.024, respectively. Regarding the tested
cytokines, baseline levels of interleukin-1B were significantly higher among patients of
2009 influenza A HIN1 group compared to the other groups (p=0.014). CRP levels on
day 3, 5 and 7 (p= 0.047, p=0.012 and p=0.008, respectively) and PCT levels on days 5
and 7 (p=0.019 and p=0.001, respectively), were significantly higher in non-surviving
patients. In conclusion, we found higher levels of procalcitonin, C-reactive protein and
interleukin-1B among critically ill patients with severe acute respiratory illness due to
2009 influenza A HIN1 compared to those cases related to seasonal influenza infection
and non-influenza diagnoses. In the analysis including the 35 patients, procalcitonin on
days 5 and on day 7, and C-reactive protein on days 3, day 5 and day 7 following
admission were associated with all-cause hospital mortality.

Key words: 2009 influenza A HIN1, procalcitonin, C-reactive protein, biomarker,
sensitivity, specificity.
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1. INTRODUCAO

Em margo e abril de 2009 foram identificados os primeiros casos de infec¢dao por
um novo virus influenza A HIN1 de origem suina (2009 HIN1). O alerta partiu da OMS,
que comunicou aos seus paises membros a ocorréncia de casos de gripe no México e
nos Estados Unidos. Desde entdo, houve disseminagdo rapida do virus, e em junho de
2009 a Organizagao Mundial de Saude elevou o alerta de pandemias para o nivel mais
alto, identificado como “Fase 6”. Até 11 de outubro desse mesmo ano, considerado o
fim da primeira onda e inicio da segunda, ja haviam sido confirmados
laboratorialmente aproximadamente 400.000 casos, em 160 paises, com 4735 mortes
informadas a Organizacdo Mundial de Saude (Outbreak of swine-origin influenza A
(HIN1) virus infection - Mexico, March-April 2009, 2009; LAGACE-WIENS, RUBINSTEIN
e GUMEL, 2010).

Na vigéncia de uma pandemia de gripe, existe dificuldade em se diferenciar, a
admissdo do paciente no Centro de Terapia Intensiva (CTl), se o quadro de insuficiéncia
respiratdria aguda é causado pelo virus influenza ou por outros agentes infecciosos, ou
ainda se se trata de um processo nao infeccioso. Por fim, podem ocorrer infec¢des
mistas, bacterianas e virais, as quais podem ser concomitantes ou subsequentes
(ROTHBERG e HAESSLER, 2010). A pesquisa viral nas secre¢bes respiratorias pela
técnica de Real Time Reverse Transcriptase-Polimerase Chain Reaction (RT-PCR) ndo se
mostra Util para a decisao terapéutica inicial, ja que os resultados demandam entre
48h e 72h para serem liberados (BOGGILD e MCGEER, 2010). Sabe-se que os dados
clinicos e a contagem de leucdcitos ndao s3ao suficientemente confidveis para
diferenciar infeccdo bacteriana e viral, ou para identificar outros tipos de
acometimento pulmonar (CHRIST-CRAIN e OPAL, 2010). Nesse contexto, a dosagem de
marcadores inflamatdrios pode ser util. A proteina C reativa tem sido tradicionalmente
utilizada para esse fim, entretanto, questiona-se a sua capacidade de distinguir entre
os diferentes processos (FLOOD, BADIK e ARONOFF, 2008). Mais recentemente, a

procalcitonina comecou a ser utilizada para auxiliar no diagndstico, definir o
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progndstico, e guiar a terapia antimicrobiana de pacientes com suspeita de infeccdes

respiratérias (HARBARTH et al., 2001; HUANG et al., 2008; NOBRE et al., 2008).

Este estudo teve como objetivo avaliar a utilidade da procalcitonina e da
proteina C reativa na diferenciacdo dos processos causados pelo 2009 HIN1 de outras
sindromes infecciosas, notadamente bacterianas, e de processos nao infecciosos, em
pacientes internados no CTl com sindrome respiratéria aguda grave (SRAG) durante
uma pandemia de gripe. Investigou-se também o comportamento de quatro citocinas

séricas nesses pacientes.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 VIRUS INFLUENZA A HIN1 PANDEMICO

Em marco de 2009 foram identificados os primeiros casos de infeccdo humana
pelo 2009 HIN1 no México (PEREZ-PADILLA et al., 2009). Esse subtipo de influenza A
nao havia sido identificado anteriormente em humanos, sendo um hibrido de duas
cepas suinas, uma cepa humana e uma cepa aviaria de influenza (DAWOOD et al.,
2009). Varias cepas isoladas nos Estados Unidos eram geneticamente idénticas as
isolados no México, comprovando a transmissdo interpessoal, uma caracteristica
essencial para a disseminagdo viral rapida e de amplo alcance (Update: swine influenza

A (HIN1) infections--California and Texas, April 2009, 2009).

2.1.1 EPIDEMIOLOGIA

A primeira onda da epidemia seguiu o curso tipico de influenza. No México
houve crescimento da incidéncia entre 9 e 24 de abril de 2009, com um pico em 26 de
abril e rdpido declinio, chegando a zero em 25 de maio. A duracdo aproximada foi de
12 semanas. A taxa de infec¢ao confirmada foi de aproximadamente cinco por 100.000
habitantes, mas este numero estd provavelmente subestimado, devido a elevada
proporcdo de casos subclinicos (Update: novel influenza A (HIN1) virus infection -

Mexico, March-May, 2009, 2009).

Com o aumento da vigilancia em varios paises apds a notificacdo da Organizacao
Mundial de Saude, foram identificados surtos no Canadd, Estados Unidos, Oriente
Médio, Leste da Asia e Europa (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010a). Nos Estados
Unidos a epidemia teve seu dpice em 20 de junho e o nadir em 25 de agosto (CENTERS
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC), 2010a). Alguns paises do hemisfério
sul relataram o aparecimento do virus mais tardiamente e uma maior durac¢do da onda
de epidemia. A epidemia teve duracdo aproximada de 18 semanas na Austrdlia e 13
semanas na Nova Zelandia (BAKER et al., 2009; Pandemic (H1N1) Influenza 2009,
2010). A taxa de mortalidade geral foi menor que 0.5%, mas ha incertezas em relagdo

as notificacbes (BAUTISTA et al., 2010). A taxa de mortalidade considerando-se os
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casos sintomaticos foi estimada em 0,048% nos Estados Unidos e 0,026% no Reino
Unido(DONALDSON et al., 2009; PRESANIS et al., 2009). Em contraste com o influenza
sazonal, a maioria dos casos graves causados pelo virus pandémico ocorre entre as
criangas e adultos jovens, e aproximadamente 90% das mortes ocorreram entre

aqueles com menos de 65 anos (BAUTISTA et al., 2010).

No Brasil foram confirmados 30.055 casos de Sindrome Respiratéria Aguda Grave
(SRAG) por algum virus influenza entre 19 de abril e 28 de novembro de 2009. O 2009
H1N1 foi responsavel por 93% dos casos, enquanto o influenza sazonal foi identificado
em apenas 7% deles. A taxa de incidéncia de SRAG no Brasil foi de 14,5 casos para cada
100.000 habitantes, com taxas mais elevadas nas regides sul e sudeste (66,2/100.000 e
9,7/100.000 respectivamente) em relagdo as outras regidoes (Grafico 1). A pandemia
teve duracdo aproximada de 18 semanas, com o pico de incidéncia entre os dias 2 e 8
de agosto de 2009, que correspondem a semana epidemiolégica 31 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009b).

Incidéncia (100 mil hab.)

25
20

15

10

0 - o - -

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 3

Semana Epidemiolégica
Brasil -#-Norte Nordeste =Sudeste =#=Sul =-e=Centro-Oeste

9 40 41 42 43 44 45 46 47

Gréfico 1- Incidéncia de influenza pandémica por regido geografica e semana epidemioldgica de inicio de
sintomas. Brasil, SE 16 a 47 de 2009. Extraido de informe epidemioldgico influenza pandémica

(HIN1) 2009, edicdo nimero 11, dezembro de 2009.

Dentre os 27.850 casos de SRAG confirmados por 2009 H1IN1, 1.632 (5,8%)

evoluiram para débito. A taxa de mortalidade pelo 2009 HIN1 no Brasil foi de 0,85 para
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cada 100.000 habitantes, com maiores taxas observadas nas regides sul e sudeste

(MINISTERIO DA SAUDE, 2009b).

2.1.2 CARACTERISTICAS CLINICAS

O periodo de incubagdao do 2009 HIN1 é de aproximadamente um dia e meio a
trés dias, similar ao influenza sazonal (CAUCHEMEZ et al., 2009; LESSLER et al., 2009).
Na auséncia de complicagGes, a carga de RNA viral tem um pico no dia de inicio dos
sintomas, com queda gradual subsequente (TO, CHAN, et al., 2010). A carga viral,
entretanto, encontra-se mais elevada na nasofaringe de pacientes com SRAG e
apresenta uma reduc¢do lenta naqueles pacientes com necessidade de cuidados
intensivos (TO, HUNG, et al., 2010). Um relato francés demonstrou a presenca de RNA
viral nas secrecdes respiratorias de dois pacientes 14 e 28 dias apds o inicio dos

sintomas (FLEURY et al., 2009).

A infeccdo pelo 2009 HIN1 pode causar uma sintomatologia ampla, desde
apenas sintomas respiratdrios leves até a SRAG. A maioria dos pacientes, felizmente,
desenvolve a forma mais branda da doenca. Os principais sintomas descritos sao febre,
tosse e faringite. Sintomas gastrointestinais sdo mais frequentes nos pacientes
infectados pelo 2009 HIN1 que pelo influenza sazonal (DAWOOD et al., 2009; JAIN et
al., 2009). O Ministério da Saude do Brasil definiu a SRAG como uma sindrome
presente em individuo de qualquer idade apresentando doenca respiratéria aguda
caracterizada por febre superior a 382C, tosse e dispneia. O principal sintoma de
diferenciacdo entre um caso leve e uma possivel infeccdo grave é a dispneia,
determinando acompanhamento, inicio de terapia antiviral e avaliacdo de necessidade

de hospitalizacdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2009a).

Considerando-se o0s exames laboratoriais, nos pacientes que foram
hospitalizados, observou-se tanto leucocitose como leucopenia. Dos pacientes com
pneumonia grave acompanhados no México, muitos apresentaram também elevacao
de aminotransferases, de desidrogenase latica e de creatinofosfoquinase (PEREZ-

PADILLA et al., 2009).
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As possiveis complicacdes da infeccdo pelo 2009 HIN1 sdo: pneumonia viral
primaria, pneumonia bacteriana secundaria e exacerbagdo de doengas pulmonares
pré-existentes como asma e doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC). A principal
sindrome clinica responsavel pela hospitalizacdo e internagdo em CTI foi pneumonia
viral difusa associada a hipoxemia grave e Sindrome da Angustia Respiratéria do
Adulto (SARA). Alguns pacientes também desenvolveram choque e insuficiéncia renal
aguda concomitante (KUMAR et al., 2009; WEBB et al., 2009). A coinfeccdo bacteriana
foi suspeitada ou diagnosticada em 20 a 24% dos pacientes admitidos em CTls do
Canada, Australia e Nova Zelandia (KUMAR et al., 2009; WEBB et al., 2009). Em trés
trabalhos com necropsias de pacientes com infeccdo confirmada pelo 2009 HIN1,
demostrou-se a presenca de bactérias no pulmdo em 26 a 38% dos casos. Os principais
agentes etiolégicos encontrados foram Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
aureus e Streptococcus pyogenes (Bacterial coinfections in lung tissue specimens from
fatal cases of 2009 pandemic influenza A (HIN1) - United States, May-August 2009,
2009; MAUAD et al., 2010; SHIEH et al., 2010). A infecgdo viral é sabidamente um
desencadeante de exacerbacdes de doencas pulmonares cronicas. Dentre os pacientes
hospitalizados com infeccdo pelo HIN1, histéria pregressa de asma estava presente

em 24 a 50% e de DPOC em 36% (JAIN et al., 2009; LOUIE et al., 2009).

2.1.3 DIAGNOSTICO

Considerando-se que o diagndstico confirmatério da infec¢ao pelo 2009 H1IN1
ndo altera a conducao clinica inicial dos pacientes, a coleta de material para pesquisa
do virus durante a pandemia era recomendada apenas quando o resultado fosse
importante para a geréncia (isolamento de contatos, gestao de leitos hospitalares etc.)
ou para vigilancia epidemiolégica. Em geral realizava-se o teste apenas em pacientes
hospitalizados, com fatores de risco para complicacdes ou em deterioracdo clinica
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC), 2009b; MINISTERIO DA
SAUDE, 2009a).

O teste diagndstico de maior acuracia na identificacdo do 2009 HIN1 nas

secrecOes respiratdrias é a reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa
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(RT-PCR). A sua sensibilidade varia entre 90 a 100% e a especificidade é de 100%
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC), 2009b; BOGGILD e
MCGEER, 2010). Os testes rapidos de diagndstico de influenza (rapid influenza
diagnostic test, RIDT) ndo devem ser utilizados devido a baixa sensibilidade, que varia
entre 40 e 69% (Evaluation of rapid influenza diagnostic tests for detection of novel
influenza A (H1N1) Virus - United States, 2009, 2009). Os espécimes clinicos ideais
utilizados para o diagndstico sdo os swabs ou aspirados de nasofaringe colhidos nos
primeiros dias apds o inicio dos sintomas (MINISTERIO DA SAUDE, 2009a; BOGGILD e
MCGEER, 2010). As secrec¢des traqueais dos pacientes submetidos a intubagao
orotraqueal também podem ser utilizadas, havendo inclusive alguns relatos de maior
sensibilidade que o material de nasofaringe (BLYTH, IREDELL e DWYER, 2009). O tempo
necessario para a obtencdo do resultado definitivo da RT-PCR pode variar, entretanto,
de um a vdrios dias, de acordo com a capacidade e expertise do laboratério local
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC), 2009b), impossibilitando

sua utilizacdo para decisGes terapéuticas inicias.

2.1.4 TRATAMENTO

O tratamento da infeccdo pelo 2009 H1N1 envolve a¢Ges especificas, como o uso

de antivirais, e terapias de suporte clinico, que dependem da gravidade do paciente.

2.1.4.1 TERAPIA ANTIVIRAL

O 2009 H1N1 é susceptivel aos inibidores de neuroaminidase, oseltamivir e
zanamivir, mas geralmente resistente aos inibidores de canais de ion M2, amantadina
e rimantadina (ITOH et al., 2009). A terapia precoce com oseltamivir em pacientes com
infeccdo pelo 2009 HIN1 aparentemente reduziu a duracao da hospitalizacdo e o risco

de progressao para formas mais graves (JAIN et al., 2009; LOUIE et al., 2010).

O tratamento precoce com oseltamivir durante a pandemia foi indicado nos
pacientes com doenca ndao complicada que apresentavam fatores de risco para
progressao e naqueles que desenvolviam formas mais graves da infec¢do. Os pacientes

previamente saudaveis que desenvolviam apenas doenca leve ndo apresentavam
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beneficio com a terapia antiviral (MINISTERIO DA SAUDE, 2009a; CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC), 2010b; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2010b).

Os fatores de risco identificados para o desenvolvimento de formas graves sao

(MINISTERIO DA SAUDE, 2009a):

Imunodepressao: individuos transplantados, pacientes com céncer, em
tratamento para a sindrome da imunodeficiéncia adquirida ou em uso de

medicagdao imunossupressora;

e Condi¢bGes cronicas: hemoglobinopatias, cardiopatias, pneumopatias,
doencgas renais crbnicas, doencas metabdlicas (diabetes mellitus e

obesidade mérbida com indice de massa corporal > 40);

e |dade inferior a dois ou superior a 60 anos de idade;

Gestacdo: independente da idade gestacional.

Os pacientes que apresentam dispneia, associada a febre superior a 38°C e tosse,
preenchem os critérios para SRAG e devem iniciar o uso de oseltamivir imediatamente,
independente da presenca de outro sinais ou sintomas de gravidade (MINISTERIO DA

SAUDE, 2009a).

O oseltamivir deve ser iniciado o mais rapidamente possivel nos pacientes que
apresentam indicacao para o seu uso. Ele deve ser administrado na posologia de um
comprimido de 75mg a cada 12 horas, por cinco dias, para adultos. Para criancas entre
um e doze anos, com menos de 40 kg, deve-se seguir o esquema de acordo com o peso
(Tabela 1). Os pacientes obesos e aqueles em uso de sonda nasoentérica devem fazer
uso da dose de 150 mg, duas vezes ao dia (MINISTERIO DA SAUDE, 2009a). Pacientes
graves, sob ventilacdo mecanica, também devem receber a dose de 150 mg de
oseltamivir, a cada 12 horas, por 10 dias, de acordo com recomendacdo da

Organizacdo Mundial de Saude (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010b).
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Tabela 1- Doses recomendadas de oseltamivir para criangas de 1 a 12 anos, de acordo com o
peso. Extraido de Protocolo de Manejo Clinico e Vigilancia Epidemioldgica da influenza, versao

Ill, 5 de agosto de 2009, Ministério da Saude, Brasil.

Peso Dose Frequéncia
Menos de 15kg 30 mg Duas vezes ao dia
De 15a23 kg 45 mg Duas vezes ao dia
De 23 a40kg 60 mg Duas vezes ao dia
Mais de 40 kg 75 mg Duas vezes ao dia

2.1.4.2 TRATAMENTO DE SUPORTE CLINICO

O tratamento de suporte clinico varia de acordo com a gravidade da doenga. Em
casos leves é recomendado repouso, hidratacdo e antitérmicos. Entretanto 1 a 10%
dos pacientes desenvolvem complicagbes da infeccdo pelo 2009 HIN1, com
necessidade de hospitalizacdo. Nesses casos, além do inicio imediato do oseltamivir,
usualmente é indicada a administracdo de oxigénio suplementar e antimicrobianos.
Como n3ao ha como obter um diagndstico de certeza de infeccdao pelo 2009 H1IN1 a
admissdo desses pacientes, além da impossibilidade de se descartar uma infec¢do
bacteriana primaria ou secundaria, recomenda-se o inicio de antibioticoterapia

empirica (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

Insuficiéncia respiratéria rapidamente progressiva pode acometer 10 a 30% dos
pacientes hospitalizados, demandando admissdao ao CTIl. No caso de evolucdo para
pneumonia viral e SARA estd indicada a ventilacgdo mecanica invasiva, associada a
estratégia de ventilacdo protetora (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009). Essa
recomendacdo é baseada no estudo ARDSNet, que demonstrou uma reducdo do risco
relativo de 6bito em 22% no grupo ventilado com volume corrente reduzido (6 ml/kg
de peso ideal) e pressdo de plateau maxima de 30 cmH,0 (Ventilation with lower tidal
volumes as compared with traditional tidal volumes for acute lung injury and the acute

respiratory distress syndrome. The Acute Respiratory Distress Syndrome Network,
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2000). A estratégia de administracdo conservadora de fluidos também deve ser
considerada, na tentativa de se reduzir o tempo de ventilagdo mecanica e a oxigenagao
(WIEDEMANN et al., 2006). Em CTIs em que ha experiéncia e tecnologia disponivel, o
uso de oxigenagdo por membrana extracorpdrea (extracorporeal membrane
oxygenation, ECMO), ventilacgdo em decubito prono e ventilagdo em alta frequéncia

podem ser terapias de resgate (DAVIES et al., 2009; KUMAR et al., 2009).

2.2 MARCADORES BIOLOGICOS DE INFECGCAO E RESPOSTA INFLAMATORIA

Os métodos tradicionais para diferenciar pneumonia bacteriana e viral incluem
sistemas de classificacdo de sintomas e os resultados de estudos microbiolégicos
(CARRIGAN, SCOTT e TABRIZIAN, 2004). A capacidade de ambos os métodos em
predizer, com acuracia e precocidade, a ocorréncia de infeccdo bacteriana em
pacientes com resposta inflamatéria sistémica é bastante limitado (VINCENT, 1997;

CARRIGAN et al., 2004; TANG et al., 2007).

O repertério de moléculas protéicas relacionados a sepse é extenso e inclui
citocinas, quimiocinas, mediadores de adesdo, receptores solluveis e proteinas de fase
aguda (CARRIGAN et al., 2004). Surpreendentemente, ha ainda apenas dados limitados
sobre a resposta de muitas delas, especialmente as citocinas, aos processos
inflamatdrios associados a infeccdo, o que dificulta a elaboracdo de conclusGes mais

consistentes (KELLUM et al., 2007).

As citocinas, embora desempenhem um papel crucial na resposta imune inata do
hospedeiro as infecgdes, possuem aplicabilidades clinica e diagndstica ainda limitadas,
j@ que estdo implicadas na resposta precoce aos insultos infecciosos, possuindo
tempos de meia-vida muito curtos (CARRIGAN et al., 2004; REINHART, MEISNER e
BRUNKHORST, 2006). A proteina C reativa (PCR) e a procalcitonina (PCT), em grande
parte devido as maiores facilidades das técnicas diagndsticas, dos menores custos
associados, e da cinética mais favordvel a aplicabilidade clinica, foram os marcadores

bioldégicos mais amplamente estudados para deteccdo de infeccdo bacteriana em
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pacientes com sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS) (CARRIGAN et al.,

2004; REINHART et al., 2006)
2.2.1. PROTEINA C REATIVA

A PCR, descoberta em 1930 e assim denominada por ser capaz de precipitar o
polissacarideo-C da parede celular do Streptococcus pneumoniae, foi a primeira
proteina de fase aguda a ser descrita, sendo um marcador sensivel de inflamacgao e
dano tecidual (TILLET e FRANCIS, 1930). Pertence a familia das pentraxinas, sendo
composta por cinco subunidades idénticas de polipeptideos ndo-glicosilados que
adquirem uma configuracdo anular (PEPYS e HIRSCHFIELD, 2003). E produzida pelos
hepatdcitos sob estimulo principal da interleucina-6 (IL-6), atingindo seus valores de
pico apds cerca de 48 horas da ocorréncia do insulto. Sua meia-vida é de
aproximadamente 19 horas e sua concentracdo mediana em individuos saudaveis é de
0,8 mg/dL, sendo que o valor de 10 mg/dL engloba 99% da populagdo considerada
normal. Suas concentracdes séricas ndo estdo sujeitas as variagdes diurnas ou de
alimentacdo (PEPYS e HIRSCHFIELD, 2003; HO e LIPMAN, 2009) e, a excecao da faléncia
hepatica fulminante, ndo hd outras patologias que reduzem seus niveis no sangue.
Poucas drogas (e.g. estatinas, niacina e fibratos) sdo capazes de diminuir suas
concentra¢des séricas. De maneira oposta, algumas condi¢des especificas como
obesidade, tabagismo, diabetes mellitus, sedentarismo e terapia hormonal com
estrogénios ou progestagenos estdao associadas a elevagdo discreta dos niveis séricos

de PCR (HO e LIPMAN, 2009).
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Figura 1. Estrutura molecular e morfologia da PCR humana. Extraido de PEPYS, M. B.; HIRSCHIFIELD, M.
B. J. Clin. Invest., 2003.
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A PCR possui propriedades pré e anti-inflamatdrias: (1) ativa o sistema
complemento apods ligar-se a polissacarides bacterianos; (2) dificulta a adesdo de
granuldcitos as células endoteliais e a sintese se superdxidos; (3) estimula a sintese de

antagonistas do receptor de interleucina-1 (IL-1) (REINHART et al., 2006).

Diversas condig¢des inflamatdrias sabidamente associam-se a elevagao dos niveis
séricos de PCR, incluindo infec¢des bacterianas e fungicas, infec¢bes virais graves com
guadros de SARA, doencas inflamatdrias sistémicas como artrite reumatdide, necrose
tecidual como infarto do miocardio e pancreatite, politraumas, cirurgias, neoplasia
malignas e possivelmente, uso abusivo de algumas drogas. Ha algumas excec¢des de
doencas inflamatdrias sistémicas que se associam a um aumento apenas discreto, ou
até mesmo ausente, dos niveis de PCR, como por exemplo, a esclerodermia, a
dermatomiosite, o lUpus eritematoso sistémico, a retocolite ulcerativa, leucemias e
doenca do hospedeiro versus enxerto (PEPYS e HIRSCHFIELD, 2003; REINHART et al.,
2006; HO e LIPMAN, 2009).

Apesar da PCR ser considerada como um marcador bioquimico de inflamacao
nao especifico, sua avaliagdo e acompanhamento podem contribuir para: (1) triagem
de doencas organicas especificas; (2) monitoramento da resposta ao tratamento de
condicBes inflamatdrias e infecciosas (PEPYS e HIRSCHFIELD, 2003; COUTO et al., 2007;
LISBOA et al., 2008); (3) deteccdo de infeccdo intercorrente em individuos
imunocomprometidos ou portadores de doencas inflamatdérias associadas a uma
modesta ou ausente resposta de fase aguda (PEPYS e HIRSCHFIELD, 2003). Tem sido
postulado que as avaliagdes consecutivas e dinamicas dos niveis de PCR interpretadas
dentro do contexto clinico tém maior utilidade préatica que a analise isolada de seus

niveis (HO e LIPMAN, 2009).

Alguns estudos avaliaram a capacidade da PCR em diagnosticar pneumonia
comunitdria em adultos e criancas. Eles demonstraram superioridade da PCR em
relacdo a outros marcadores, entretanto sua sensibilidade e especificidade nao foram
suficientes para a PCR ser recomendada como biomarcador definitivo de infeccdo

bacteriana (SMITH e LIPWORTH, 1995; ALMIRALL et al., 2004; FLOOD et al., 2008). Em
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pacientes criticos, o uso da PCR combinada aos valores de temperatura teve melhor
desempenho que qualquer um dos parametros isolados para o diagndstico de

pneumonia associada a ventilagdo mecanica (POVOA et al., 2005).

Também foi observada a correlagdo entre os niveis de PCR e o curso clinico da
pneumonia comunitaria grave, com niveis persistentemente altos sugerindo
complicagdes (COELHO et al., 2007). Outro estudo demonstrou que quando a PCR
encontra-se em niveis iniciais > 100 mg/L, ou quando ocorre redu¢do menor do que
50% até o 42 dia de tratamento antimicrobiano, o paciente apresenta maior
mortalidade aos 30 dias, maior necessidade de ventilagdio mecanica e ou de aminas
vasoativas, e maior frequéncia de pneumonia complicada (empiema, abscessos) O
valor de predi¢do negativa da PCR < 100 mg/L para esses desfechos foi semelhante ao

dos escores CURB65 e PSI (CHALMERS, SINGANAYAGAM e HILL, 2008).

Apesar dos resultados descritos acima, como desvantagem, além da falta de
especificidade relativa as diferentes naturezas dos processos inflamatérios, a PCR tem
uma meia-vida longa e a sua cinética pode nao refletir fidedignamente a dinamica do
processo inflamatério e/ou infeccioso, podendo encontrar-se em niveis normais ou
baixos na fase inicial de resposta ao insulto e permanecer significativamente elevada

durante a fase inicial de melhora do processo inflamatdrio (HO e LIPMAN, 2009).

A PCR, quando utilizada em conjunto com outros dados clinico-laboratoriais,
pode se tornar uma importante adjuvante no diagndstico e acompanhamento de
pacientes com pneumonia. Os trabalhos até o momento, entretanto, ndo permitem
estabelecer a PCR como biomarcador isolado confidavel na diferenciacdo entre
pneumonias bacterianas e virais. Outro fato a ser considerado é a auséncia de
trabalhos publicados com dosagem de PCR em pacientes com sindrome respiratéria

aguda grave de etiologia viral anteriormente a pandemia.
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2.2.2. PROCALCITONINA

A PCT é um polipeptidio precursor da calcitonina (CT), um hormonio envolvido
na homeostase do calcio. A PCT é encontrada no soro de individuos saudaveis, sendo
inicialmente liberada na forma de um polipeptidio composto por 116 aminoacidos que,
apos rapida clivagem por dipeptidades séricas, transforma-se em peptidio constituido
por 114 aminoacidos. Apds a traducdo do RNA mensageiro da CT, a PCT é clivada
enzimaticamente em peptidios menores, originando a forma madura da CT,
constituida por 32 aminodacidos (CHRIST-CRAIN e MULLER, 2005; REINHART et al.,
2006; TANG et al., 2007; BECKER, SNIDER e NYLEN, 2008).

Em condig¢des fisioldgicas, a transcricdo do gene CALC-l, codificador da CT, é
suprimida nos tecidos extra-tireoidianos, restringindo sua expressao pelas células C da
tiredide e pelas células neuroendécrinas dos pulmdes (BECKER et al., 2008).
Entretanto, em situacGes de inflamacdo e/ou infeccdo, a transcricdo do gene CALC-l é
estimulada por citocinas inflamatdrias, em especial a interleucina-1f (IL-1B) e o fator
de necrose tumoral-a (TNF-a), e por toxinas bacterianas, ativando a producdo de
precursores da CT por outros tecidos antes suprimidos (SIMON et al., 2004; BECKER et
al., 2008). A partir de uma injuria inflamatéria, todos os tecidos do corpo passam a ser
capazes de produzir os precursores da CT, mas o figado, os rins, os pulmdes, os
musculos e o tecido adiposo se destacam como as principais fontes origindrias destes
peptidios, liberando na corrente sanguinea as formas ainda imaturas da CT. E por isso
gue, em situacdes de sepse, 0s niveis séricos da PCT elevam-se, n3ao sendo
acompanhados por um aumento das concentracées da forma madura deste hormonio
no sangue. De maneira oposta, a producdo de precursores da CT pode ser inibida por
outras citocinas, como o interferon-6 (INF-8) liberado nas infec¢des virais (CHRIST-

CRAIN e MULLER, 2005).

Contrastando com a meia-vida curta de aproximadamente 10 minutos da CT, a
meia-vida da PCT é de cerca de 24 horas e, em individuos saudaveis, seus niveis séricos

sdo geralmente inferiores a 0,05 ng/mL (DANDONA et al., 1994; BECKER et al., 2008).
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A elevacdo da concentracdo sérica de PCT na sepse foi inicialmente descrita em
1993 por Assicot et al., que sugeriram também a sua relagdo com os niveis de
gravidade desta condicdo (ASSICOT et al., 1993). A partir da injecdo de endotoxina
derivada de Escherichia coli em voluntarios sadios, os niveis de PCT no soro passam a
ser detectados de duas a quatro horas apds o insulto, sucedendo o aumento das
citocinas inflamatdrias, como o TNF-a, e mantendo um plateau entre oito e vinte e

quatro horas (DANDONA et al., 1994).

Além das infeccbes bacterianas, outras etiologias ja foram descritas como
capazes de determinar aumento dos niveis séricos de PCT. Dentre elas, citam-se as
cirurgias de grande porte, politraumas, queimaduras, infarto agudo do miocardio,
disfuncdo hepdtica, terapias anticélulas T e infec¢des fungicas. Entretanto, tais
condicbes parecem determinar apenas um aumento moderado das concentracGes de
PCT, se comparado as elevagbes determinadas pela sepse grave e pelo choque séptico
(CARRIGAN et al., 2004; REINHART et al., 2006). Além disso, nas infeccGes bacterianas
localizadas, desacompanhadas de resposta inflamatdria sistémica, os niveis séricos de
PCT podem aumentar apenas discretamente, exigindo a realizacdo de testes com alta
sensibilidade para predizer a presenca de infeccoes nestes casos (REINHART et al.,

2006).

Na propedéutica das infecgbes, a acuracia diagndstica da PCT e os valores de

referéncia estabelecidos dependem diretamente da sensibilidade da técnica utilizada.
Os testes realizados a partir de técnicas de luminometria (LUMItest®PCT, Brahms) s3o
Uteis na deteccdo dos niveis elevados de PCT nos casos de infeccdes bacterianas
sistémicas graves, mas tém a desvantagem de serem relativamente insensiveis, com
poder maximo de deteccdo entre 0,3-0,5 ng/mL, ou seja, no minimo dez vezes superior
as concentra¢cdes encontradas em individuos saudaveis. Os testes colorimétricos
(PCT®Q, Brahms) tém a vantagem de exibirem os resultados em 30 minutos, mas sdo
apenas semi-quantitativos, ndo sendo sensiveis o suficiente para a deteccdo de

aumentos discretos da PCT. Os testes disponiveis comercialmente com maior

sensibilidade na detec¢do dos niveis de PCT sdo o Kryptor®PCT da Brahms e o
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VIDAS®PCT da BioMerieux, com capacidades de detecc¢do de niveis de 0,05 ng/mL, que

representam o limite maximo de PCT encontrado na grande maioria dos individuos

saudaveis (CHRIST-CRAIN e MULLER, 2005; BECKER et al., 2008).
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Figura 2. A importancia do teste de mensuracdo da PCT utilizado. Os pontos de corte para a prescrigdo
de antibidticos nas infec¢Oes do trato respiratdrio foram validados em ensaios clinicos. Extraido de
CHRIST-CRAIN, M.; MULLER, B. Swiss Medical Weekly, 2005.

Como marcador diagndstico de infeccdo, a PCT tem uma série de vantagens
sobre outros biomarcadores: (1) sua cinética acompanha de maneira mais precisa o
processo infeccioso, com elevacdo de seus niveis séricos precoce e rapidamente apds a
instalacdo do insulto e decréscimo de suas concentrag¢des na fase inicial de controle da
infeccdo pelo sistema imune (SCHUETZ, CHRIST-CRAIN e MULLER, 2009); (2) sua
producao, em contraste a outros marcadores incluindo a prépria PCR, nao é afetada
pelo o uso de drogas anti-inflamatérias (CHRIST-CRAIN e MULLER, 2005); (3) apresenta
maior acuracia no diagnostico de infeccdes em pacientes com resposta inflamatoria
sistémica (HARBARTH et al., 2001; SIMON et al., 2004; UZZAN et al., 2006); (4)
correlaciona-se com o nivel de gravidade da sepse e suas implicagdes progndsticas em
pacientes infectados e criticamente enfermos (JENSEN et al., 2006); (5) pode servir
como guia terapéutico util na prescricio de antibidticos para pacientes sépticos
(NOBRE et al., 2008; HOCHREITER et al., 2009). Comparando-a com a PCR, a PCT tem a

desvantagem de ser menos amplamente difundida nos diferentes servicos de saude e
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estar associada a um custo de realizacdo significativamente mais elevado (HO e

LIPMAN, 2009).

Considerando a pneumonia comunitaria grave, varios estudos avaliaram a PCT na
definicdo diagndstica e progndstica. Em uma andlise post hoc planejada de 545
pacientes com infeccdo do trato respiratdrio, utilizando o teste Kryptor®PCT, a
inclusdo de valores de PCT e PCR aos sinais e sintomas clinicos (i.e. febre, tosse,
producdo de escarro, ausculta tordcica anormal e dispneia) aumentou a area sob a
curva ROC (area under the receiver operating characteristic curve, AUC) de 0,79 para
0,92 no diagndstico de pneumonia bacteriana. O valor de AUC combinado foi maior do
gue o obtido para qualquer marcador isolado (MULLER et al., 2007). Trés estudos
avaliaram a utilidade da PCT para guiar o inicio da antibioticoterapia em pacientes com
infeccOes do trato respiratério inferior, obtendo resultados positivos. Em todos eles o
uso da PCT reduziu a exposi¢ao aos antibidticos e os efeitos adversos a eles associados,
sem comprometer os desfechos clinicos (CHRIST-CRAIN et al., 2006; BRIEL et al., 2008;
SCHUETZ, CHRIST-CRAIN, THOMANN, et al., 2009).

Outro trabalho multicéntrico também realizado com o teste de maior
sensibilidade mostrou a utilidade da PCT associada ao indice de Gravidade de
Pneumonia (Pneumonia Severity Index, PSI) e ao CURB-65 para definicdo progndstica.
Naqueles pacientes em grupos de maior risco de acordo com a avaliacdo clinica, um
nivel de PCT menor que 0,1 ng/mL, foi capaz de predizer uma menor mortalidade
(HUANG et al., 2008). Recentemente outro estudo multicéntrico com pacientes com
pneumonia grave em uso de ventilacgdo mecanica demonstrou que PCT estd associada
a gravidade e é um bom marcador de morbi-mortalidade. Os pacientes incluidos
apresentavam pneumonia comunitdria ou hospitalar (associadas ou ndo a ventilagdo
mecanica), e os niveis de PCT se correlacionaram ao grau de disfuncdo organica,

independente da origem da pneumonia (BLOOS et al., 2011).

Apesar das inumeras vantagens da PCT sobre outros biomarcadores, ela ainda
ndo se estabeleceu como ferramenta definitiva e indiscutivel no diagndstico de

infeccdo em pacientes com SIRS. Um numero cada vez maior de evidéncias tem
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surgido indicando suas limitacdes em estabelecer de forma acurada este diagndstico
(CARRIGAN et al., 2004). Em meta-analise publicada em 2007, a acurdcia estimada da
PCT no diagndstico de infeccdo em pacientes criticamente enfermos foi baixa, com as
médias dos valores de sensibilidade e especificidade iguais a 71% e AUC igual a 0,78.
Os estudos incluidos nesta meta-analise utilizaram pontos de corte bastante distintos,
variando de 0,5 a 20 ng/mL (TANG et al., 2007). Importante ressaltar que na meta-
analise em questdo, a capacidade da PCT em diagnosticar a presenca de infeccdo em

pacientes com SIRS ndo foi comparado a de outros biomarcadores.

Como qualquer teste diagndstico, o uso de biomarcadores dever ser um adjunto
do julgamento clinico, mas ndo um substituto. Como descrito acima, o melhor
desempenho da PCT na infec¢do do trato respiratério inferior ocorreu quando ela foi
utilizada em conjunto com a avaliacdo dos sintomas e escores de gravidade. Outro
ponto importante refere-se ao conhecimento das caracteristicas do teste a ser
utilizado, principalmente no que se refere a sensibilidade e aos pontos de corte dos
diferentes marcadores. H4 ainda a possibilidade de associacdo de diversos marcadores
para melhor acuracia diagndstica e progndstica. Em todo caso a PCT permanece como
um biomarcador de utilidade na pratica clinica, tendo apenas o seu custo como
barreira para a disseminag¢do do seu uso (REINHART et al., 2006; HUANG et al., 2008;
SCHUETZ, CHRIST-CRAIN e MULLER, 2009; CHRIST-CRAIN e OPAL, 2010).

2.2.3 CITOCINAS

Citocinas sdo proteinas secretadas por células da imunidade inata e adaptativa
que regulam varios processos imunes. Elas sdo produzidas em resposta a
microorganismos e outros antigenos, sendo que diferentes moléculas estimulam

respostas diversas de células envolvidas na imunidade e inflamacao (ABBAS, 2007).

As propriedades gerais das citocinas sdao (ABBAS, 2007):

e Asecrecdo de uma citocina é um evento breve e autolimitado;

e As acOes das citocinas sdo geralmente pleotrdpicas e redundantes;
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e As citocinas influenciam com frequéncia a sintese a a¢do de outras
citocinas;

e As citocinas podem agir localmente ou de forma sistémica;

e As citocinas iniciam sua acdo através da ligacdo a receptores de
membrana especificos nas células alvo;

e Sinais externos regulam a expressdao dos receptores de citocinas e,
portanto, a capacidade de resposta das células a acao das citocinas;

e As respostas celulares a maioria das citocinas consistem de alteragdes na
expressao de genes nas células alvo, resultando na ativacdo de novas
funcdes e, em alguns casos, na proliferacdo dessas células;

e As respostas celulares as citocinas sao estritamente reguladas, e

mecanismos de feedback negativo existem para inibir essas respostas.

2.2.3.1 FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA

O fator de necrose tumoral alfa (tumor necrosis factor alpha, TNF-a) é o principal
mediador da resposta inflamatdria aguda as bactérias com coloracdo negativa ao Gram
e outros microorganismos infecciosos. Ele é também o principal responsavel por
muitas das complicagGes sistémicas das infec¢Ges graves (PFEFFER, 2003). O seu nome
deriva de sua identificacdo original como um fator que causava necrose de tumores

(GRANGER et al., 1969).

A maior fonte celular de TNF-a sdo os macréfagos ativados, apesar de células T
ativadas, células NK e mastécitos poderem secretar também essa proteina. O estimulo
mais potente para a producdo de TNF-a pelos macréfagos é a ligacdo de
lipopolissacaride e outros produtos microbianos aos receptores toll (Toll Like Receptor,
TLR). A principal acdo fisioldgica do TNF-a é estimular o recrutamento de neutréfilos e
mondcitos aos sitios de infeccdo e ativar essas células para erradicar os micro-
organismos (ABBAS, 2007). A producdo excessiva de TNF-a, entretanto, tem efeitos
deletérios e pode alterar o equilibrio hemodindmico e metabdlico. Na sepse, TNF-a é
produzido em altos niveis sendo responsavel, juntamente com outras citocinas, pelo

colapso circulatério (TRACEY et al., 1986).
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Alguns estudos avaliaram o perfil dos niveis de TNF-a durante a sepse e o choque
séptico. Concentracdes elevadas de TNF-a durante essas complicagdes infecciosas
foram descritas em varios trabalhos, entretanto sempre com uma grande variacao dos
niveis dessa citocina entre os pacientes estudados (PINSKY et al., 1993; FRIEDLAND et
al., 1996). Aparentemente os niveis de citocinas estdo mais relacionados a gravidade
do paciente e a rapidez da instalagdo do quadro séptico, mas ndo ao foco infeccioso ou
bactéria causadora da infeccdo (DAMAS et al., 1997). Os niveis mais altos de TNF-a
foram geralmente encontrados na primeira dosagem apds a instalacdo do choque
séptico, com queda rapida, e também flutuacdo nos dias subsequentes (DAMAS et al.,
1997; RICHE et al., 2000). Na maioria dos estudos, entretanto, os niveis de TNF-a ndo
se correlacionaram aos escores ou marcadores de gravidade, nem a evolugao clinica

dos pacientes (PINSKY et al., 1993; FRIEDLAND et al., 1996; DAMAS et al., 1997).

A administragdo de anticorpos neutralizadores de TNF-a foi inclusive considerada
uma terapia promissora no bloqueio da resposta inflamatdria exagerada (TRACEY et
al., 1987). Porém os estudos com pacientes com sepse nao demonstraram os
beneficios esperados, e houve inclusive uma tendéncia a maior mortalidade (PFEFFER,

2003; LIN e YEH, 2005).

2.2.3.2 INTERLEUCINA 1 BETA

A interleucina 1 beta (IL-1f), assim como o TNF-a, ¢ um mediador da resposta
inflamatdria a infeccGes e outros estimulos. A principal fonte de IL-1B sdo os
macréfagos ativados (ABBAS, 2007). IL-1B induz a expressao de ciclooxigenase do tipo
2, fosfolipase A do tipo 2 e déxido nitrico sintase induzivel, sendo responsavel pela
producdo de prostaglandina-E2, fator ativador de plaquetas e 6xido nitrico. Como
consequéncia ocorre febre, reducdo da tolerancia a dor, vasodilatacdo e hipotensao.
Uma acdo pré-inflamatdéria importante da IL-1B é a capacidade de aumentar a
expressao de moléculas de adesdo nas células endoteliais, promovendo a infiltracdo de

células inflamatorias nos espaco extravascular (DINARELLO, 2009).
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Os estudos que avaliaram o comportamento da IL-1f na sepse e no choque
séptico também demonstraram pequena correlagdo entre os niveis dessa citocina e a
evolucdo clinica dos pacientes (CASEY, BALK e BONE, 1993; PINSKY et al., 1993;
FRIEDLAND et al., 1996). Em um trabalho com pacientes com SARA, contudo, a
persisténcia de niveis elevados de citocinas associou-se a um desfecho desfavoravel.
Niveis elevados de IL-1B e IL-6 foram indicadores independentes de débito nesses

pacientes (MEDURI et al., 1995).

2.2.3.3 INTERFERON GAMA

O interferon gamma (IFN-y) é a principal citocina ativadora de macroéfagos, com
funcdes essenciais na imunidade inata e adquirida. Apesar de ter alguma acdo
antiviral, o IFN-y ndo é uma citocina antiviral potente, e sua principal funcdo é a

ativacao de células efetoras do sistema imune (ABBAS, 2007).

Alguns trabalhos experimentais demonstraram a presenca de um papel
importante do IFN-y no desenvolvimento da injuria pulmonar em camundongos (YIN et
al., 1999; YAMADA et al., 2004). Um estudo que avaliou o comportamento do IFN-y em
pacientes com choque, entretanto, ndo conseguiu demonstrar elevacdo de seus niveis
em nenhum dos subgrupos (i.e. séptico, ndo séptico, presenca de disfuncdo de
multiplos érgdos). Também ndo houve correlacdo do IFN-y com a mortalidade (PINSKY

etal., 1993).

2.2.3.4 INTERLEUCINA 10

A interleucina 10 (IL-10) é uma citocina anti-inflamatdria. Durante a infeccdo ela
inibe a atividade de células Th1, células natural killer e macréfagos, que apesar de
serem responsaveis pelo clareamento de bactérias, também contribuem para lesdo
tecidual. Como consequéncia, IL-10 impede uma defesa eficaz contra
microorganismos, mas reduz o dano secunddrio ao processo inflamatério. Varias
células sdo capazes de produzir IL-10, sendo que sua principal fonte varia em cada
tecido e durante as fases agudas ou cronicas de uma infeccdo (COUPER, BLOUNT e

RILEY, 2008).
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Desde 1994, vdrios estudos dosaram a IL-10 em pacientes sépticos,
demonstrando uma grande variagdo nos niveis dessa citocina (MARCHANT et al., 1994;
OBERHOLZER, OBERHOLZER e MOLDAWER, 2002). Foram detectados niveis mais altos
naqueles pacientes que desenvolviam choque séptico, comparando-se com os que
apresentavam somente sepse (MARCHANT et al., 1994). Também se observou
correlagdo entre os niveis séricos de IL-10 e de TNF-a, além do escore Acute
Physiologic and Chronic Health Evaluation (APACHE). Considerando-se esses
resultados, IL-10 parece estar correlacionada tanto quanto a gravidade da resposta
inflamatdria quanto aos niveis de citocinas proé-inflamatérias (OBERHOLZER et al.,
2002). Em outro trabalho com pacientes criticos com SARA foram dosadas citocinas
pro e anti-inflamatdrias no lavado bronchoalveolar, demonstrando uma resposta anti-
inflamatdria predominante logo apds o inicio da sindrome. Os mediadores anti-
inflamatdrios, incluindo IL-10, tiveram suas concentracdes maximas detectadas entre o
primeiro e terceiro dia da SARA, retornando a valores normais no 149 dia (PARK et al.,

2001).

Dois estudos experimentais avaliaram o papel da IL-10 nas infeccbes por
influenza. O primeiro comprovou a inducdo da producdo de niveis elevados de IL-10 de
forma rapida e transitoria pelo trato respiratério de camundongos apds a infecgao pelo
virus Influenza (SUN et al., 2009). O segundo demonstrou que IL-10 foi deletéria para a
regulacdo da resposta imune ao virus influenza. Camundongos knockout para IL-10
foram mais resistentes a infeccdo viral, apresentando um maior clareamento do virus,

menor morbidade e menor mortalidade (SUN, TORRES e METZGER, 2010).

2.3 BIOMARCADORES NA INFECCAO PELO VIRUS 2009 INFLUENZA A HIN1

Durante a pandemia pelo 2009 HIN1 alguns trabalhos avaliaram o
comportamento de biomarcadores em pacientes com apresentacao clinica mais grave,
necessitando de internacdao hospitalar. A PCT e a PCR foram os marcadores mais

estudados, mas algumas citocinas também foram pesquisadas.
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Os primeiros relatos publicados, com poucos pacientes, apresentaram resultados
contraditdrios. Cunha et al detectou elevagdao de PCT em pacientes com infec¢do pelo
2009 HIN1 e sem evidéncia de infeccdo bacteriana concomitante. Questiona-se,
entretanto, o diagndstico de coinfecgdo bacteriana, o qual se baseou apenas na
presenca de infiltrados focais a radiografia de térax (CUNHA, SYED e STROLLO, 2010).
Outro trabalho observacional, retrospectivo, demonstrou uma maior acuracia da PCR
em relacdo a PCT para a deteccdo de infeccdo ou coinfeccao bacteriana nos pacientes
com infeccdo suspeita pelo 2009 HIN1. A AUC foi de 0,88 para a PCT (intervalo de
confiancga [IC] 95% 0,73 — 1,01) e 0,97 (IC 95% 0,92 — 1,03) para a PCR (INGRAM et al.,
2010). Ja Guervilly et al. ndao encontraram diferengas entre os niveis de PCR dos
pacientes com infecgdo isolada pelo 2009 HIN1 e daqueles que tinham infec¢cdo mista.
De todos os biomarcadores avaliados, apenas a PCT nas primeiras 24 horas apods a
admissdo estava significativamente elevada nos pacientes com coinfec¢do bacteriana.
Entretanto, os pacientes com infeccdo isolada pelo 2009 HIN1 que necessitaram de
cuidados intensivos também apresentaram niveis elevados de PCT (mediana 2,6 ng/ml,
intervalo interquartil 0,9-11,2 ng/ml). Concluiu-se que enquanto niveis de PCT abaixo
de 0,5 ng/ml sugeriam fortemente infec¢do viral isolada, niveis mais elevados ndo
necessariamente eram diagndsticos de pneumonia bacteriana (GUERVILLY et al.,

2010).

Dois estudos avaliaram o comportamento desses biomarcadores em pacientes
criticos com suspeita de infeccdo pelo 2009 HIN1 (PIACENTINI et al., 2010;
CUQUEMELLE et al., 2011). O primeiro trabalho, observacional e prospectivo, dosou
PCT e PCR a admissdo e 24, 48 e 120 horas ap6s, no soro de 22 pacientes admitidos no
CTl com o diagnéstico inicial de pneumonia adquirida na comunidade. A infeccao pelo
2009 H1N1 foi confirmada em 10 pacientes. Ndo houve diferenca entre os pacientes
H1N1-positivos e H1IN1-negativos considerando-se os niveis de PCR em qualquer
momento da dosagem. Em ambos os grupos os niveis de PCT estavam mais elevados a
admissdo, com reducdo progressiva posterior. Os niveis de PCT nos pacientes HIN1-
positivos eram inferiores aos dos pacientes com infeccdo bacteriana confirmada em
todas as dosagens (PIACENTINI et al., 2010). Cuquemelle et al.,, por sua vez,

conduziram um estudo multicéntrico retrospectivo em 23 CTls na Franga, com o
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objetivo de avaliar a acurdcia da PCT no diagndstico da coinfecgao bacteriana naqueles
pacientes com infecgao pelo 2009 H1N1 confirmada. Nesse trabalho, com um valor de
corte de 0,8 ng/ml, a PCT foi capaz de discriminar satisfatoriamente a infeccdo
bacteriana isolada da infec¢do mista, com uma AUC de 0,9 (IC 95% 0,78-1)
(CUQUEMELLE et al., 2011). O estudo, entretanto, por ser retrospectivo, analisou os
resultados de pacientes com diagndstico confirmado de HIN1, o que ndo representa a

realidade na pratica clinica.

A resposta imune a infeccdo viral foi estudada por alguns grupos através da
determinacdo de citocinas séricas pré e anti-inflamatérias (BERMEJO-MARTIN et al.,
2009; HAGAU et al., 2010; TO, HUNG, et al., 2010; TAKANO et al., 2011). Os resultados
variaram de acordo com a populagao e a gravidade dos pacientes. Um dos trabalhos
procurou caracterizar de forma ampla a resposta inflamatdria ao 2009 HIN1 com a
dosagem de 29 citocinas e quimiocinas. Nesse estudo, pacientes que desenvolveram as
formas mais graves da infeccdo apresentaram hipercitocinemia de perfil Thl e Th17
comparados aos pacientes com formas leves e controles saudaveis. Tanto TNF-a e IFN-
v, mediadores da resposta Th1, quanto IL-10, encontravam-se elevados nos pacientes
hospitalizados em relacdo aos pacientes ambulatoriais e os controles (BERMEJO-
MARTIN et al., 2009). Niveis mais altos de citocinas nos pacientes infectados pelo 2009
HIN1 que faleceram devido a SARA foram demonstrados em outro trabalho. Apds
estratificacdo por tempo apds o inicio dos sintomas, IL-10 correlacionou-se com a
gravidade da infeccdo (TO, HUNG, et al., 2010). TNF-a também foi um marcador de

gravidade em pacientes criticos no estudo por Hagau et al (HAGAU et al., 2010).
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3 JUSTIFICATIVA

Na vigéncia de uma pandemia, existe dificuldade em se diferenciar, a admissao
do paciente, se o quadro de insuficiéncia respiratéria aguda é causado pelo virus
influenza ou por outros agentes infecciosos, ou ainda se se trata de um processo nao
infeccioso. Por fim, podem ocorrer infeccbes mistas, bacterianas e virais, as quais
podem ser concomitantes ou subsequentes. A pesquisa viral nas secreg¢des
respiratdrias pela técnica de RT-PCR ndo se mostra util para a decisdo terapéutica
inicial, ja que os resultados demandam entre 48h e 72h para serem liberados. Sabe-se
que os dados clinicos e a contagem de leucdcitos ndo sao suficientemente confidveis
para diferenciar infeccdo bacteriana e viral, ou para identificar outros tipos de
acometimento pulmonar. Nesse contexto, seria de grande utilidade a identificacdo de
um biomarcador com boa acuricia diagndstica, de rdpida obtencdo e grande
disponibilidade, com capacidade de discriminar infec¢des respiratdrias graves causadas
pelo 2009 HIN1 de outros agentes infecciosos. A possibilidade de se prever a evolucao
desses pacientes criticos através dos biomarcadores também seria de grande valia
para o manejo desses doentes. Portanto, justifica-se a avaliacdo da PCT e PCR nessas
situagdes. Para melhor entendimento da resposta inflamatéria, também foi realizada

a dosagem de algumas citocinas pro (TNF-a, IFN-y e IL-1B) e anti-inflamatdrias (IL-10).
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4  OBIJETIVOS

4.2 OBIJETIVO GERAL

Avaliar a utilidade da PCT e da PCR na identificacdo etiolégica e na caracterizacao
da gravidade em pacientes internados no CTl com SRAG e suspeita de infec¢do pelo

virus 2009 H1IN1.

4.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a utilidade da PCR e da PCT na identificacdo de pacientes infectados
pelo 2009 influenza H1N1, diferenciando-os dos demais pacientes com SRAG

incluidos no estudo.

e Determinar o comportamento de quatro citocinas (TNF-a, IFN-y, IL-10, IL-1B)

nos pacientes com SRAG incluidos no estudo.

e Correlacionar os niveis séricos de PCT, PCR e de quatro outras citocinas (TNF-a,

IFN-y, IL-10, IL-1) com a morbidade e a mortalidade dos pacientes com SRAG.

e Comparar os niveis séricos quatro outras citocinas (TNF-a, IFN-y, IL-10, IL-1) de
pacientes com SRAG nos quais a etiologia por influenza A HIN1 tenha sido

descartada com pacientes cuja infecgdo por esse virus tenha sido confirmada.
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5  ARTIGO ACEITO PARA PUBLICAGAO

The behavior and diagnostic utility of procalcitonin and five other inflammatory
molecules in critically-ill patients with respiratory distress and suspected 2009

influenza A HIN1 infection

Mariana Benevides Santos Paiva, Fernando Antonio Botoni, Anténio Lucio
Teixeira Jr, Aline Silva de Miranda, Clara Rodrigues Alves de Oliveira, Jamila de Oliveira

Abrahado, Guilherme Marques Faria, Vandack Nobre

Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude: Infectologia e Medicina
Tropical, Departamento de Clinica Médica, School of Medicine and Hospital das

Clinicas - Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil

Abstract

Introduction: During the 2009 influenza A HIN1 pandemic it became difficult to
differentiate viral infection from other conditions in patients admitted to the Intensive
Care Unit (ICU). Objectives: We sought to evaluate the behavior and diagnostic utility
of procalcitonin, C-reactive protein and four other molecules in patients with
suspected 2009 influenza A HIN1 infection. Methods: Serum levels of procalcitonin,
C-reactive protein, Tumor Necrosis Factor a , Interferon y , Interleukin 1B and
Interleukin 10 were tested on admission and on days 3, 5 and 7 in 35 patients
admitted to two ICUs with suspected 2009 H1N1 infection. Results: Twelve patients
had confirmed 2009 influenza A H1IN1 infection; 6 had seasonal influenza infection,
and 17 had negative swabs. Procalcitonin levels at inclusion and on day 3, and C-
reactive protein levels on day 3 were higher among subjects with 2009 influenza A
H1N1 infection. Baseline levels of Interleukin1p were higher among 2009 influenza A
H1N1 patients compared to the other groups. C-reactive protein on day 3,5 and 7 and
procalcitonin on days 5 and 7 were greater in non-surviving patients. Conclusion:
Higher levels of procalcitonin, C-reactive protein and Interleukin-1f might occur in

critically ill patients with 2009 H1N1 infection. Neither procalcitonin nor CRP were
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useful discriminating severe 2009 H1N1 pneumonia. Higher levels of CRP and

procalcitonin seem to identify those with a worse outcome.

Key words: Severe respiratory distress syndrome, C - reactive protein, biomarker,

sensitivity, specificity.
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Introduction

The 2009 influenza A HIN1 (2009 H1N1) pandemic brought a significant burden
on health care services around the world (WEBB et al., 2009; FUNK et al., 2010). This
virus was first identified in Mexico and United States (March-April 2009) and quickly
spread worldwide (PEREZ-PADILLA et al., 2009; TRIFONOV, KHIABANIAN e RABADAN,
2009). In Brazil, like in some other southern hemisphere countries, the outbreak
started in June, lasted approximately 18 weeks, and was responsible for at least 1600

deaths (MINISTERIO DA SAUDE, 2009b; WEBB et al., 2009).

The 2009 H1IN1 infection causes a broad spectrum of clinical syndromes, ranging
from afebrile upper respiratory illness to fulminating viral pneumonia and Acute
Respiratory Distress Syndrome (DOMINGUEZ-CHERIT et al., 2009; JAIN et al., 2009;
KUMAR et al., 2009; WEBB et al., 2009). The Real-Time Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) performed in respiratory secretions has a
sensitivity of 98 to 100% and a specificity of 100% to identify the 2009 H1N1 infection
(BOGGILD e MCGEER, 2010), however, with a turn-around time of 2-3 days, its results
do not contribute to the initial therapeutic decisions. The use of biomarkers in patients
with suspected or confirmed bacterial infection has been largely investigated in the
critical care setting. Procalcitonin (PCT) has proved to be accurate in discriminating
bacterial from viral infections (GENDREL e BOHUON, 2000; DUBOS et al., 2006). Yet,
only a few studies have evaluated the behavior of PCT in patients with severe 2009
HIN1 pneumonia (CUNHA et al., 2010; GUERVILLY et al., 2010; INGRAM et al., 2010;
CUQUEMELLE et al., 2011). It has been suggested that the immune response against
the 2009 HIN1 might diverge from that observed against the seasonal influenza virus
(ITOH et al., 2009). Interestingly, elevated levels of PCT have been observed in patients
with viral 2009 H1N1 infection, even when they had no concomitant bacterial infection

(CUNHA et al., 2010; GUERVILLY et al., 2010).

In this study we sought to evaluate the behavior and the diagnostic utility of
circulating serum levels of PCT in patients with suspected 2009 HI1N1 infection and

severe acute respiratory illness. In order to further evaluate the immune response in
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those individuals, we tested the behavior of C-reactive protein (CRP), Tumor necrosis
factor a (TNF-a), Interferon y (IFN-y), Interleukin 1B (IL-1B) and Interleukin 10 (IL-10) in

those patients.

Material and methods

Study setting and subjects

This was a prospective observational study conducted in two mixed, medical and
surgical Intensive Care Units (ICUs), placed in two University Hospitals in southeastern
Brazil. From August to November 2009 all patients with age > 14 years old admitted to
one of the two participant ICUs with suspected 2009 H1IN1 infection were evaluated
for potential eligibility. The inclusion criteria were: (1) severe acute respiratory illness
defined as dyspnea plus bilateral infiltrates on the x-ray; (2) suspicion of 2009 H1N1
infection and lack of any other obvious etiology to explain the respiratory symptoms;
and (3) a stay of at least 24h in the ICU. Patients who fulfilled the inclusion criteria
were included in the study on the first day of ICU admission. The study was approved
by the Universidade Federal de Minas Gerais’ Ethic Committee, and a written informed
consent was obtained from all patients or the next of kin. To conduct this study and
write this report we have observed the Standard for Reporting of Diagnostic accuracy

studies checklist and recommendations (BOSSUYT et al., 2003).

Study procedures

A dedicated fellow (MBSP) visited daily the participant ICUs to follow the
included subjects and to seek new eligible patients. Variables recorded at inclusion and
daily included demographic, clinical and laboratorial data. Radiographic diagnostics
and microbiological examinations (i.e., cultures of urine, blood, blind bronchoalveolar
lavage and tracheal aspirates) were carried out at the discretion of treating physicians.
Severity and organ dysfunction at admission were defined with the Acute Physiology
and Chronic Health Evaluation 1l (APACHE Il) (KNAUS et al., 1981) and the Sepsis
Related Organ Failure Assessment (SOFA) scores (VINCENT et al., 1998). All-cause



44

hospital mortality, ICU length of stay and hospital length of stay were also recorded.

No diagnostic or therapeutic intervention was performed as part of the study protocol.

Identification of the 2009 H1N1

All included patients were submitted to collection of nasopharyngeal swabs or
aspirates at admission in the ICUs. These samples were tested for 2009 HIN1 in a
public reference laboratory according to the Centers for Disease Control (CDC) RT-PCR
Protocol for the Detection and Characterization of Swine Influenza (version 2009)

(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC), 2009a).

PCR and PCT measurement

Peripheral blood samples were collected in the morning, using vacuum tubes (BD
Vacutainer SST Il Plus plastic tubes; Becton Dickinson Diagnostic Systems, Sao Paulo,
Brazil). After centrifugation, the serum was stored at -802C until analysed. Circulating
plasma PCT and CRP levels were measured at inclusion (baseline) and on days 3, 5 and
7 following inclusion, up to patients’ death or ICU discharge. PCT was tested using an
enzyme-linked fluorescent immunoassay (ELISA) (PCT Vidas Brahms, bioMérieux,
France), with an assay sensitivity of 0.05 pg/L, approximately fourfold above mean
normal levels. Circulating CRP levels were measured with dry chemistry using
Ektachem 950ICR System (Johnson & Johnson Clinical Diagnostics, Inc., Rochester, NY,
USA). The detection limit for CRP was 7 mg/I. Values above 10 mg/dL were considered

abnormal.

Cytokines Measurements

Plasma levels of TNF-a, IFN-y, IL-10 and IL-1B were measured using ELISA
sandwich (Duoset R & D Systems, Minneapolis, MN, USA), with pairs of marked
antibodies. These cytokines were tested at inclusion, and on days 3, 5 and 7, according

to the ICU length of stay.
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Statistical analysis

Categorical variables are expressed as number and percentage. Continuous
variables are stated as mean = SD for variables normally distributed and as median and
interquartile range (IQR) for non-normally distributed variables. Comparability among
the groups was analyzed by the y”tests (Yates’ test or Fisher’s exact test), two-sample
t test, Mann-Whitney U test or Kruskall-Wallis test, as appropriate. ROC curves were
built in order to establish the accuracy of tested inflammatory molecules in the
identification of patients infected by 2009 HIN1 as needed. The positive and the
negative predictive values were calculated once the best cut-offs for these molecules
were defined. The Spearman test was used to establish correlation between
parameters. Collected data was analysed with the SPSS software (SPSS 17.0; SPSS Inc.,
Chicago, United States). In order to compare the three studied groups regarding the
behaviour of CRP and PCT values along the time, i.e. for the four measurements
(baseline, day 3, day 5 and day 7), we fitted a linear mixed-effect model using R
software (Ime4 and nime packs). Therefore, CRP and PCT levels were transformed to
normally distributed variables with square root and natural logarithm calculation,

respectively. Significance was reported at a p value of 0.05 or less.

Results

Characteristics of the study population

Forty nine patients were assessed for eligibility. Five patients did not meet the
inclusion criteria: two patients had an alternate diagnosis and three stayed less than
24 hours in the ICU. From the 44 remaining patients, nine were excluded from the
final analysis: in eight patients we were unable to obtain the results for 2009 HIN1 RT-
PCR from the reference laboratory, probably due to samples astray, and in one patient

the results of circulating levels of PCT on admission were unavailable.

Demographic (i.e., age and gender) and main clinical baseline characteristics (i.e.,
comorbidities, SOFA score and APACHE score) were similar between included and

excluded patients (data not shown). The RT-PCR was performed in a median of 6
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(range: 0-16) days after onset of symptoms. Twelve (34.3%) patients had confirmed
2009 H1N1 infection; 6 (17.1%) patients had seasonal influenza infection and 17
(48.6%) patients had negative swabs for influenza virus. The most frequent diagnoses
among individuals with negative RT-PCR were undefined pulmonary disease with
bilateral infiltrates (5 patients), microbiologically confirmed community-acquired
pneumonia (3 patients), severe asthma and pulmonary embolism (2 patients each).
The patients’ clinical characteristics are displayed on table 1. The SOFA score measured
at inclusion was higher among 2009 H1N1 infected individuals compared to the other
groups, as was the vasopressors use and the occurrence of acute renal failure (MEHTA

etal., 2007).

Table 1- Patients’ main characteristics

influenza A Seasonal Negative RT- p

HIN1 (n=12) influenza (n=6) PCR (n=17)

Age ( meantSD) 37.5(21.6) 39.2 (11.8) 39.7 (22.0) 0.81
Sex (male, %) 6 (50) 1(17) 7 (41) 0.39
Underlying medical condition (n, %) 8(67) 3 (50) 10 (59) 0.78
Asthma 0(0) 1(17) 3(18)
Chronic obstructive pulmonary disease 2(17) 0(0) 1(6)
Diabetes 1(8) 0(0) 2(12)
Chronic cardiovascular disease 2(17) 1(17) 2(12)
Chronic renal disease 1(8) 0(0) 0(0)
Immunosuppression 1(8) 1(17) 1(6)
Pregnancy 2(17) 0(0) 3(18)
Obesity 1(8) 1(17) 0(0)
Apache 2 (median, IQR) 14.5 (11.0) 11.0 (5.0) 10.0 (8.0) 0.24
SOFA at admission (median, IQR) 6.0 (6.0) 3.0(2.0) 2.0(2.0) 0.006
PaO,/FiO, at admission (median, IQR) 160 (127) 200 (119) 172 (136) 0.31
Positive cultures at admission (n, %)b 3(25) 0(0) 3(18) 0.32
Blind-BAL or tracheal aspirate 2(17) 0(0) 2(12)
Blood 2(17) 0 (0) 1(6)
Vasopressors (n, %) 11 (91.7) 3 (50) 8(47.1) 0.04
Hydrocortisone (n, %) 7 (58.3) 2 (33.3) 9 (52.9) 0.60

Endotracheal intubation (n,%) 11 (91.7) 3 (50) 12 (70.6) 0.14



47

Mechanical ventilation (median days, 10 (11) 12 (29) 4 (23) 0.91
IQR)

Acute kidney injury (n, %)° 8 (66.7) 2 (33.3) 3(17.6) 0.03
Hemodialysis (n, %) 6 (50) 2 (33.3) 3(17.6) 0.18
ICU LOS (median days, IQR) 12 (14) 17.5 (25) 7 (21) 0.65
Hospital LOS (median days, IQR) 16.5 (21) 28.5 (55) 18 (21) 0.85
Mortality (n, %) 5(41.7) 0(0) 6 (35.3) 0.18

LOS- length of stay; IQR- interquartile range; SOFA — sequential organ failure assessment

® For comparison among the three groups, significant if < 0.05.

®One patient with HIN1 infection had both the respiratory secretion and the blood cultures positive for
Staphylococcus aureus.

“According to the AKIN criteria (MEHTA et al., 2007)

Thirty two (91.4%) patients had blood cultures obtained at admission, and 16
(61.5% of those who underwent tracheal intubation) had respiratory samples tested
for bacterial agents. Positive blood culture results were observed in two patients of the
2009 H1N1 group and in one patient with negative RT-PCR. Concerning the respiratory
samples, two patients in the 2009 HIN1 group (both with S. aureus) and two patients
in the negative RT-PCR group (1 with S. aureus and 1 with K. pneumoniae) had positive

results.

Plasma levels of PCT and CRP

Circulating levels of PCT at inclusion and on day 3 were significantly higher
among subjects with confirmed H1N1 infection (median 7.22 pg/L, IQR: 95.92),
compared to those of the seasonal influenza group (0.28ug/L, IQR: 1.39) and patients
without influenza (0.85ug/L, IQR: 3.29); p=0.005 and p=0.015, respectively. Similar
results were observed when circulating levels of CRP tested on day 3 were compared
among the three groups: median of 179 mg/dl (IQR: 274) in 2009 H1N1 group, 110
mg/dl (IQR: 119) in seasonal influenza group, and 123 mg/dl (IQR: 106) in patients
without influenza infection (p=0.024). A smaller, even though still significant,
difference was observed for both markers when a subgroup analysis excluding the

three patients with bacteremia at inclusion was performed.
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Figure 1. Circulating levels of procalcitonin observed in the studied patients at the four

points of measurement, according to the respective group.

[£] CRP at inclusion
4001 [E) CRP on day 3
[ cRP on day 5
B CRP on day 7
300~ :
E :
£ 200+ : ;
E] : H
2 i i
% : ;
o " i
1 H
100+ :
O—

T 1 T
Influenza 2009 HIN1 Seasonal Influenza  Non Influenza diagnosis

Figure 2. Circulating levels of C-reactive protein observed in the studied patients at the

four points of measurement, according to the respective group.
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Regarding the behavior of CRP and PCT during the first seven days of follow-up in
all studied patients, both markers had a reduction trend along the time (p=0.003 for
PCT and p=0.079 for CRP). The trends were compared among the groups for each
marker in an independent manner. For both markers, patients of the 2009 HIN1 group
were the main responsible for this trend. Taking into account this whole period of
time, the values of CRP and PCT were significantly lower in the seasonal influenza
(p=0.029 for CRP and p=0.009 for PCT, respectively) and non-influenza groups (p=0.041
for CRP and p=0.010 for PCT, respectively), as compared with HIN1 patients.

Plasma levels of cytokines

Except for the baseline levels of IL-1B, which revealed to be significantly higher
among patients of 2009 HIN1 group (p=0.014; figure 3) compared to the other two
groups, no other difference was observed concerning the circulating levels of tested
cytokines. The AUC for IL-1B values indicating HIN1 infection was 0.79 (Cl, 0.62 to
0.96) and at a cutoff point set at 30 pg/ml, the sensibility was 91% and specificity 65%.
The levels of IL-1B remained significantly higher among patients infected with 2009
HIN1 influenza when the subgroup with bacteremia was excluded from the analysis

(p=0.04).
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Figure 4. Behavior of circulating levels of PCT during the first seven days of follow up in

the three studied groups.

Inflammatory molecules and outcome

We further evaluated the time course of the tested molecules in relation to the
in-hospital mortality. Eleven (31.4%) out of the 35 included patients deceased during
hospitalization. In the analysis associating CRP and PCT levels with outcome, CRP levels
onday 3, 5and 7 (p= 0.047, 0.012 and 0.008) and PCT levels on days 5 and 7 (p= 0.019
and 0.001), were significantly higher in non-surviving patients. No studied cytokines

was associated to all-cause hospital mortality.



52

Discussion

In this observational study on critically ill patients with suspected 2009 H1IN1
infection, we found higher circulating levels of PCT and CRP among 2009 H1N1
infected individuals compared to patients with seasonal influenza and non-influenza
related respiratory distress. IL-1B levels were also higher among 2009 H1N1 subjects,
compared to the two other studied groups on admission. Increased levels of PCT and

CRP along the course of the disease were associated with a higher mortality.

Many studies have tested the role of PCT as a tool to differentiate infectious and
non-infectious systemic inflammatory response syndrome (SIRS) (BRUNKHORST,
EBERHARD e BRUNKHORST, 1999; UGARTE et al, 1999; MULLER et al., 2000;
HARBARTH et al., 2001), as well as to distinguish between bacterial and viral infections
(GENDREL e BOHUON, 2000; DUBOS et al., 2006). Most of them found a superiority of
PCT over CRP and other markers to discriminate these conditions. Moreover, PCT
behavior along the first days of antibiotic therapy seems to be an accurate marker for
clinical response and outcome (JENSEN et al., 2006). The higher levels of PCT
presented by the patients with 2009 HIN1 infection in the present study calls into
question the notion that the levels of this marker would remain normal or only slightly
elevated among patients with viral conditions. As suggested by the SOFA scores, the
most probable reason to explain our results is the significantly higher severity of the
2009 H1N1 subjects. Increased PCT concentrations have already been shown to be
associated with higher values of severity scores (i.e., SOFA score) in critical care
patients with sepsis (MEISNER et al., 1999). Both PCT and CRP levels were useless in
discriminating 2009 HIN1 infection from other causes of respiratory distress in our

study.

Even though this possibility was uniformly present among the 35 studied
subjects, we cannot rule out unidentified bacterial co-infection among the 2009 H1N1
patients as a hypothetical reason to explain their elevated CRP and PCT serum levels.
Guervilly et al. found that patients infected with this virus might present high PCT

levels despite the absence of bacterial co-infection (GUERVILLY et al., 2010). Similar
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results were found by Cunha et al. in subjects with definite/probable 2009
H1N1diagnosis (CUNHA et al., 2010).

Conversely, several authors have found lower levels of circulating PCT among
patients with isolated 2009 H1N1 infection as compared with those with bacterial or
mixed (bacterial and viral) infection (INGRAM et al., 2010; PIACENTINI et al., 2010)(12,
28). In a multicentric retrospective study conducted in 23 French ICUs, Cuquemelle et
al. investigated the initial circulating levels of PCT presented by 52 patients admitted
with confirmed 2009 H1N1 infection. They found that PCT levels of 0.8 pg/L combined
with alveolar pulmonary infiltrates are strongly suggestive of bacterial co-infection

(OR12.9; 95% Cl 3.2-51.5) (CUQUEMELLE et al., 2011).

Regarding the tested cytokines, only baseline levels of IL-1B showed to be higher
among 2009 H1IN1 infected subjects. IL-1B levels have also maintained its association
with HIN1 infection in the analysis excluding the patients with bacteremia. At a cutoff
of 30 pg/ml, IL-1 B had a good accuracy in identifying patients infected by this virus.
This molecule has been found to be elevated in patients with severe 2009 H1N1
infection (TAKANO et al., 2011). It has been shown that a pro-inflammatory response
predominates in patients with severe 2009 H1N1 infection (BERMEJO-MARTIN et al.,
2009). This inflammatory state might at least partially explain the high levels of CRP
and PCT observed.

In our study, PCT levels tested on day 5 and 7 were significantly higher among
non-survivors compared to survivors. It has been shown that PCT trends and not
baseline values are associated to the outcome in intensive care patients (HARBARTH et
al., 2001; CHARLES et al., 2009). Thus, the decrease of PCT levels might have identified
individuals with a better outcome. In other words, patients with persistently high PCT
levels had higher mortality. Elevated CRP levels have also been associated with poor
outcomes in intensive care patients (HO et al., 2008), as well as in patients with severe
community-acquired pneumonia (CHALMERS et al., 2008). Therefore, we found that
circulating CRP levels, tested on days 3, 5 and 7, were also increased in non-survivors

compared to survivors.
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This study has several limitations. First, our sample size was small and it was
conducted in only two university hospitals. Second, we were not able to obtain lower
respiratory samples from some of the patients that underwent invasive mechanical
ventilation, which could have been responsible for a small number of negative RT-PCR
results. The nasopharyngeal samples, however, were obtained in the acute phase of
disease and before institution of antiviral therapy in most cases. Additionally, the
sensitivity of RT-PCR for influenza in nasopharyngeal swabs is described as between
97.8 and 100%, and the specificity as 100% (BOGGILD e MCGEER, 2010). Third, we
were unable to obtain culture results from respiratory samples in 38.5% of the subjects
that underwent tracheal intubation. At last, we did not investigate Streptococcus

pneumoniae or Legionella pneumophila urinary antigens.

In conclusion, in this prospective observational study we found higher levels of
PCT, CRP and IL-1B among critically ill 2009 HIN1 infected patients compared to
subjects with seasonal influenza infection and non-influenza diagnoses. Neither PCT
nor CRP was useful in the discrimination of severe 2009 H1N1 infection from other
causes of respiratory failure. Elevated levels of PCT and CRP might have been due to
the greater patients’ severity, with a concomitant substantial inflammatory response,
even though bacterial co-infection could not be definitely ruled out. IL-1B had a higher
discriminative value for 2009 H1N1 infection and it was not correlated with positive
blood or respiratory cultures. Overall, PCT on days 5 and 7 and CRP on days 3, 5 and 7

following admission were associated with all-cause hospital mortality.
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6  CONSIDERACOES FINAIS

Trés grandes pandemias por influenza ocorreram no século 20: a pandemia de
1918 a 1919, a pandemia de 1957 a 1958, e a pandemia de 1968. Nenhuma delas,
entretanto, apresentou dispersao tao rdpida quanto a observada na pandemia pelo
2009 H1IN1, promovida pela crescente globalizacdo. A maior disponibilidade de
atencdo a saude e tratamentos avangados proporcionou ndao sé um melhor
atendimento e caracterizacdo da pandemia, mas elevou os custos médicos diretos
associados a ela. A época de seu inicio, em abril de 2009, foi necessaria uma
organizacao rdpida dos servicos de salde para conseguir suprir uma demanda ainda
indeterminada. O Brasil, tanto quanto outros paises, enfrentou a escassez de leitos
hospitalares e de terapia intensiva para atender o crescente nimero de pacientes com
SRAG. Nesse contexto, em Belo Horizonte, foram disponibilizados 10 leitos no CTl do
Hospital Risoleta Tolentino Neves e foi aberto o CTI clinico/ Unidade Coronariana
(UCO) no Hospital das Clinicas da UFMG, com inicialmente 6 leitos, para atendimento
dos pacientes com insuficiéncia respiratéria e suspeita de infeccdo pelo 2009 H1IN1.
Nagquele momento, a falta de preparo para o enfrentamento da pandemia, tanto de
forma assistencial, quanto institucional, trouxe algumas dificuldades no atendimento.
Isso se refletiu no extravio de amostras de swab orofaringeo enviadas a Fundacgao
Ezequiel Dias (FUNED) e na admissao tardia de pacientes. Apesar da dedicagao dos
profissionais, o inicio da pandemia foi marcado por duvidas no manejo dos doentes
criticos. A falta de definicdo diagndstica trouxe a esses leitos outras afeccdes
respiratdrias, além de SRAG. E, nos pacientes admitidos nos CTls, a terapia empirica
anti-viral e anti-bacteriana foi regra, uma vez que os resultados de RT-PCR para o 2009
H1IN1 sé eram disponibilizados apds um més da coleta, em média. Como tentativa de
reducdo do uso inapropriado de antibidticos e antivirais, além de melhor caracterizar a
resposta inflamatdria, nds optamos por avaliar os niveis de PCT, PCR e quatro citocinas

nos pacientes com SRAG e infeccdo suspeita pelo 2009 HIN1.
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De forma interessante, observou-se durante o estudo que varios dos pacientes
com SRAG apresentavam injudria pulmonar grave a admissdo, mas ainda sem
insuficiéncia de outros drgdos. Alguns deles inclusive faleceram devido a hipdxia
refratdria as medidas terapéuticas disponiveis. Infelizmente em nenhum dos hospitais
gue o estudo foi realizado havia a disponibilidade de ECMO. Esse fendbmeno pode ser
confirmado com uma andlise mais profunda dos valores de SOFA. Nota-se uma grande
diferenca entre os valores de SOFA para o sistema respiratorio em relacdo aos outros
sistemas, com valores 3 e 4 registrados frequentemente (Grafico 6). Portanto, ao se
considerar os somente valores totais de SOFA e APACHE Il, ndo se tem uma nog¢ao da

real gravidade dos pacientes.
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Gréfico 6. Valores de SOFA a admissdo por sistema organico (n=35).

A admissdo tardia de pacientes com quadro respiratério grave, e que ja estavam
em uso de antimicrobianos ha mais de 48hs, motivou médicos assistentes a nao
coletar amostras de secrecdo do trato respiratdrio inferior de alguns desses doentes
num primeiro momento. Desse modo, foram obtidas amostras de 61,5% dos pacientes
submetidos a intubacdo orotraqueal. E possivel que os resultados do trabalho, com
valores mais altos dos marcadores naqueles pacientes com infeccdo pelo 2009 HIN1,
sejam devido a falha de deteccdo de infeccdo bacteriana secundaria. Mesmo
considerando as limitacGes, entretanto, o estudo pelo seu carater prospectivo,
espelhou a realidade vivida pelos profissionais de saide no atendimento aos doentes
com SRAG durante a pandemia. Nesse contexto nem a PCT ou a PCR foram uteis no
diagndstico da infeccao pelo virus 2009 HIN1. Apesar de IL-1B ter sido um marcador
de infeccdo pelo virus pandémico, com boa sensibilidade e especificidade razoavel, sua
aplicabilidade é reduzida, e outros trabalhos s3ao necessarios para confirmar esses
achados. Os niveis de PCT e PCR a admissao ndo se correlacionaram a mortalidade,
contudo a persisténcia de valores elevados desses marcadores nos dias subsequentes
esteve associada a um desfecho clinico desfavordavel. A evolucdo dos niveis de PCT e de
PCR foi capaz de identificar aqueles pacientes que mantiveram resposta inflamatéria
vigorosa, apesar das medidas terapéuticas instituidas. Nao se pode afirmar se os niveis
elevados desses biomarcadores foram causados por um processo inflamatério mais
exacerbado secunddrio ao préprio virus influenza, ou se devido a infec¢ao bacteriana
superposta. Mas de qualquer forma os resultados desse estudo ndo autorizam a

utilizacdo desses marcadores para definir a suspensao de antivirais ou antibidticos.
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7  CONCLUSOES

® Nesse estudo foram encontrados niveis mais altos de PCT, PCR e IL-1B entre
pacientes criticos infectados pelo 2009 H1N1, comparados com pacientes

infectados pelo influenza sazonal e pacientes com RT-PCR negativo.

® Nem PCT ou PCR foram uteis para o diagndstico de infeccdo pelo 2009 HIN1.

® |L-1B foi capaz de discriminar a infecgao pelo 2009 H1IN1 com acurdcia razodvel.

® PCTno52e 72dia e PCR no 39, 52 e 72 dias apds a admissao foram associados a

mortalidade intra-hospitalar.
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9  APENDICES

Apéndice A- Formuldrio individual para o registro das caracteristicas clinicas e

laboratoriais

Projeto marcadores inflamatérios e DATA :

sindrome gripal aguda

Contatos: Dr. Mariana Paiva (9166-4685) Dr. Vandack Nobre (9831-0004)

Data internacgéo Enf.: Idade:
Nome completo:

Data internacéo CTI:

Hospital:
Sexo: Masc 00 Fem 10 1-Encaminhamento do:
1-AmbulatérioQ 2-Central de leitosQ
DdN: /0 3-PAO 9-IGNQ
Leito : Idade: 2-Coletado swab para HIN1

1-Sim O 2-Nao O Data:
N° Prontuario :

3-ldade > 18 anos
1-Sim O 2-Nao O

4-VACINACAO:
0 1-GRIPE (ANO CORRENTE) [ 2-PNEUMOCOCO (ULTIMOS 5 ANOS) 0 3-NAO

5-Situacbes de risco

Idade >65anos 1 [

Gestante 2 0 (_____)semanas

Imunossupressao 3 [ ( )

Comorbidade 4
50
6 0O
9 0

(Preencher abaixo)
(imc=___ )

Obesidade
Ausente
IGN

6-Epidemiologia (contato com pessoas portadoras de sindrome gripal nos altimos 7
dias

B6A-Contatos domiciliares: 0 1-Sim O 2-N&o

[0 1-Cbnjuge 0O 2-Irmé&o(d) O 3-Filho(a) [ 9-Outros (especificar)

6B-Contato fora do domicilio: [ 1-Sim [ 2-N&o
Se afirmativo: Local: (] 1-Escola [ 2-Trabalho [ 9- Outros

7-Epidemiologia (viagem ao exterior)

\Viagem recente ao exterior 00 1-Sim [0 2-N&o Em caso afirmativo:
Procedéncia:
Periodo da viagem: / / a /

8- APACHE Il admisséao:
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9-COMORBIDADES: (marcar todas as presentes, incluindo o motivo da admissao)

0 1-HEMOPTOICOS

0 2-DOR TORACICA

00 3-CONFUSAO MENTAL
04-FR > 25

0 6-SATO2 <95% (AR
AMBIENTE)

0 7-FEBRE PERSISTENTE >
3 DIAS

[0 8-CONFUSAO MENTAL

[0 0- AUSENTE [ 7-HIV / AIDS 1 12-DOENCA CEREBO-
[l 1-CARDIOPATIA DIABETE VASCULAR

[1 2-IRC (CL CR <60) [1 9-INSULINO- [113-USO DE

[1 3-NEOPLASIA ATIVA DEPENDENTE IMUNOSSUPRESSOR

[l 4-DPOC [ 10-NAO INSULINO- ESPECIFICAR: DROGA :
[15-ASMA DEPENDENTE

[1 6-INSUFICIENCIA [1 11-DOENCA VASCULAR

HEPATICA ART. PERIFERICA DOSE/DIA:

10-Data inicio sintomas __ / [ Data inicio febre __ /[

[1 0- AUSENTE 1 5-TOSSE [ 11-VOMITOS

[1 1-FEBRE [1 6-DISPNEIA [1 12-OUTROS (especificar)
[1 2-CALAFRIOS [1 7-DOR DE GARGANTA

(1 3-DIARREIA [1 8-MIALGIA

[1 4-ARTRALGIA [1 9-CONJUNTIVITE

[1 10-CORIZA
TEMP MAX ATE ADMISSAO [/ 1-CONHECIDA: oC
[1 2-NAO REGISTRADA
11-Sinais potenciais de gravidade:
0 0- AUSENTE [ 5-CREPITACOES 0 9-FC >120

00 10-SONOLENCIA
0 11-HIPOTENSAO
0 12-OUTROS (especificar)

EXAME FiSICO A INTERNACAO

Peso: kg

FC: bpm

Temp. axilar:

FR:

°C

irpm

P.A.: / mmHg

Normal

Alterado

Descricdo

Pele

Oroscopia

COONG

Linfonodos

A.R

A.C.V

A.D.

S.N.

12- CURB-65
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O CONFUSAO MENTAL
0 UREIA > 40

OFR>30

0O PAS <90 OU PAD < 60
0 IDADE > 65

PONTOS

RESULTADOS LABORATORIAIS (D3, D5 E D7)

DO D3 D5 D7

Data:

PCR

PCT
Leucoc
Bands (%)
Neut (no.)
Linf (no.)
CK TOT
LDH

AST

BBT
creatinina
lactato

pH

Pa0O2
PaCO2
HCO3

BE

FiO2

13- RX DE TORAX

1 0-SEM ALTERACOES

(1 1-INFILTRADO LOCALIZADO / CONSOLIDACAO
[] 2-INFILTRADO DIFUSO

[1 3-PADRAO ALVEOLAR

[] 4-PADRAO INTERSTICIAL

[1 5-PADRAO MISTO

9-OUTROS ACHADOS:

14-TRATAMENTO ANTIVIRAL [1 1-OSELTAMIVIR [] 2-ZANAMIVIR [1 3-NAO RECEBEU
DATA INIiCIO TRATAMENTO: / /

15-TRATAMENTO ANTIMICROBIANO [ 1-Sim  [1 2- Ndo

Nome do antibiotico Data inicio Data do fim Duracéo* (dias)

*Considerar 1 (um) dia, se recebeu apenas 1 dose.
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16-MICROBIOLOGIA

[l HEMOCULTURA GERME DATA: __ ||

[1 HEMOCULTURA GERME DATA: _ [ |

[l UROCULTURA GERME DATA: __ [ |

[TUROCULTURA  GERME DATA: _ [ |

AT GERME DATA: __ | |
AT GERME DATA: _ | |
[ OUTROS* GERME DATA: _ | |
*Especificar:

17-INFECCAO NOSOCOMIAL (Se ocorre apos 72 horas da inclus&o no estudo + adig&o ou
troca de antibiéticos)

01-SIM 0 2-NAO
Primeiro episédio: Diagnostico

Datado inicio: [/ /

Segundo episédio: Diagndstico

Datado inicio: [/ /

OUTROS TRATAMENTOS

] 18-INTERNACAO NO CTI OU SALA EMERGENCIA: (1 1-SIM 0 2-NAO

DATA INTERNACAOCTI __ /[ DATAINTERNACAOSE /|
DURACAO INTERNACAO CTI____ DIAS DURAGCAO INTERNACAO SE _ DIAS
[1 19-SUPORTE VENTILORIO MECANICO: ([11-VI [J2-VNI []10-NSA

DATAINICIO /| DATAFIM __ /| DURACAO: DIAS

0 20-AMINAS: [ 0-SEM [ 1-VASOPRESSORES [ 2-INOTROPICOS [ 3-AMBOS
0 21-HEMODIALISE / HEMOFILTRAGCAO 0 1-SIM [0 2-NAO

[ 22-CORTICOIDES 01-SIM [ 2-NAO

[J 23- PRONO 01-SIM 0 2-NAO

[J 24- RECRUTAMENTO [J 1-SIM 0 2-NAO

25-DIANGOSTICO FINAL

O 1-INFLUENZA H1IN1

0 2-INFLUENZA SAZONAL

0 3-NEGATIVO PARA INFLUENZA
[ 4-INDETERMINADO

26-COMPLICACOES INFLUENZA

0 1-NSA

00 2-PNEUMONIA VIRAL

O 3-PNEUMONIA BACTERIANA

] 4-DESCOMPENSACAO DOENCA DE BASE
0 9- OUTROS:
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27-OUTRO DIAGNOSTICO

[ 1-PNEUMONIA COMUNITARIA GRAVE
0 2-TUBERCULOSE

0 3-PNEUMOCISTOSE

O 4-DPOC EXACERBADO

0 9-OUTRO
| 28-ULTIMO SEGUIMENTO ---Data: [/ |/
1 -SOBREVIVENTE 0- OBITO

29-OBITO: 0-SE/PA 1-ENF 2-CTl 3- SOBREVIVENTE

DATA DO OBITO / /

30- DURACAO INTERNACAO HOSPITALAR (DIAS):

31- MORTE ASSOCIADA A INFLUENZA 0=NAO; 1=SIM; 2=NSA
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PACIENTES INTERNADOS NO CTI

DIA 0123456 78 910 12 14 16 18 20 22 24 26 28|

Choque Jodoodggotdooodoodoodoodgoodgoodnt

Insuf. cardiaca Jodoodggotdootdoodoodoodgoodgoodnt
Insuf. respiratdria Jodoodggotdootdoodoodoodgoodgoodnt
SARA oottt otdgotdgotddn
Insuf. Renal Jodogotdgotdobotdgbotdobotdoodouodgoodnt
Insuf. hepatica Jodogotdgotdobotdgbotdobotdoodouodgoodnt
CIVD Jodogodgotdobotdobodobodoodgoodgoodont
Coma Jodooggotdoodoodoodoodgoodgoodnt

Acidose Jodoodoodgoodgoodgoogoogodggodgdnt

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 P22 23 24 25 26
SOFA
Cardiov.

Respirat.
Hepético
Renal

Coag.
Neurolog.

OBS: \
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Apéndice B- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido / Paciente

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Para o paciente)

Projeto: Estudo dos marcadores inflamatdrios na Sindrome Gripal Aguda Grave

Pesquisadores responsaveis

Vandack Alencar Nobre Jr
Fernando Antonio Botoni
Marise Fonseca

Unai Tupinanamba

Mariana Benevides Santos Paiva

Instituicdo: Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais

A Universidade Federal de Minas Gerais convida o Sr. / a Sra. a participar de uma
pesquisa sobre infec¢des causadas pelo virus da gripe suina, o Influenza A HIN1. Essa é
uma doeng¢a nova, da qual se sabe muito pouco. Uma minoria das pessoas que
adquirem essa infeccdo pode apresentar quadro grave. Os médicos ndo tém como
prever quando isso ocorrerd. Assim, os pesquisadores da Faculdade de Medicina da
UFMG estdo fazendo uma pesquisa para tentar descobrir que se algum exame pode
ajudar a identificar os pacientes que terdao doenga mais grave. Além disso, os
pesquisadores tentardao identificar exames que auxiliem na diferenciacdo entre a
infeccdo pelo virus e outras infecgbes parecidas. Esses exames sao chamados
“marcadores inflamatdrios”, e sdo dosados no sangue.

Pacientes internados no CTI do Hospital das Clinicas da UFMG e no Hospital
Risoleta Tolentino Neves (Pronto Socorro de Venda Nova) serdo convidados a
participar. A proposta da pesquisa é avaliar se as dosagens desses “marcadores
inflamatdrios” no sangue auxiliam a diferenciar entre uma infeccao viral e outras
infecgOes; ou ainda, se auxiliam no acompanhamento desses doentes.

Serd armazenada uma amostra de sangue a internacdo, que foi colhida
juntamente com os exames de rotina, dos pacientes que aceitarem participar da
pesquisa. Também serdo armazenados amostras de sangue nos dias 3, 5 e 7 apods
admissdo no CTI. O sangue serd enviado para o Laboratdrio do Hospital das Clinicas,
onde serdo realizadas dosagens dos “marcadores inflamatérios”.

Os resultados deste estudo terdo valor para elucidar a histéria natural da doenca
causada pelo virus Influenza A HIN1. Dessa forma teremos mais chance de combaté-
lo.
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Os procedimentos propostos de coleta de sangue sdo feitos rotineiramente nos
pacientes internados no CTI. A coleta de sangue apresenta riscos minimos e pode
causar:

e hematomas no local de coleta

e infecgdo no local de coleta

Serd armazenado um pouco do soro ja colhido rotineiramente no CTI. A retirada
desse volume de sangue ndo traz nenhum risco para o paciente, mesmo se ele estiver
gravemente doente.

Os pesquisadores assumem o dever de dar assisténcia aos participantes da
pesquisa para problemas relacionados aos procedimentos citados acima ou mesmo
para quaisquer outros problemas da saude apresentados durante a pesquisa.

Os registros (informacdes dos pacientes) serdo mantidos de forma confidencial
com cédigos de identificacdo de acesso limitado e o nome do paciente ndo sera
mencionado em nenhum momento.

Eu tenho o direito de recusar ou cancelar o meu consentimento de participacdo a
gualquer instante, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado, bastando
comunicar a minha decisdo aos organizadores da pesquisa.

EU ,
ENTENDI O QUE ME FOI PROPOSTO E TIVE OPORTUNIDADE DE ESCLARECER MINHAS
DUVIDAS. ESTOU CIENTE E CONSINTO QUE SE ARMAZENE PARTE DO SANGUE
COLETADO PARA OS EXAMES DE ROTINA DO CTI, E QUE NESSE SANGUE SEJAM
MEDIDOS ALGUNS ELEMENTOS RELACIONADOS A INFLAMACAO. SEI QUE OS
RESULTADOS DO ESTUDO SERAO MANTIDOS EM SIGILO, PODENDO SER INFORMADOS
SOMENTE A MINHA PESSOA. ESTOU CIENTE DE QUE OS RESULTADOS SERAO
PUBLICADOS SOMENTE EM CONJUNTO, NAO PERMITINDO A IDENTIFICACAO
INDIVIDUAL.

Belo Horizonte, _/ /

Assinatura

Impressdo digital (se analfabeto — nesse caso ler o consentimento em voz alta apds
explica-lo)

Os telefones abaixo podem lhe ser uteis para esclarecimentos:
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Pesquisadores

1- Dra. Mariana Benevides Santos Paiva (31) 9166-4685/3879-4685
2- Dr. Fernando Ant6nio Botoni (31) 9984-2674

3-Dr. Vandack Alencar Nobre Jr (Hospital das Clinicas): (31) 3309-4195 / 9831-
0004

Av. Alfredo Balena, 190 — Departamento de Clinica Médica da Faculdade de
Medicina da UFMG — Santa Efigénia — Belo Horizonte, MG — Brasil — CEP 30130-100

Comités de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP: Telefax (31) 3409-4592
Av. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il — 22 andar, sl 2005 —
Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG — Brasil — CEP 31270-901
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Apéndice C- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido / Responsavel

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Para o responsavel pelo paciente)

Projeto: Estudo dos marcadores inflamatérios na Sindrome Gripal Aguda Grave

Pesquisadores responsaveis
Vandack Alencar Nobre Jr

Fernando Antonio Botoni
Marise Fonseca

Unai Tupinanamba

Mariana Benevides Santos Paiva

Instituicao: Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais

A Universidade Federal de Minas Gerais convida o Sr. / a Sra. a participar de uma
pesquisa sobre infeccdes causadas pelo virus da gripe suina, o Influenza A HIN1. Essa é
uma doenca nova, da qual sabe-se muito pouco. Uma minoria das pessoas que
adquirem essa infeccdo pode apresentar quadro grave. Os médicos ndo tém como
prever quando isso ocorrerd. Assim, os pesquisadores da Faculdade de Medicina da
UFMG estdao fazendo uma pesquisa para tentar descobrir que se algum exame pode
ajudar a identificar os pacientes que terdo doenca mais grave. Além disso, os
pesquisadores tentardo identificar exames que auxiliem na diferenciacdo entre a
infeccdo pelo virus e outras infecgbes parecidas. Esses exames sao chamados
“marcadores inflamatdrios”, e sdo dosados no sangue.

Pacientes internados no CTI do Hospital das Clinicas da UFMG e no Hospital
Risoleta Tolentino Neves (Pronto Socorro de Venda Nova) serdo convidados a
participar. A proposta da pesquisa é avaliar se as dosagens desses “marcadores
inflamatdrios” no sangue auxiliam a diferenciar entre uma infeccdo viral e outras
infeccdes; ou ainda, se auxiliam no acompanhamento desses doentes.

Serd armazenada uma amostra de sangue a internacdo, que foi colhida
juntamente com os exames de rotina, dos pacientes que aceitarem participar da
pesquisa. Também serdao armazenados amostras de sangue nos dias 3, 5 e 7 apds
admissdao no CTI. O sangue sera enviado para o Laboratdrio do Hospital das Clinicas,
onde serdo realizadas dosagens dos “marcadores inflamatérios”.

Os resultados deste estudo terdo valor para elucidar a histéria natural da doenca
causada pelo virus Influenza A HIN1. Dessa forma teremos mais chance de combaté-
lo.
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Os procedimentos propostos de coleta de sangue sdo feitos rotineiramente nos
pacientes internados no CTI. A coleta de sangue apresenta riscos minimos e pode
causar:

e hematomas no local de coleta

e infecgdo nolocal de coleta

Serd armazenado um pouco do soro ja colhido rotineiramente no CTI. A retirada
desse volume de sangue ndo traz nenhum risco para o paciente, mesmo se ele estiver
gravemente doente.

Os pesquisadores assumem o dever de dar assisténcia aos participantes da
pesquisa para problemas relacionados aos procedimentos citados acima ou mesmo
para quaisquer outros problemas da saude apresentados durante a pesquisa.

Os registros (informacdes dos pacientes) serdo mantidos de forma confidencial
com cédigos de identificacdo de acesso limitado e o nome do paciente nao sera
mencionado em nenhum momento.

Eu tenho o direito de recusar ou cancelar o meu consentimento de participagao
a qualquer instante, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado,
bastando comunicar a minha decisdo aos organizadores da pesquisa.

EU ,

RESPONSAVEL PELO PACIENTE,

, ENTENDI O QUE ME FOI
PROPOSTO E TIVE OPORTUNIDADE DE ESCLARECER MINHAS DUVIDAS. ESTOU CIENTE
E CONSINTO QUE SE QUE SE ARMAZENE PARTE DO SANGUE COLETADO PARA OS
EXAMES DE ROTINA DO CTI, E QUE NESSE SANGUE SEJAM MEDIDOS ALGUNS
ELEMENTOS RELACIONADOS A INFLAMACAO. SEI QUE OS RESULTADOS DO ESTUDO
SERAO MANTIDOS EM SIGILO, PODENDO SER INFORMADOS SOMENTE A MINHA
PESSOA. ESTOU CIENTE DE QUE OS RESULTADOS SERAO PUBLICADOS SOMENTE EM
CONJUNTO, NAO PERMITINDO A IDENTIFICAGAO INDIVIDUAL.

Belo Horizonte, _/ /

Assinatura

Impressdo digital (se analfabeto — nesse caso ler o consentimento em voz alta apds
explica-lo)
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Os telefones abaixo podem lhe ser uteis para esclarecimentos:

Pesquisadores

1- Dra. Mariana Benevides Santos Paiva (31) 9166-4685/3879-4685
2- Dr. Fernando Antonio Botoni (31) 9984-2674

3-Dr. Vandack Alencar Nobre Jr (Hospital das Clinicas): (31) 3309-4195 / 9831-
0004

Av. Alfredo Balena, 190 — Departamento de Clinica Médica da Faculdade de
Medicina da UFMG — Santa Efigénia — Belo Horizonte, MG — Brasil — CEP 30130-100

Comités de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP: Telefax (31) 3409-4592
Av. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il — 22 andar, sl 2005 —
Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG — Brasil — CEP 31270-901



85

10 ANEXOS

Anexo A. Parecer do comité de ética em pesquisa da UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 0122.0.203.000-10

Interessado(a): Prof. Vandack Alencar Nobre Jr.
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 05 de maio de 2010, o projeto de pesquisa intitulado "Estudo dos
marcadores inflamatérios na Doenga Respiratéria Aguda Grave"
bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques aral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpg.uting.br




Anexo B. Ata da defesa de dissertacao.

FACULDADE DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAO
Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533
Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 34099640 FAX: (31) 34099641

ATA DA DEFESA DE DISSERTACAO DE MESTRADO de MARIANA BENEVIDES
SANTOS PAIVA, n° de registro 2010654336. As quatorze horas do dia vinte e nove
do més de fevereiro de dois mil e doze, reuniu-se na Faculdade de Medicina da
UFMG, a Comissao Examinadora de dissertacdo indicada pelo Colegiado do
Programa, para julgar o trabalho final intitulado: “AVALIAGAO DA UTILIDADE
DIAGNOSTICA DA PROCALCITONINA E DA PROTEINA C REATIVA EM
PACIENTES CRITICOS COM SINDROME RESPIRATORIA AGUDA GRAVE E
SUSPEITA DE INFECGAO PELO VIiRUS INFLUENZA A H1N1 2009”, requisito final
para a obtencdo do grau de mestre em Ciéncias da Saude — Infectologia e Medicina
Tropical, pelo Programa de Poés-Graduagdo em Ciéncias da Saude: Infectologia e
Medicina Tropical. Abrindo a sessdo, o Presidente da Comissao, Prof. Vandack
Alencar Nobre Junior, apés dar a conhecer aos presentes o teor das normas
regulamentares do trabalho final, passou a palavra a candidata, para apresentacéo de
seu trabalho. Seguiu-se a arguicao pelos examinadores, com a respectiva defesa da
candidata. Logo ap6s, a Comissao se reuniu sem a presenca da candidata e do
publico, para julgamento e expedicao do resultado final. Foram atribuidas as seguintes
indicagoes:

Prof. Vandack Alencar Nobre Junior/Orientador Instituicdo: UFMG Indicagéo: 41«"/..?E/od<
Prof. Marcus Vinicius Melo de Andrade Instituicdo: UFMG Indicagao: ¢ pLovsde-
Prof. Jorge Ibrain Figueira Salluh Instituicao: INCA/RJ Indicagao: A—kr_‘:"’-@

Pelas indicacdes, a candidata foi considerada: A1 2zl

O resultado final foi comunicado publicamente a candidata pelo Presidente da
Comissdo. Nada mais havendo a tratar, o Presidente encerrou a sesséo e lavrou a
presente ATA, que sera assinada por todos os membros participantes da Comissao

Examinadora. Belo Horizonte, 29 de fevereiro de 2%2. .
Prof. Vandack Alencar Nobre Jéinior o //4« ZL’/ /
Prof. Marcus Vinicius Melo de Andrade Lléf.«,w v A7 des

/
Prof. Jorge Ibrain Figueira Salluh W\é%’ e
Prof. Vandack Alencar Nobre Junior/Coordenador //~ j\ //*—- L( 2
P44

Obs.: Este documento n&o tera validade sem a assinatura e carimbo do Coordenador.

Prt,Voack Acar Notro .
mnm&k

m?umum
Facvidade de Madicing - UPMG

CONFERE COM ORIGINAL
Centro de Pés-Graduagao
Faouldade de Medicina - UFMG
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Anexo C. Declaragdo de aprovacgao

FACULDADE DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAO
Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533
Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 3409.9641 FAX: (31) 3409.9640

DECLARACAO

A Comissdo Examinadora abaixo assinada, composta pelos professores doutores:
Vandack Alencar Nobre Junior, Marcus Vinicius Melo de Andrade e Jorge Ibrain Figueira
Salluh, aprovou a defesa de dissertagdo intitulada: “AVALIACAO DA UTILIDADE
DIAGNOSTCA DA PROCALCITONINA E DA PROTEINA C EM PACIENTES
CRITICOS COM SINDROME RESPIRATORIA AGUDA GRAVE E SUSPEITA DE
INFECCAO PELO VIRUS INFLUENZA H1N1 2009” apresentada pela mestranda
MARIANA BENEVIDES SANTOS PAIVA para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias da Salde: Infectologia e Medicina Tropical, pelo Programa de Pés-Graduagéo
em Ciéncias da Saude: Infectologia e Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Minas Gerais, realizada em 29 de fevereiro de 2012.

S
/@%’x%" C(/

Prof. Vandack Alencar Nobre Junior
Orientador

AV /#’\ dl'zé' d(-/—
Prof. Marcus Vinicius Melo de Andrade

e

Prof. Jorge 'Ibrain Figueira Salluh



