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RESUMO

Objetivo: Analisar as alteragdes histolégicas pulmonares de quatro
casos fatais de influenza pandémica H1N1, correlacionando-os a
caracteristicas clinico-epidemioldgicas. Métodos: Estudo retrospectivo
e descritivo de dados de prontudrios de quatro pacientes que
faleceram por influenza HIN1 na Unidade de Terapia Intensiva de um
hospital universitario, em 2009. Os pacientes haviam sido submetidos
a aspirado de nasofaringe e as amostras foram analisadas pelo
método de reagdo em cadeia da polimerase em tempo real. Bidpsia
pulmonar foi realizada no dia do 6bito; um escore de intensidade das
alteragdes histopatoldgica foi aplicado. Resultados: Trés pacientes
apresentaram reagao em cadeia da polimerase em tempo real com
resultado positivo (embora todos tivessem diagndstico de influenza
H1N1). As principais alteragdes histoldgicas identificadas foram:
dano alveolar difuso exsudativo, com atelectasia de alvéolos; graus
varidveis de hemorragia e edema alveolar; necrose e descamacgéo do
epitélio respiratério de vérios bronquiolos; e formagdo de trombos.
Uma das pacientes (gestante) apresentou, a histopatologia, achado
de inclusdo citomegalica. Conclusao: Os achados histopatoldgicos
pulmonares em pacientes com influenza H1N1 fatal revelaram dano
alveolar grave, com hemorragia alveolar e bronquiolite. Foi descrita
uma coinfeccdo com citomegalovirus em paciente gestante.

Descritores: Virus da influenza A subtipo H1N1; Pandemias; Unidades
de terapia intensiva

ABSTRACT

Objective: To analyze the histopathological lung findings of four fatal
cases of the 2009 H1N1 influenza pandemic and their correlation with
clinical and epidemiological characteristics. Methods: Descriptive
data from medical records of four patients who died in the Intensive

Care Unit of a university hospital in 2009. Nasopharyngeal aspirate
specimens were collected from the patients and were analyzed by
real-time polymerase chain reaction. Lung biopsy was performed
post mortem; a score of intensity for pathological changes was
applied. Results: Three patients had positive real-time polymerase
chain reaction (although all of them had a clinical diagnose of
influenza H1N1). The main histopathological changes were: exudative
diffuse alveolar damage with atelectasis; varying degrees of alveolar
hemorrhage and edema, necrosis and sloughing of the respiratory
epithelium in several bronchioli; and thrombus formation. One of the
patients (the pregnant one) presented histopathological findings of
cytomegalic inclusion. Conclusion: The pulmonary histopathological
findings in patients with fatal 2009 HIN1 influenza pandemic
disclosed intense alveolar damage and hemorrhage and severe
bronchiolitis. A co-infection with cytomegalovirus was described in
the pregnant patient.

Keywords: Influenza A virus, HIN1 subtype; Pandemics; Intensive
care units

INTRODUGAO

As pandemias de gripe sdo imprevisiveis e associadas
com alta morbidade e mortalidade, perturbagoes eco-
ndmicas e sociais”. O virus influenza tem alta capaci-
dade de mutacdo; a variacao antigénica, muitas vezes,
torna o virus irreconhecivel ao sistema imunolégico, € o
novo subtipo se faz uma ameaca, podendo causar uma
epidemia grave ou uma nova pandemia®.

Em 2009, uma nova cepa de influenza HIN1, com
uma combinacdo de segmentos génicos nao previamen-
te identificados em humanos ou animais, promoveu
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uma pandemia por influenza®. Inicialmente identifica-
da no México e Estados Unidos, ela se alastrou mun-
dialmente em poucas semanas, por meio de voos inter-
nacionais™>.

O Brasil foi particularmente atingido: mais de 45
mil pessoas foram infectadas no ano epidemioldgico de
2009, ocorrendo 2.051 6bitos. As regides brasileiras Sul
e Sudeste foram as mais intensamente afetadas®”. No
Parana, em 2009, em 11 Unidades de Terapia Intensiva
(UTI), em 6 cidades do Estado, no periodo de 45 dias,
foram admitidos 63 pacientes com diagndstico de
HI1N1, com alta mortalidade®. Em 2010, ainda ocorre-
ram 1.623 casos de gripe A (HIN1), segundo dados da
Secretaria de Satide do Parand®.

OBJETIVO

Descrever quatro casos fatais de influenza pandémica
HIN1 de 2009; comparar e correlacionar com as carac-
teristicas clinicas e epidemioldgicas.

METODOS

Estudo retrospectivo, sendo revisados os prontudrios
de quatro pacientes com diagndstico clinico de infec-
cao pelo virus HIN1, internados na UTI do Hospital
Universitario do Oeste do Parana (HUOP), na cidade
de Cascavel, em 2009, que foram a 6bito e submetidos
a biopsia pulmonar.

Coletaram-se os seguintes dados: género, idade, pro-
cedéncia, presenca ou ndo de comorbidades, evolucao
clinica, dados laboratoriais e pardmetros ventilatérios.

Os quatro pacientes eram do género feminino. Uma
paciente (paciente A) era portadora da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS); um caso, (paciente
B), apresentava historia de retardo no desenvolvimen-
to neuropsicomotor; havia uma gestante (paciente C)
com 34 semanas de idade gestacional, previamente sau-
davel; e uma paciente (paciente D) era portadora de
insuficiéncia cardiaca, hepatopatia e insuficiéncia renal
cronica. Todas as pacientes eram procedentes de cida-
des da regiao Oeste do Parana, proxima a fronteira com
Paraguai e Argentina.

As amostras de aspirado de nasofaringe foram ana-
lisadas no Laboratdrio Central do Estado em Curitiba
(PR), pelo método de reacao em cadeia da polimerase
em tempo real (RT-PCR). As amostras foram proces-
sadas empregando-se o kit SuperScript III"™ Platinum®
One-Step Quantitative RT-PCR System (Invitrogen,
Carlsbad, EUA).

As pacientes estudadas foram submetidos a bidpsia
pulmonar post-mortem. O material foi fixado em forma-
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lina tamponada a 10%. As amostras das biopsias foram
submetidas a analise histoldgica, incluidas em blocos
de parafina e, em seguida, coradas com hematoxilina-
-eosina, prata-metenamina de Grocott e Ziehl-Neelsen,
para identificacao de fungos e bacilos alcool-acido resis-
tentes (BAAR). Nao foi realizada cultura das amostras.

Histologicamente, os casos foram avaliados por se-
miquantificagao, atribuindo notas de 0 a 3 (0: ausente;
1: leve; 2: moderado; 3: intenso) para os seguintes pa-
rametros histologicos: tecido de granulagcio, membra-
na hialina, hemorragia alveolar; edema intra-alveolar,
inflamacao intersticial, efeito citopatico, perivasculite,
microtrombo, tromboembolismo, além de se procura-
rem evidéncias de bactérias, BAAR ou fungo (critério
adaptado de Mauad et al.09). Apéds atribuidas as no-
tas as cegas pelo patologista, realizou-se o somatorio,
obtendo-se um escore maximo de cada amostra. O pre-
sente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE).

RESULTADOS

A média de idade das pacientes foi de 35,5 anos (21 a
65 anos).

A retirada cirdrgica do material foi realizada
post-mortem em todas as pacientes. Os detalhes dos
achados da microscopia das quatro pacientes sio mos-
trados na tabela 1.

Os achados clinicos principais e sua incidéncia fo-
ram: febre e dispneia (presentes em 100%), mialgia
(50%), tosse (75%) e vomitos (25%). Nenhum caso

Tabela 1. Achados histopatoldgicos pulmonares. Cada item é pontuado de 0 (au-
sente) a 3 (intenso)

Paciente

Achado histopatolégico

Tecido de granulacéo

Membrana hialina

N w

Hemorragia alveolar
Edema intra-alveolar

Inflamagao intersticial

o w N o N N |o

Efeito citopatico

Perivasculite

Microtrombo

W W W O N W W w N

W W W o W

2 0
Total 19 23 14 10
BAAR ou fungos

Inclusdo citomegalica

Tromboembolismo

Negativo Negativo Negativo Negativo

Visualizada

BAAR: bacilos dlcool-4cido resistentes.
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apresentou diarreia. Todos os casos necessitaram de
ventilacdo mecanica. A insuficiéncia renal aguda se de-
senvolveu em dois casos, nao sendo necessaria dialise.
As trés pacientes que tiveram exame RT-PCR positi-
vo apresentaram diagnoéstico de sindrome da angustia
respiratoria aguda (SARA), que foi estabelecido pela
presenca de infiltrado pulmonar bilateral e pela relacao
pressao parcial arterial de oxigénio/fracao de oxigénio
no ar inspirado (PaO,/FiO,) =200.

Uma das pacientes que apresentou hemoptise (pa-
ciente A) tinha plaquetopenia desde a admissdo, en-
quanto outra (paciente C), que também teve essa com-
plicacao, era gestante e apresentava plaquetas normais.

Todos os casos receberam tratamento com oselta-
mivir por, no minimo cinco dias, em dose conforme
protocolo do Ministério da Sadde. Corticoterapia foi
prescrita para todas as pacientes, bem como drogas va-
soativas. A tabela 2 contém os dados clinico epidemio-
l6gicos das quatro pacientes.

Tabela 2. Aspectos clinico-epidemioldgicos e laboratoriais

Todas as pacientes apresentavam dano alveolar di-
fuso em graus variaveis. Ocorreu hemorragia alveolar
intensa em uma paciente, moderada em um caso e leve
em outro. Observou-se pneumonite em graus variaveis,
ocorrendo inflamagao intersticial moderada em uma
paciente e intensa em trés. Em duas pacientes, foi ob-
servada perivasculite intensa e, em duas pacientes, de
grau leve. A presenca de microtrombos e tromboem-
bolismo foi intensa em dois casos e moderada em um
caso. Nao foi evidenciado efeito citopatico nos casos es-
tudados e nao houve evidéncia de infeccao por BAAR
ou fungo (Tabela 1).

A paciente B apresentou grau intenso de hemorra-
gia e edema alveolar, sendo também a quem foi atri-
buido o maior escore e, clinicamente, teve a pior evolu-
¢ao respiratoria.

A figura 1 mostra aspectos encontrados na histopa-
tologia de uma das pacientes (paciente C). A histopa-
tologia dessa paciente (que tinha RT-PCR positivo) foi

Caracteristicas Pacientes

A B C D
|dade 35 anos 21 anos 21 anos 65 anos
Comorbidades
AIDS Sim Néo Néo Nao
Insuficiéncia cardiaca Nao Nao Nao Sim
Hepatopatia cronica (sem cirrose) Nao Nao Nao Sim
IRC n&o dialitica Nao Nao Nao Sim
Gestante Nao Nao Sim Nao
Exames laboratoriais a admissao
Leucacitos (células/mm?) 2.570 7.170 5.640 16.700
Linfécitos (%) 12 4 22 5
DHL (ULL) 2523 1.951 753 562
CPK(UL) 113 830 1.697 93
RT-PCR nasofaringe Positivo Positivo Positivo Negativo
Evolucdo clinica
Insuficiéncia respiratéria aguda + ventilagdo mecénica Sim Sim Sim Sim
SARA Sim Sim Sim Nao
Pior Pa0,/FiO, 91 Al 61 221
Maior PEEP 20 22 25 10
Insuficiéncia renal aguda Sim Sim Sim Nao
Uso de drogas vasoativas Sim Sim Sim Sim
Tratamento com oseltamivir Sim Sim Sim Sim
Tratamento com antibidticos Sim Sim Sim Sim
Corticoterapia Sim Sim Sim Sim
Tempo de inicio dos sintomas até o obito (dias) 15 16 17 10
Dias de internamento até o 6bito 8 10 10 10

IRC: insuficiéncia renal cronica; DHL: desidrogenase lactica; CPK: creatino fosfoquinase; RT-PCR: reagao em cadeia da polimerase em tempo real; SARA: sindrome da ang(stia respiratdria aguda; PaO,: press&o parcial arterial de oxigénio; FiO,:

fracdo de oxigénio no ar inspirado; PEEP: pressdo expiratria final positiva
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Figura 1. Achados histopatoldgicos pulmonares. (A) Pneumonite. (B)
Espessamento de septos/membrana hialina. (C) Trombo/émbolo vascular.
(D) Inclus@o citomegélica (seta)

compativel com associacao com infec¢ao por citome-
galovirus, sendo visualizada inclusao citomegélica em
epitélio bronquioloalveolar. As pacientes A e B apre-
sentaram intensa perivasculite e tromboembolismo.
Todos os casos apresentaram necrose e descamacgao do
epitélio respiratdrio de varios bronquiolos, poucos al-
véolos expandidos e o tecido pulmonar entre esses al-
véolos era constituido por alvéolos atelectasicos.

DISCUSSAO

Todos os casos relatados apresentaram insuficiéncia
respiratoria aguda grave relacionada a pandemia de
2009 pelo virus A/HIN1 e necessitaram de intubagao
orotraqueal e internamento em UTI.

Os pacientes eram do género feminino, e os trés ca-
sos confirmados laboratorialmente ocorreram em adul-
tos jovens. Em um estudo com 21 pacientes brasileiros
com influenza pandémica 2009 confirmada, a mediana
de idade encontrada foi de 34 anos. As comorbidades,
provavelmente, estao relacionadas a maior gravidade e
pior evolucao dos casos. Em um estudo realizado nos
Estados Unidos em 2009, com coleta de dados de pron-
tuérios de 272 pacientes com diagndstico confirmado de
HIN1, 73% tinham pelo menos uma comorbidade®!.

Entre as pacientes estudadas, nenhuma era obesa,
diferente do observado em estudo de coorte realizado
na Australia e na Nova Zelandia, em UTIs, também em
2009. Dos 722 pacientes estudados, 601 tinham dados
disponiveis sobre seu peso, sendo que 28,5% tinham
indice de massa corporal >35, enquanto que, na
California, dos 268 pacientes hospitalizados cuja massa
corpérea era conhecida, 58% eram obesos'?.

Todas as pacientes deste estudo apresentaram fe-
bre, dispneia e insuficiéncia respiratdria aguda grave,
necessitando de ventilacdo mecanica. A mialgia ocor-
reu em duas das pacientes e vOmitos, em uma. Nenhu-
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ma paciente teve diarreia. Na epidemia do México,
tosse, febre e dispneia foram os sinais clinicos predomi-
nantes¥, enquanto que, em estudo nos Estados Unidos
com 642 pacientes, a dispneia nao foi relatada, em 94%
casos houve febre e, em 92%, houve tosse. No entanto,
nesse estudo, nem todos os pacientes avaliados foram
hospitalizadas. A evolugao fatal, nos presentes casos
estudados, pode ser explicada pelos fatores de risco
para pior progndstico presentes na amostra, como ges-
tacdo e imunossupressao (paciente com AIDS).

Em relacdo as alteracoes laboratoriais (Tabela 2),
a linfopenia foi detectada em todas as pacientes diag-
nosticadas como portadores da influenza pandémica
HIN1 de 2009, e plaquetopenia foi evidenciada na
paciente do caso A, provavelmente relacionada ao
diagndstico de AIDS. Houve aumento significativo de
desidrogenase lactica (DHL) nos trés casos confirma-
dos e de creatino fosfoquinase (CPK) em dois casos.
No caso B, niveis acima de 1.000U/l de DHL foram de-
tectados, sendo este o caso mais grave histologicamen-
te e de pior evolucdo respiratdria comparativamente,
refletindo o maior grau de lesao pulmonar. No caso A,
a paciente era portadora de AIDS, apresentava insu-
ficiéncia respiratodria grave e suspeita clinica de pneu-
mocistose associada a infeccao pelo virus HIN1, o que
poderia explicar o consideravel aumento na dosagem
de DHL. Elevacao dos niveis de CPK que atingiu ni-
veis acima de 1.000U/1 foi encontrada na gestante. Al-
tos niveis de CPK, DHL e linfopenia também foram
evidenciados em estudo retrospectivo no México em
pacientes com insuficiéncia respiratdria por influenza
A HINIT de 200909,

Em relagao aos achados histopatoldgicos, os casos
confirmados tiveram hemorragia alveolar em graus va-
riaveis, dano alveolar difuso e edema alveolar, seme-
lhante a pandemias prévias de influenza®. A paciente
do caso B apresentou a pior evolucio respiratoria, ten-
do o maior escore de alteracoes histoldgicas analisadas,
além de desenvolver SARA (alids, o que ocorreu com
todas as trés pacientes confirmados do estudo). Ela
também necessitou de posi¢ao prona em duas ocasioes,
fato que pode estar associado a hemorragia e ao edema
alveolar intensos observados na bidpsia dessa paciente.
Para a resolucao da SARA, alguns mecanismos devem
permanecer ativos, como a reabsor¢ao do fluido do ede-
ma pulmonar a partir do espaco alveolar. Em pacientes
com lesdo pulmonar aguda, parece haver diminuicao
na capacidade da barreira epitelial alveolar de remo-
ver liquidos"®. Estudos demonstram que a deficiéncia
alveolar em transportar fluidos tem relacao direta com
a gravidade de apresentacao clinica dos pacientes com
SARAU718) Observou-se, em camundongos infectados
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pelo virus influenza A, que o virus promove bloqueio
do clearance de fluido alveolar, comprometendo dire-
tamente as trocas gasosas!®. A prevaléncia de infeccao
pelo virus pandémico HIN1 na gestacao descrita na li-
teratura esta em torno de 7 a 9%,

A paciente gestante (paciente C) apresentava acha-
dos morfolégicos compativeis com citomegalovirus em
epitélio bronquioloalveolar, infeccdo concomitante ao
HINI1, o que pode ter contribuido a inflamagao in-
tersticial intensa detectada neste caso. E complicagio
incomum o relato de infeccao por citomegalovirus cau-
sando pneumonite; porém esse virus pode ser frequen-
temente isolado do lavado broncoalveolar de pacientes
gravemente imunodeprimidos, ndo necessariamente
causando pneumonia. O diagndstico de pneumonia por
citomegalovirus baseia-se na visualizagao direta de in-
clusdo citomegalica e seu efeito citopatico no tecido
pulmonar®. Nao foi encontrada, na literatura, descri-
cao semelhante a deste caso de coinfecgao entre virus
pandémico HINI1 e citomegalovirose. Relata-se que a
maioria das gestantes ja foi previamente exposta a cito-
megalovirose; entretanto, cerca de 15% sao suscetiveis a
primo-infec¢ao na gestagao®2Y, Houve, nesta paciente,
evidéncia na lamina de microtrombro e tromboembolis-
mo moderado (segundo o escore supracitado), poden-
do estar relacionado ao estado de hipercoagulabilidade
da gestacdo, mas, também, ao préprio virus HIN1 de
2009, como relatado pelo Departamento de Patologia
da Universidade de Sao Paulo (USP)(1%2.

A paciente A, portadora de AIDS, apresentou in-
tensa perivasculite e tromboembolismo, que pode estar
relacionado ao derrame pleural extenso (por alteracao
da pressao hidrostdtica), necessitando de drenagem
torécica fechada. Além disso, apresentou intensa infla-
macao intersticial, assim como a paciente do caso C,
com suspeita de coinfeccao por citomegalovirus. No
entanto, no caso da paciente A, pode ter sido decorren-
te da suspeita clinica de pneumocistose concomitante,
apesar da pesquisa de Pneumocystis jirovecii ter sido ne-
gativa na amostra de secrecdo traqueal analisada e do
P, jirovecii nao ter sido visualizado nas laminas de biop-
sia disponivelis.

A paciente do caso D teve resultado de PCR negati-
vo para HIN1 no aspirado de nasofaringe e orofaringe;
entretanto, nao foi realizada coleta do trato respirato-
rio inferior, que poderia, segundo evidéncias da litera-
tura, fornecer maior seguranca no diagndstico®. Até
10% dos casos de influenza HIN1 grave (admitidos em
UTTI) com RT-PCR positivo na secrecio traqueal apre-
sentaram exame negativo na secre¢ao de oro/nasofa-
ringe®). Apesar dessa consideracdo, a evolucao clinica
dessa paciente diferiu da dos outros casos. Ela apresen-
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tou leucocitose durante toda a internacao; evoluiu com
insuficiéncia respiratoria aguda, porém s6 necessitou
intubacao orotraqueal no 3° dia em UTI, além de nao
evoluir com SARA (as outras pacientes necessitaram
ventilacdo mecanica imediatamente antes a admissao
na UTI). Os pacientes de UTI com RT-PCR positivo
apresentam pior desfecho clinico do que aqueles com
resultado negativo®. Portanto, seria possivel pressupor
que o quadro de influenza HIN1, nesta paciente (mais
idosa e com comorbidades cronicas), poderia nao ter
sido tao intenso, porém o desfecho foi desfavoravel
pela idade e pelas comorbidades. A alteragao histologi-
ca pulmonar predominante da paciente D foi inflamacao
intersticial intensa, que € inespecifica, sendo que a he-
morragia alveolar e a formacio de trombos presentes,
nas pacientes com exame positivo, estavam ausentes
neste caso. A paciente do caso B teve o pior escore his-
tologico, mas nao apresentava nenhuma comorbidade
identificada que pudesse justificar tal evolucado; talvez
possa ter ocorrido mutagao no virus infectante desta
paciente, que o tornou mais virulento e capaz de pro-
mover as alteracgoes histologicas observadas com maior
intensidade.

Este artigo apresenta limitacoes, incluindo o fato de
ser retrospectivo. Ndo foram realizadas culturas para
bactérias das amostras respiratorias das pacientes, de-
vido a problemas técnicos do laboratdrio. Também nao
foi realizada cultura das amostras das bidpsias pulmo-
nares, pois o material estava preparado com formol. O
caso com provavel associacdo de coinfec¢ao por cito-
megalovirus ndo teve exames laboratoriais de confirma-
¢ao, uma vez que nao havia suspeita clinica quando do
manejo da paciente.

CONCLUSAO

Os quatro casos fatais de influenza pandémica HIN1,
com histopatologia pulmonar, revelaram como prin-
cipais achados o dano alveolar difuso exsudativo, com
atelectasia de alvéolos; graus variaveis de hemorragia e
edema alveolar; necrose e descamacgao do epitélio dos
bronquiolos; e formacdo de trombos. Também foi des-
crita uma rara coinfeccao com citomegalovirus em uma
das pacientes.
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