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RESUMO

O presente trabalho aborda como questdo central o desfecho das
gestacdes expostas ao virus Influenza A (H1IN1) e, consequentemente, ao seu
tratamento com o farmaco oseltamivir durante a pandemia do ano 2009.

O virus influenza A H1N1 é produto de varios rearranjos genéticos entre
cepas dos virus influenza previamente circulantes, alguns destes exclusivos de
suinos ou de aves, e que se tornaram capazes de infectar humanos. A epidemia
de influenza A (H1N1) teve inicio no México, e expandiu-se rapidamente para
paises do mundo inteiro, sendo declarada pandemia pela Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), aproximadamente dois meses apds o aparecimento dos primeiros
casos.

As gestantes sdo consideradas um grupo de risco para complicagdes
graves relacionadas ao virus influenza H1N1, com grande morbidade e
mortalidade observadas em epidemias anteriores do virus Influenza. Quanto aos
efeitos sobre o embrido-feto, os estudos a respeito do potencial teratogénico do
virus influenza ainda sao limitados. A literatura ndo demonstrou, até o momento,
efeitos adversos desse virus sobre o embrido-feto.

O tratamento especifico consiste no uso de inibidores da neuraminidase,
zanamivir e oseltamivir, dos quais apenas o ultimo esta disponivel no Brasil.

O objetivo geral da tese é avaliar as gestagdes expostas ao virus H1N1 e
submetidas ao tratamento com Fosfato de Oseltamivir. Os objetivos especificos
sdo comparar gestantes expostas e nado-expostas ao virus Influenza A H1N1
quanto aos desfechos maternos e perinatais; avaliar os potenciais efeitos
adversos da medicagcdo em gestantes expostas ao oseltamivir; e avaliar a saude e
o desenvolvimento neuropsicomotor das criangas expostas durante a gravidez ao
oseltamivir.

Foi realizado um estudo de coorte prospectivo nao controlado que avaliou
gestantes com exposicdo ao virus H1N1 e ao tratamento com Fosfato de

Oseltamivir. A amostra consistiu nas 589 gestantes com sintomas suspeitos de
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Influenza A notificadas no Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagédo -
Influenza (SINAN-Influenza banco de dados do estado do Rio Grande do Sul). Os
seguimentos de 424 gestantes foram realizados por contato telefénico, visita
domiciliar, dados de prontuario médico ou Declaracido de Nascido Vivo, por uma
equipe treinada.

. Foram obtidos 243 resultados de exames de PCR (polymerase chain
reaction). Houve 163 (67%) casos confirmados de H1N1 e 80 (33%) Influenza
ndao-H1N1. Houve 24 &bitos maternos, sendo 18 em H1N1. Houve 8 natimortos,
sendo 5 filhos de gestantes expostas ao H1N1. N&o houve diferenga nos
desfechos perinatais. Apenas um caso de malformagcéo congénita (fenda
palatina) foi observado em um bebe ndo exposto ao oseltamivir.

Uso de oseltamivir foi identificado em 221 pacientes. Dessas, 86 gestantes
apresentaram PCR positivo para Influenza A (H1N1) e 51 estavam no grupo nao-
H1N1. Reagbes adversas foram relatadas em 92 (42%) gestantes. Houve um
maior numero de reacdes adversas relatadas em pacientes ndo-H1N1 apds o uso
do oseltamivir. Ocorreram menos 6bitos maternos (7,2%) nas que receberam
oseltamivir comparativamente a 34,7% das mulheres que n&o foram tratadas (OR:
0,14, 1C95%: 0,04-0,42, p=0,0003). Da mesma forma a frequéncia de natimortos
foi menor (2,2%) nas tratadas, em comparacado a 13,0% das nao tratadas (OR:
0,15, 1C95%: 0,03-0,89, p=0,03).

Atrasos afetando dois ou mais marcos do desenvolvimento foram relatados
em 10 (19,2%) de 52 criangas expostas ao oseltamivir durante o periodo
gestacional e seguidas por no minimo 36 meses. Essa frequéncia esta acima do
esperado para a populagao brasileira (15%).

Em conclusdo, espera-se que o presente trabalho seja capaz de
contribuir para um melhor entendimento a respeito do potencial teratogénico do
virus Influenza A (H1N1) e de seu tratamento com o farmaco oseltamivir. Estudos
futuros serdo decisivos no estabelecimento de condutas clinicas no que diz
respeito ao tratamento e manejo geral dessa condigdo nesse grupo especifico de

pacientes.
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ABSTRACT

The present investigation approaches as central issue the outcomes of
pregnancies exposed to the Influenza A (H1N1) virus and, consequently, to its
treatment with the drug oseltamivir during the pandemic in the year 2009.

The Influenza A H1IN1 virus is the product of multiple genetic
rearrangements among strains of influenza that had previously been circulating.
Some of these were unique to swine and birds and became capable of infecting
humans. The influenza A (H1N1) epidemic began in Mexico and rapidly spread to
other countries around the world and was declared a pandemic by the World
Health Organization (WHO) approximately two months after the first cases
appeared.

Pregnant women are considered to be a group at risk of serious
complications related to the H1N1 influenza virus, with high morbidity and mortality
observed in previous Influenza virus epidemics. As for effects on the embryo/fetus,
there are still few studies on the teratogenic potential of the influenza virus. The
literature has not demonstrated, so far, adverse effects of this virus on the
embryo/fetus.

The specific treatment is the use of the neuraminidase inhibitors, zanamivir
and oseltamivir, of which only the latter is available in Brazil.

The general aim of this work is to evaluate pregnancies exposed to the
Influenza A (H1N1) virus and submitted to treatment with Oseltamivir Phosphate.
Specific objectives are to compare pregnant women exposed and not exposed to
the Influenza A H1N1 virus as on maternal and perinatal outcomes; evaluate
potential adverse effects of medication in pregnant women exposed to oseltamivir;
and evaluate the health and neurodevelopment in children exposed during
pregnancy to oseltamivir.

We performed an uncontrolled prospective cohort study that evaluated
pregnancies with exposure to the H1N1 Influenza virus and its treatment with

Oseltamivir Phosphate. The sample consisted of 589 pregnant women with
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suspected symptoms of Influenza A who were reported in the Information System
for Notifiable Diseases - Influenza (SINAN-Influenza, Rio Grande do Sul
Database). Follow-up of 424 pregnancies was conducted via telephone, home
visit, medical records or Live Birth Certificate, by a trained team.

PCR (polymerase chain reaction) was performed in 243 individuals. There
were 163 (67%) confirmed cases of HIN1 and 80 (33%) non-H1N1 Influenza
virus. There were twenty-four maternal deaths, 18 of these were H1N1+ patients.
Eight stillbirths were reported, five of these were for HIN1+ pregnant women.
There were no differences in perinatal outcomes. Only one cleft palate was
reported in a newborn whose mother did not use oseltamivir.

Use of oseltamivir phosphate was identified in 221 patients. Of this, there
were 86 confirmed cases of Influenza A (H1N1) and 51 non-H1N1 Influenza virus.
Adverse reactions were reported in 92 (42%) pregnancies. There were a higher
number of adverse effects reported in non-H1N1 patients after the use of
oseltamivir. There were fewer maternal deaths (7.2%) in those who received
oseltamivir compared to 34.7% of women who were not treated (OR: 0.14, C195%:
0.04-0.42, p=0.0003). Similarly, the frequency of stillbirth was lower (2.2%) in
treated as compared to 13.0% of the untreated women (OR: 0.15, CI95%: 0.03-
0.89, p=0.03).

Developmental delay in two or more skills was reported in 10 (19.2%) of 52
children exposed prenatally to oseltamivir and followed for at least 36 months. This
rate is above of expected for the Brazilian population (15%).

In conclusion, it is expected that this work can contribute to a better
understanding towards the potential teratogenic effect of Influenza A (H1N1) virus
and its treatment with oseltamivir. Future studies will be decisive to the
establishment of clinical practices about treatment and general management of
this condition in this specific group of patients.
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1. INTRODUGAO

O surgimento de um novo subtipo do virus influenza no final de margo de
2009, chamou a atencdo da comunidade médica internacional, da midia e da
populagcdo em geral. A epidemia de influenza A (H1N1) teve inicio no México, e
expandiu-se rapidamente para paises do mundo inteiro (Morbidity and Mortality
Weekly Report - MMWR, 2009a; World Health Organization - WHO, 2009a),
sendo declarada pandemia pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
aproximadamente dois meses apos o aparecimento dos primeiros casos (WHO,
2009b). No Brasil, foi declarada transmissao sustentada em meados de julho de
2009. Até a primeira semana de agosto de 2009, foram notificados no Brasil 1586
casos de Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG) devido ao novo virus, com
confirmagéo laboratorial, dos quais 192 (12%) evoluiram para o6bito. No Rio
Grande do Sul, foram confirmados 204 casos somente na 312 semana
epidemioldgica de 2009, com uma letalidade de 23% e mortalidade de 0,4 por 100
mil habitantes (Ministério da Saude, 2009). O unico tratamento especifico
conhecido, respaldado por evidéncias recentes, € o uso de inibidores da
neuraminidase, zanamivir e oseltamivir, dos quais apenas o ultimo esta disponivel
no Brasil.

As gestantes sdo consideradas um grupo de risco para complicagdes
graves relacionadas ao virus influenza H1N1. Os estudos a respeito das
consequéncias para a gestagcdo e para o feto, tanto da gripe quanto do seu

tratamento ou vacinagao ainda sao pouco conhecidos.

1.1. O Virus Influenza e a Pandemia

Influenza é o paradigma de uma doenca viral na qual a evolugéao
continuada do virus é de fundamental importancia para as epidemias anuais e
pandemias ocasionais da doengca em humanos.

Essa evolugdo continuada € mais proeminente nas glicoproteinas de
superficie do virus Influenza, mas também ocorre em cada um dos oito
segmentos de gene que existem no virus Influenza A e B. A variabilidade resulta

do acumulo de alteragdes moleculares nos oito segmentos de RNA que podem
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ocorrer por diferentes mecanismos incluindo: a) mutagdes de ponto; b) rearranjo
génico; c) particulas interferentes defeituosas; e d) recombinagdo do RNA. Cada
um desses mecanismos pode contribuir para a evolugao do virus Influenza
(Webster et al., 1992).

Os passaros aquaticos sao os reservatorios naturais de todos os subtipos
de virus influenza, mas alguns subtipos foram estabelecidos em outras espécies,
como € o caso do H1 e H3 em suinos ou do H3 e H7 em equinos (Webster et al.,
1992).

As pandemias por influenza podem ocorrer ao haver um rearranjo entre as
glicoproteinas de algum destes subtipos com um virus humano preexistente, ou
por mutagdes que possibilitem uma transmisséo entre humanos (Taubenberger et
al., 2001). Tem sido proposto que 0s suinos podem agir como um hospedeiro
intermediario nos quais tais modificagbes supostamente ocorreram (Scholtissek et
al., 1998).

1.1.1. Componentes do Virion

O conhecimento a respeito da biologia molecular dos virus Influenza foi
extensamente revisada por Lamb (1989), Webster et. al (1992) e Medina &
Garcia-Sastre (2011) e essa segao apresenta essa revisdo de forma sumarizada.

Os virus Influenza A sdo membros da familia Orthomyxoviridae. Sao
diferenciados dos tipos Influenza B e C na base da identidade dos antigenos
proteicos internos maiores, as proteinas nucleoproteina (NP) e matriz (M1).

O virion consiste em uma bicamada lipidica de onde partem espiculas de
glicoproteina de aproximadamente 16nm de comprimento que podem ser de dois
tipos: hemaglutinina, predominante, e neuraminidase, que ocorre em alguns
fragmentos. Dentro do envelope lipidico estdo oito segmentos de RNA de cadeia
simples, cada um codificando uma ou duas proteinas.

Os oito segmentos de RNA do virus Influenza A codificam 10 produtos
génicos reconhecidos:

Polimerase PB2: é codificada pelo segmento 1 de RNA, a forma de RNA

de migracdo mais lenta na eletroforese em gel. E um membro do complexo de
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proteinas que fornece o RNA viral — dependente da atividade da RNA polimerase.
Funciona durante a transcrigéo inicial do mRNA viral.

Polimerase PB1: é codificada pelo segmento 2 de RNA; funciona no
complexo de polimerase de RNA como a proteina responsavel pelo alongamento
do mRNA viral nascente e também como proteina de alongamento para o molde
de RNA e sintese de VRNA. A proteina PB1 localiza-se no nucleo das células
infectadas.

Polimerase PA: é codificada pelo segmento 3 de RNA. Também fica
localizada no nucleo das células infectadas e € um membro do RNA- dependente
do complexo de RNA polimerase junto com PB1 e PB2, mas o seu papel na
sintese do RNA viral permanece desconhecido.

Hemaglutinina (HA): € uma proteina de membrana integral e o maior
antigeno de superficie do virion do Influenza virus. E responsavel pela ligacdo dos
virions nos receptores das células hospedeiras e pela fusdo entre o envelope do
virion e a célula hospedeira. HA é codificada pelo segmento 4 de RNA. Ela sofre
trés tipos de processos pods-traducionais: clivagem proteolitica, glicosilagéo e
acilagao de acidos graxos. A HA sintetizada é clivada para remover a sequéncia
hidrofébica amino-terminal de 14 a 18 aminoacidos, os quais sao a sequéncia
sinalizadora para o transporte para a membrana celular. Cadeias laterais de
carboidrato sao adicionadas em numero e posicdo que variam conforme a cepa
viral. O acido palmitico € adicionado no residuo cisteina proximo ao terminal
carboxil da HA. A etapa final do processo é a clivagem da HA em duas
subunidades, HA1 e HA2 (HA nao clivada é chamada HAO) conectadas por
ligacdes dissulfeto. Esta clivagem é acompanhada pela produgcédo de proteases
tipo tripsina pelo hospedeiro e € necessario para infectividade ja que a fusdo da
célula viral é mediada pelo amino terminal livre da HA2. A HA totalmente
processada consiste, entdo, de uma HA1 de aproximadamente 324 aminoacidos
mais carboidratos variaveis, e de uma HA2 de aproximadamente 222 aminoacidos
mais carboidratos variavais mais trés residuos palmitato.

As moléculas de HA formam homotrimeros durante a maturagdo. A
estrutura tridimensional de um trimero completo de HA ja foi determinada. Cada

molécula de HA consiste de uma cabecga globular em uma haste. A cabecga é
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formada exclusivamente de HA1 e contém a cavidade de ligagédo ao receptor bem
como a maioria dos sitios antigénicos da molécula. A haste consiste de toda a
HA2 e parte da HA1. A regiao carboxi-terminal da HA2 contém a sequéncia
transmembrana hidrofébica e a sequéncia ancora citoplasmatica terminal onde o
palmitato € anexado.

Devido a atividade da polimerase RNA viral propensa a erros, a HA do
Influenza virus estd sujeita a uma alta taxa de mutagdes, estimada em
aproximadamente uma substituicdo de base no gene HA por geragao de virus. A
selegcdo pelas substituigbes de aminoacidos € dirigida, ao menos em parte, pela
pressdo imune, ja que a HA é o alvo principal da resposta imune do hospedeiro.
Embora os aminoacidos que constituem o sitio de ligagao ao receptor, bem como
os residuos de cisteina e a maioria dos residuos de prolina, sejam altamente
conservados, o restante da molécula de HA é altamente mutavel. Na natureza
estdo presentes 16 reconhecidos subtipos de HA (chamados H1, H2, etc.), os
quais diferem em pelo menos 30% da sequéncia de aminoacidos da HA1 e os
quais sao sorologicamente sem reagao cruzada. Os subtipos podem incluir
diversas cepas variantes que apresentam reacg&o sorologica cruzada parcial.

Nucleoproteina (NP): é codificada pelo segmento 5 de RNA. E
transportada para dentro do nucleo da célula infectada onde liga o RNA viral.
Além desse papel estrutural, acredita-se que a NP desempenhe um papel na
mudanca da atividade da RNA polimerase viral de sintese de mRNA para sintese
de cRNA e VRNA. A NP é abundantemente sintetizada nas células infectadas e é
a segunda proteina mais abundante no virion do Influenza virus. Ela é fosforilada;
o padrao de fosforilacdo €& dependente da célula hospedeira e pode estar
relacionada a restricdo viral a uma variedade de hospedeiros. A NP é também um
alvo principal da resposta imune citotoxica de células T do hospedeiro.

Neuraminidase (NA): codificada pelo segmento 6 de RNA, é também uma
glicoproteina integral de membrana e o segundo maior antigeno de superficie do
virion. A NA cliva o &acido sidlico terminal das glicoproteinas ou glicolipidios.
Assim, ela funciona para livrar particulas de virus dos receptores das células
hospedeiras, para permitir aos virions descendentes escapar das células das

quais se originam e entao facilitar a propagacao viral.
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A NA é glicosilada e possui uma sequéncia hidrofébica amino-terminal que
funciona tanto como um sinal para transporte a membrana celular e como um
dominio transmembrana. A distribuicdo da NA nao tem sido conclusivamente
esclarecida; mas experimentos imunoldgicos sugerem que os tetrdmeros de NA
nao estio distribuidos sobre todo o envelope do virion, como a HA, mas
agregados em alguns trechos.

Assim como a HA, a NA ¢é altamente mutavel com selecdo variante
parcialmente em resposta a pressdo imune do hospedeiro. Nove subtipos de NA
(chamados N1, N2, etc.) tem sido identificados na natureza; eles ndo tém reacao
cruzada soroldgica. Diferentes variantes de diversos subtipos sdo conhecidos.

Proteina M1: o segmento 7 de RNA do Influenza virus codifica as
proteinas M1 e M2. A M1 é a proteina mais abundante no virion Influenza. Na
célula infectada esta presente tanto no citoplasma quanto no nucleo. Nao
apresenta atividade enzimatica conhecida, embora tenha sido especulado um
importante papel no inicio da montagem dos produtos virais.

Proteina M2: ¢é derivada do transcrito colinear (M1) por splicing. M2 &€ uma
proteina integral de membrana, cujo dominio que abrange a membrana também
serve como um sinalizador de transporte a superficie celular. Esta presente como
um tetrémero em grande quantidade na superficie da célula infectada, e uma
pequena quantidade é encontrada no virion. Acredita-se que sua agao seja como
um canal de protons para controlar o pH do Golgi durante a sintese de HA e
permitir acidificacdo no interior do virion durante o desencapsulamento viral.

Proteinas nao estruturais NS1 e NS2: o segmento 8 de RNA codifica
essas duas proteinas nao estruturais. O mRNA da NS1 é colinear com o VRNA,
enquanto o MRNA da NS2 ¢é derivado por splicing. Essas proteinas,
particularmente NS1, sdo abundantes na célula infectada (NS1 primariamente no
nucleo, e NS2 no citoplasma), mas n&o sao incorporadas nos virions
descendentes. Ambas as proteinas apresentam um papel ainda ndo bem definido
na replicacao viral.

Os componentes do virion do virus Influenza estdo representados na

Figura 1.
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NA

Figura 1: Componentes do virion do virus Influenza. Diagrama do virion —
as pontas de glicoproteinas tém aproximadamente 16nm de comprimento e séo
de dois tipos: a hemaglutinina (HA), predominante, e a neuraminidase (NA), que
ocorre em ilhas. Dentro da bicamada lipidica estdo os oito segmentos de RNA fita
simples e cada um codifica uma (ou duas) proteinas.

Adaptado de Webster et al., 1992.

1.1.2. Ciclo de Replicagao do Virus Influenza

Uma particula do virus Influenza com HA ativada por clivagem liga-se as
células pela interagcéo entre o sitio da HA que se liga ao receptor e o acido sialico
terminal do glicolipidio ou glicoproteina da superficie celular do receptor. As
proteinas HA preferencialmente reconhecem o acido sialico ligado a galactose por
uma ligacédo a2,6 (Siaa2,6Gal) que é predominante nas células epiteliais no trato
respiratorio superior humano. Em contraste, proteinas HA de virus aviarios
preferencialmente ligam-se a Siaa2,3Gal, que é predominantemente encontrada
nas células epiteliais do intestino de patos (onde o virus influenza aviario replica-
se). Essas diferencas na especificidade do receptor de HA sdo um determinante

critico da variedade de hospedeiros para o Influenza virus (Matsuoka et al., 2013).
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ApOs a ligagado, o virion anexado € endocitado pela célula. O pH baixo da
vesicula endocitica induz uma alteragdo conformacional na HA clivada que facilita
a insercdo dos amino terminais livres hidrofébicos da HA2 para dentro da
membrana vesicular, iniciando a fusdo das membranas vesiculares e virais. A
fusao libera os conteudos do virion dentro do citoplasma da célula.

Os nucleocapsideos do virus migram para dentro do nucleo da célula
hospedeira e seus complexos de polimerase associados iniciam a transcricao
primaria do mRNA. Os transcritos primarios sdo usados para traducdo de
proteinas virais, as quais no estagio inicial da infecgcdo sdo predominantemente
NP e NS1. A traducdo dos mRNAs do hospedeiro € bloqueada. As recém
sintetizadas NP e NS1 migram ao nucleo. Acredita-se que a concentragéo
aumentada de NP livre inicia o desvio da sintese de mMRNA para sintese de cRNA
e VRNA pelo genoma viral infectante. Os novos VRNA sintetizados sé&o
encapsulados em NP dentro do nucleo e funcionam como modelos para
transcricdo secundaria de mRNAs virais. Na continuidade da infeccdo, os
principais produtos traduzidos sao as proteinas M1, HA e NA. As proteinas HA e
NA sdo processadas pos-traducionalmente e transportadas a superficie celular,
onde sao integradas na membrana celular.

Evidéncias sugerem que o acumulo de proteina M1 no nucleo é associado
com a migracao de nucleocapsideos para fora do nucleo para montagem de
particulas virais descendentes no citoplasma. Geralmente, um centro viral de
nucleocapsideos torna-se envolto em uma concha de proteina M1 e brota para
fora através da membrana celular, cercando a si mesmo dentro de uma bolha de
membrana como o seu préprio envelope, completo com as glicoproteinas de
superficie viral. Interacdes entre M1 e os dominios citoplasmaticos de HA, NA ou
M2 tem sido propostos como sinais para o brotamento. A atividade da NA dos
virions descendentes libera-os para a célula hospedeira (Medina & Garcia-Sastre,
2011; Matsuoka et al., 2013 ).

A etapa final na maturacéo viral é extracelular; esta é a clivagem de HAOQ
em HA1 e HA2 pelas proteases do hospedeiro. A HA clivada é relativamente
instavel em pH baixo; entdo, com os virus Influenza aviarios, que sao transmitidos

primariamente por via fecal-oral, a clivagem provavelmente ocorre apds os virions
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excretados ter entrado em seu novo hospedeiro e ultrapassado o estdbmago. As
HAs dos virus Influenza aviarios altamente virulentos sao provavelmente clivados
intracelularmente. As HAs dos virus Influenza de mamiferos sdo provavelmente
clivados por proteases extracelulares do trato respiratério tanto no original quanto

no novo hospedeiro.

1.1.3. Pandemias de Influenza

Ao longo do século XX, houve quatro grandes pandemias de Influenza: a
pandemia de 1918-1919, conhecida como gripe espanhola, provocada pelo virus
influenza A subtipo H1N1, com estimativa do numero de mortes acima de vinte
milhdes de pessoas; a pandemia de 1957-1958, conhecida como gripe asiatica,
causada pelo virus influenza A subtipo H2N2; a pandemia de 1968, conhecida
como gripe de Hong Kong, provocada pelo virus influenza A subtipo H3N2; e a
pandemia de 1977, conhecida como gripe russa, provocada também pelo virus
influenza A subtipo H1N1 (Kilbourne, 2006).

Quando um virus influenza A subtipo H5N1 de origem aviaria comegou a
comprometer pessoas em paises asiaticos no ano de 2003, acreditou-se que este
seria 0 agente da nova pandemia. No entanto, o virus limitou-se a ser transmitido
de aves para humanos e n&o foi descrita nenhuma transmisséo inter-humana
(Kilbourne, 2006; Medina & Garcia-Sastre, 2011).

As caracteristicas das pandemias de Influenza ocorridas no século XX

estao apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1: pandemias de Influenza ocorridas no século XX.

Pandemia Gripe Gripe Gripe de Gripe Russa
espanhola asiatica Hong Kong
Cepa do virus A (H1N1) A (H2N2) A (H3N2) A (H1N1)
Influenza
Ano 1918-1919 1957-1958 1968-1969 1977
N&o conhecida China China China

Origem provavel (primeiros casos

na Europa e
EUA)
Mortes estimadas 20-40 milhdes 1 milh&o 1-4 milhdes N&o
globalmente conhecido

Adaptado de Kilbourne et al., 2006.

1.1.4. Sistema de Classificagao de Infecgoes

A OMS desenvolveu um sistema de classificacdo das infec¢gdes de carater
epidémico em fases sequenciais, sendo que nem todas as infecgdes evoluem
para todas as fases (Tabela 2).

A Fase 1 de alerta pandémico é definida pela existéncia de um virus de
circulagao predominante entre os animais, sem registro de causar infeccdo em
humanos. Na Fase 2, é referida a infeccdo em humanos por um virus circulante
entre animais domésticos ou selvagens, sendo entdo considerada como uma
cepa potencialmente pandémica. Na Fase 3, um virus Influenza animal ou
recombinante animal/lhumano, desencadeia casos esporadicos ou pequenos
surtos da doenga em humanos, mas sem haver transmissdo comunitaria. A Fase
4 ¢ caracterizada pela transmissdo de humanos para humanos de um virus
animal ou recombinante animal/humano capaz de provocar a transmissao
sustentada na comunidade. Essa habilidade denota um significativo aumento no
risco de ocorréncia de uma pandemia, mas ainda n&o significa que haja uma
pandemia. A Fase 5 é caracterizada pela transmiss&o entre humanos difundida
em pelo menos dois paises. A declaragcao dessa fase € um forte indicio de que

uma pandemia é eminente e que o0 tempo para organizar, comunicar e
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implementar as medidas de um plano de mitigacéo € curto. A ultima fase, a Fase
6, € caracterizada pela transmissdo comunitaria em mais de dois paises de
diferentes regides mundiais. A designacdo desta fase irda indicar que uma
pandemia global esta prestes a ocorrer. Quando a atividade pandémica comecar
a decrescer em relacdo aos niveis mundiais, é definido o Periodo Pds-Pico.
Entretanto, é incerto que novas ondas poderao ocorrer, e, portanto, os paises
deverao preparar-se para a possibilidade de uma segunda onda pandémica, cuja
gravidade ndo pode ser prevista em relagdo ao primeiro episodio. O término da
pandemia é designado como Periodo Pés-Pandémico. A partir deste momento, os
niveis de atividade da doenca influenza retornam aos observados na influenza

sazonal (Sullivan et al, 2010).

Tabela 2: Fases de alerta e risco de pandemia.

Fase de Alerta Definigcao Previsao de
Pandemia
1 Auséncia de doenca no ser humano por Incerta

virus que circula entre animais.

2 Doenca no ser humano provocada por Incerta
virus Influenza que circula em animais
selvagens ou domésticos, capaz de
provocar pandemia.

3 Doenca esporadica ou em pequenos Incerta
surtos, sem evidéncia de transmissao
inter-humana suficiente para manter
surtos, risco potencial de pandemia.

4 Pequeno (s) foco (s) de transmissao inter- Média
humana com localizagdo limitada, com
risco potencial de provocar pandemia.

5 Maior expansdo inter-humana, restrita a Alta
dois ou mais paises de uma regido do

planeta, com risco de provocar pandemia.
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Tabela 2: Fases de alerta e risco de pandemia. (continuagéo)

6 Transmissao inter-humana sustentada e Pandemia em
atingindo mais de duas regides mundiais. andamento
Pos- Nivel em que a transmisséo inter-humana

Pandémica retorna aos niveis vistos para a infeccéo
pelo virus Influenza Sazonal em muitos
paises que possuem vigilancia

epidemiologica.

Fonte: Bercini et al., 2011.

1.1.5. Surgimento do virus H1N1 da pandemia de 2009

Os Influenza virus similares a pandemia de 1918 se estabeleceram em
suinos domeésticos entre 1918 e 1920; essa linhagem é referida como a linhagem
suina classica. Em 1979, um virus H1N1 distinto, “tipo-aviario” da Eurasia, surgiu
em suinos europeus e, desde entdo, co-circularam com o H1N1 suino classico.
Virus Influenza de origem suina triplo-recombinante de diferentes cepas H1 e de
outros subtipos (por exemplo, H3N2 e H1N2) emergiram e tornaram-se
predominantes entre os rebanhos suinos norte-americanos na década de 1990.
Todos esses virus forneceram o pool genético para a génese do virus H1N1
pandémico de 2009, possivelmente devido a novos rearranjos em suinos (Medina
& Garcia-Sastre, 2011).

Assim, o virus H1N1 da pandemia de 2009 é composto dos segmentos
PB2 e PA dos virus aviarios norte-americanos; do segmento PB1 do virus
humano H3N2; segmentos HA (do subtipo H1), NP e NS derivados do virus H1N1
suino classico; e segmentos NA (do subtipo N1) e M dos virus suinos “tipo-
aviarios” da Eurasia. O sequenciamento e analises antigénicas do virus
pandémico de 2009 mostram que ha semelhancas entre a HA desse virus e
aquela de 1918 e de virus H1N1 humanos que circularam em algum momento
entre 1918 e 1950 (Medina & Garcia-Sastre, 2011).

Esse tipo de influenza ndo havia sido reconhecido anteriormente em suinos

ou humanos, representando um rearranjo quadruplo entre duas cepas suinas,
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uma humana e uma aviaria (Dawood et al., 2009; Garten et al., 2009; Trifonov et
al., 2009; Neumann et al., 2009). Sua composigao é na grande maioria de cepas
suinas (30,6% de suinos da América do norte e 17,5% da Europa e Asia), e em
menor quantidade, 34,4% e 17,5% respectivamente, de aves norte americanas e
de humanos (Kohen, 2009; Smith et al., 2009).

Em suma, o atual virus influenza A H1N1 é produto de varios rearranjos
genéticos entre cepas dos virus influenza previamente circulantes, alguns destes
exclusivos de suinos ou de aves, e que se tornam capazes de infectar humanos.
A grande tendéncia do virus Influenza a modificagées em sua estrutura possibilita
que formas novas, como a atual, causem surtos da doenga ou até mesmo
pandemias. Entretanto, ndo existem, até o momento, evidéncias moleculares de

uma maior transmissibilidade ou viruléncia nesta nova forma (Garten et al., 2009).

1.1.6. Vigilancia Epidemiolégica da Influenza no Rio Grande do Sul

A vigilancia epidemiolégica no Estado do Rio Grande do Sul, com foco no
virus Influenza, tem sido extensamente revisada por Bercini et al. (2011), em
conjunto com a equipe do Centro Estadual de Vigilancia em Saude (CEVS) e essa

secao apresenta essa revisdo de forma sumarizada.

No Rio Grande do Sul, a vigilancia da Influenza iniciou sua estruturagéo no
comego de 2000, baseada em trés unidades-sentinela e na investigagdo da
Sindrome Gripal. Com a questdo da Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG)
e da ameaga do virus da Influenza Aviaria A (H5N1), a preparagdo para o
enfrentamento de uma possivel pandemia ganhou impulso e se materializou no
Plano Estadual de Enfrentamento da Influenza, finalizado em 2006.

A importancia da Influenza como questdo de Saude Publica cresceu apos
2009, quando se registrou a primeira pandemia do século XXI. O Rio Grande do
Sul, assim como outros estados das regides sul e sudeste do Brasil, foi bastante
afetado pelo evento, o que representou carga adicional aos servigos de saude.

Apesar de se configurar como uma situagao de crise para o Sistema Unico
de Saude (SUS), a pandemia trouxe ganhos importantes para o enfrentamento da

Influenza, tais como o aumento da capacidade de deteccdo dos virus,
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implantagdo do diagndstico laboratorial especifico, implementagao da vigilancia e
integracao vigilancia/assisténcia.

A vigilancia epidemioldgica do virus Influenza implantada nas cinco regioes
do pais tem como objetivos: identificar e monitorar a propagag¢ao de variantes
antigénicas do virus Influenza; subsidiar a composi¢cdo da vacina por meio da
identificacdo e selecdo de cepas emergentes; monitorar epidemiologicamente a
doenga com vigilancia continua; detectar, de maneira adequada e oportuna,
situagdes inusitadas (surtos, epidemias e pandemias).

O trabalho da vigilancia epidemioldgica resulta na analise dos casos
notificados e confirmados de Influenza A (H1N1) por semana epidemioldgica de

inicio dos sintomas, no Rio Grande do Sul, no ano de 2009 e anos subsequentes
(Figura 2).
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Ano e semana epidemiologica de inicio dos sintomas

Figura 2: Distribuicdo dos casos notificados e confirmados de Influenza por novo

subtipo viral (Influenza A H1N1 (2009)) por semana epidemiolégica de inicio dos
sintomas, RS, 2009, 2010 e 2011.

Fonte: Bercini et al., 2011.
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1.2. Infectividade

O periodo de incubacdo para a influenza A H1N1 ainda ndo esta
claramente definido, mas pode variar de 1 a 7 dias e, mais provavelmente, de 1 a
4 dias (Centers for Disease Control and Prevention - CDC, 2009a).

O periodo de contagio ocorre desde o primeiro dia antes dos sinais e
sintomas até a resolugao da febre (CDC, 2009b). Entretanto, como o periodo n&o
esta ainda bem definido, os individuos devem ser considerados infectantes até 7
dias depois do comego dos sintomas.

Periodos maiores podem ocorrer em criangas, idosos, pacientes com
doencas cronicas e imunocomprometidos. Existe a expectativa de que o
tratamento precoce possa reduzir a infectividade do virus em até 80% (Halloran et
al., 2007).

1.3. Quadro Clinico

Os sinais e sintomas da influenza A H1N1 s&o similares aos causados
pelas influenzas sazonais (CDC, 2009c), e a gravidade da doenca parece ser
menor do que a da pandemia de 1918 (Fraser et al., 2009).

Os achados mais frequentes sdo: febre, tosse, irritagdo na garganta, mal-
estar e dor de cabeca. VOmitos e diarreia sao frequentes, mas sdo incomuns na
influenza sazonal. Outros sintomas comuns s&o: calafrios, mialgias e artralgias.
Entretanto, a apresentagcdo dos quadros pode variar desde uma sindrome gripal
até um resfriado comum (CDC, 2009c; Dawood et al., 2009; WHO, 2009c).

O quadro clinico pode se apresentar de modo diferente de acordo com a
faixa etaria, visto que criancas pequenas tém menor probabilidade de ter sintomas
bem definidos, podendo apresentar febre e letargia, ou até nenhum sintoma
respiratorio. Em bebés e criangas pequenas, os preditores de doenga grave sao:
apneia, taquipneia, cianose, desidratagao, irritabilidade e alteragdo da consciéncia
(CDC, 2009d) (Quadro 1).

Em adultos, os fatores de risco mais associados a complicagcdes da
influenza A H1N1 tém sido, em ordem decrescente, doenga pulmonar (37%),
pessoas em imunossupressdo, com doengas cardiacas ou gravidas (17% de
complicagao, cada) e diabéticos e obesos (13%) (MMWR, 2009b).
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Os idosos, mesmo sendo considerado um grupo de risco para
complicagdes, parecem ter uma menor chance de contrair a doencga, atribuivel a
certa imunidade em decorréncia de um virus semelhante que circulou antes de
1957 (CDC, 2009¢e). Um estudo documentou que, aproximadamente, 33% dos
individuos com mais de 60 anos tém anticorpos suficientes para reduzir em até
50% o risco de infec¢do pelo novo virus (MMWR, 2009c).

O quadro clinico pode ou ndo ser acompanhado de altera¢des laboratoriais
como leucocitose, leucopenia ou neutrofilia. Do ponto de vista radioldgico, pode
ocorrer infiltrado intersticial localizado ou difuso ou presenca de area de
consolidacdo (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, 2009).

QUADRO 1: Definigdo de caso de Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG)

Individuo de qualquer idade com doenga respiratoria aguda caracterizada por
febre superior a 38°C, tosse e dispneia, acompanhada ou n&o de
manifestagdes gastrointestinais ou dos sinais e sintomas abaixo:

a) Aumento da frequéncia respiratéria (> 25 IRPM - Incursdes Respiratérias

por Minuto);

b) Hipotensdo em relagéo a pressao arterial habitual do paciente;

c) Em criangas, além dos itens acima, observar também: batimentos de

asa de nariz, cianose, tiragem intercostal, desidratacao e inapeténcia.

1.4. Complicagoes

Aproximadamente 2% a 5% dos casos no Canada e EUA apresentaram
complicagdes com necessidade de hospitalizagdo. Esse dado é variavel, tendo
atingido taxas maiores (6%) no México (WHO, 2009c; MMWR, 2009b; MMWR,
2009d). As causas mais comuns de internagdo foram pneumonia e desidratagéo
(MMWR, 2009b).

As taxas de morbidade e mortalidade sao particularmente altas em
individuos com certas condicdes meédicas de alto risco, incluindo adultos e
criangas com condigdes cardiovasculares (ex: insuficiéncia cardiaca), pulmonares
(ex: asma), doengca metabdlica crénica (ex: diabetes mellitus), disfungcéo renal,

hemoglobinopatias, imunodeficiéncias (ex: AIDS) e doengas neurolégicas que
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comprometem a eliminagédo de secregdes respiratorias. Também sao mais graves
e com maior mortalidade em mulheres no segundo e terceiro trimestres de
gestacéo e criangas com idade inferior a dois anos (Treanor, 2010).

No Brasil, o fator de risco mais associado com a ocorréncia de 6bito foi
cardiopatia (9%), seguido de doenca metabdlica (8%) e doenca respiratéria (7%)
(Ministério da Saude, 2009).

No Rio Grande do Sul, a Secretaria Estadual de Saude (SES) contabilizou
somente na fase inicial da pandemia, até o dia 14 de agosto de 2009, 70 ébitos de
etiologia confirmada (SES-RS, 2009a-n). Analise dos casos demonstrou
equivaléncia entre os sexos e média de idade de aproximadamente 39 anos
(entre os adultos). Vinte e duas vitimas (37,29%) n&o apresentavam nenhuma
comorbidade. A condigcdo mais associada foi a gestacdo, em 5 das atingidas
(17,24% das mulheres). Outras doencgas relatadas em mais de uma vitima foram
pneumopatia, cardiopatia, HAS, diabete mellitus, obesidade, pds-parto e sindrome
de Down. Cinco das vitimas fatais no RS eram criancas, com idade entre 1 més e
12 anos. Apenas uma das vitimas era previamente higida. Duas criangas
apresentavam pneumopatia, uma apresentava sindrome de Down e outra, doencga
neurologica.

As complicagbes decorrentes do virus influenza A (H1N1) sé&o

provavelmente semelhantes as causadas pela influenza sazonal, tais como:

o Exacerbacdo de doencga crbnica subjacente;

. Doenca de vias aéreas superiores (sinusite, otite meédia,
crupe);

o Doenca de vias aéreas inferiores (pneumonia, bronquiolite,

estado asmatico);

. Cardiacas (miocardite, pericardite);

. Neurologicas (encefalopatia aguda e pods-infecciosa,
encefalite, convulsdes febris, estado epiléptico);

o Sindrome do choque téxico;

o Pneumonia bacteriana secundaria com ou sem sepse.
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A maioria dos paises membros da OMS foi atingido pela pandemia de
2009, com alta taxa de complicacdes e mortalidade, como apresentado na Tabela
3.

Tabela 3: Taxa de mortalidade e distribuicdo do total de o6bitos por Influenza A
(H1N1) confirmados laboratorialmente por regi&do administrativa da OMS, 2009.

Regides da OMS N° Populacido Taxa de Obitos  Obitos

paises (milhées) mortalidade (n°) (%)
(10.000 hab.)

Ameérica 35 894.944 76,9 6.880 53,8

Europa 53 887.456 28,8 2.554 20,0

Sudeste asiatico 11 1.721.048 6,8 1.165 9,1

Pacifico ocidental 27 1.763.400 7,7 1.361 10,6

Mediterraneo 21 540.283 13,1 708 55

oriental

Africa 46 772.791 1,7 131 1,0

Mundo 193 6.580.923 19,4 12.799 100

Fonte: Bercini et al., 2011.

1.5. Influenza A (H1N1) em gestantes

Observando-se as pandemias e epidemias anteriores, e até mesmo a
influenza sazonal, identificam-se as gestantes como grupo de risco, apresentando
maior morbidade e mortalidade. Durante a epidemia de 1957-58, 10% das mortes
por influenza em Nova lorque (EUA) ocorreram em gestantes e, em Minessota
(EUA), 50% das mortes de mulheres em idade fértil ocorreram durante a gestacao
(Greenberg et al., 1958; Freeman et al., 1959).

Na pandemia por influenza A (H1N1) de 2009, as gestantes estavam entre
0s primeiros casos e primeiros Obitos notificados, representando 13% da
mortalidade reportada aos centros de controle e preveng¢ao de doengas dos EUA
(Jamieson et al., 2009). Portanto, a gestagao € considerada um fator de risco para

as complicacdes graves relacionadas a infecgao por Influenza A (H1N1).
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A suscetibilidade da gestante as infecgbes virais reside no fato de a
gestacédo estar associada com um desvio imunologico da imunidade mediada por
células para a imunidade humoral. Essa alteracao fisiolégica € necessaria para a
tolerancia a porgcdo paterna dos antigenos fetais, mas causa a gestante uma
maior vulnerabilidade aos patdgenos intracelulares, como os virus (Jamieson et
al., 2006; Raj et al., 2014).

A progesterona e os glicocorticoides, os quais aumentam durante a
gestacdo, podem ter um efeito anti-inflamatdrio. Isso também poderia explicar o
aumento na gravidade de infecgbes como a Influenza, que requer pronta resposta
inflamataoria para iniciar a limpeza e controle dos patogenos (Raj et al., 2014).

Durante a gestagdo, ha diversos sistemas protegendo o feto. Esses
sistemas incluem defesas mecanicas (fluido amniético, membranas fetais, a
placenta e a decidua materna) e defesas imunologicas (incluindo os sistemas
humoral e complemento, e a imunidade celular). O virus Influenza tem sido
isolado da placenta e do liquido amniético tanto em casos fatais quanto nao fatais,
embora infecgao direta ao feto tenha sido raramente reportada. Placentite
induzida por Influenza tem sido caracterizada por hiperplasia e degeneragédo de
células amnidticas, trofoblastos placentarios, células deciduais e células
endoteliais vasculares. Os antigenos virais podem ser detectados em células
afetadas e em infiltrados de células linfoides. A decidua humana parece fornecer
um ambiente mais favoravel para a replicagdo viral do que os tecidos
placentarios. Estudos sugerem que o virus Influenza é capaz de se espalhar a
partir da corrente sanguinea a decidua materna para se replicar dentro do tecido
e entdo infectar o corion e amnio fetais. Outros estudos tém sugerido que a
infeccdo e replicacdo viral tem um efeito citopatico direto pela indugdo da
apoptose em células coridnicas, um processo que pode contribuir para as perdas
gestacionais associadas a Influenza (Jamieson et al., 2006; Raj et al., 2014).

Em gestantes, o quadro clinico costuma ser o mesmo que o apresentado
pela populagdo adulta em geral. Um estudo (Lim et al., 2010) descreveu as
caracteristicas das gestantes infectadas com o virus influenza A H1N1 atendidas
em um hospital terciario asiatico cujos principais sintomas apresentados foram

febre, tosse, rinorreia, dor de garganta, cefaleia, mialgias e dispneia. Ainda que o
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quadro clinico em gestantes seja semelhante ao da populagdo geral, é
reconhecido que a infecgao adquirida no terceiro trimestre, inicio tardio do
tratamento antiviral e a presenca de comorbidades sao fatores de alto risco para o
desenvolvimento de um quadro clinico grave (Singhal et al., 2014).

No Brasil, somente até agosto de 2009, quando foi publicado o primeiro
informe do Ministério da Saude com dados a respeito da pandemia de Influenza,
das 135 gestantes com casos confirmados, 21% evoluiram para o6bito (Ministério
da Saude, 2009).

No total, durante a pandemia de Influenza A (H1N1) de 2009, houve 44.544
casos confirmados no Brasil e 2.051 mortes relatadas. No Rio Grande do Sul,
houve 8.314 casos notificados, 3.576 casos confirmados (8% do total de casos do
pais), e 297 mortes (14,5% das mortes nacionais). Quanto as gestantes, houve
589 casos notificados ao Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo
(SINAN - Influenza, base de dados do Rio Grande do Sul), dos quais 24

resultaram em o&bito (Yokota et al., 2011; Bercini et al., 2011). (Figura 3)

Brasil / HIN1 — 44.544 casos confirmados
- 2.051 bbitos

l

Rio Grande do Sul (RS)/H1N1 — 8.314 casos notificados
- 3.576 casos confirmados
- 297 bbitos

l

589 gestantes notificadas ao
SINAN? — Influenza no RS
- 24 dbitos

a Sistema de Informagao de Agravos de Notificagao

Figura 3: casos notificados e confirmados de H1N1 na pandemia de 2009, RS e

Brasil.
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Quanto aos efeitos sobre o embrido-feto, os estudos a respeito do potencial
teratogénico do virus influenza ainda sdo limitados. A literatura ndo demonstrou,
até o momento, efeitos desse virus sobre o embrido-feto. No entanto, ainda séo
poucos os dados especificos relativos a teratogenicidade do virus influenza A
(H1N1) (Raj et al., 2014).

E sugerido um aumento potencial no risco de defeitos de fechamento de
tubo neural relacionado a hipertermia materna (Tanaka et al., 2009). Nesse
contexto, um estudo (Lim et al., 2010) demonstrou que a taxa de admisséo
hospitalar de gestantes infectadas apresentou aumento linear associada a
temperatura corporal, subindo quase duas vezes para cada 1°C aumentado.

Analises dos efeitos da Influenza A H1N1 nas gestagbes durante a
pandemia de 2009 focaram primariamente na morbidade e mortalidade maternas,
em parte devido ao imediatismo com que as primeiras séries de casos foram
publicadas (Pierce et al.,2011). Alguns desses estudos confirmaram os piores
desfechos em mulheres gestantes infectadas com o virus Influenza A H1N1 e
comprovaram os beneficios da vacinacido e adequado tratamento dessa condigao
(Haberg et al., 2013; Pasternak et al., 2012; Rojas-Suarez et al., 2014).

Entre os estudos realizados a respeito dessa pandemia, alguns poucos se
dedicaram também a explorar os desfechos das gestagbes e as informacdes
sobre os recém-nascidos. Os estudos de maior impacto na literatura médica estao
sumariamente descritos na Tabela 4.

Na América do Sul, somente um estudo brasileiro, conduzido com 57
mulheres hospitalizadas, mostrou as caracteristicas clinicas e os desfechos
gestacionais de mulheres infectadas com Influenza A (H1N1) durante a pandemia
de 2009 (Jiménez et al., 2010).

Estudos de seguimento de longo prazo sdo necessarios para verificar os
desfechos gestacionais, bem como para caracterizar plenamente o impacto na
mortalidade infantii no periodo perinatal. Estudos de coorte populacional,
derivados de dados de certificagdo de nascimento, podem permitir estimativas de
risco mais precisas através de grupos de comparagdo de base populacional e
melhor controle de fatores confundidores (Doyle et al., 2013).
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Tabela 4: Estudos prévios de desfechos gestacionais em pacientes expostas ao

virus Influenza A (H1N1) 20009.

N° de N° e (%) de
gestantes gestantes Desfe_c ho N° Mortes maternas Trata_m_ento
Estudo reportadas _ infectadas gestacional antiviral
LOUIE et al., 2010 (EUA) 94 32 (34) Aborto 02 06 81%
Aborto 02
Natimorto 04
ANZIC, 2010 (AUS/NZ 4 1 19
( ) 6 61(95) Parto prematuro 22 06 81%
Baixo peso 18
HEWAGAMA et al., 2010 (AUS) 15(35)  Parto prematuro 06 .
43 Natimorto / morte 01 77%
24 (56) 03
neonatal
SISTON et al., 2010 (EUA) 169 (21) Parto prematuro 51
788 30 84%
200 (25) Aborto 08 °
Parto prematuro 06
CREANGA et al., 2010 (EUA) 62 40 (65) 02 50%
Morte neonatal 02
Natimorto 02
Perda gestacional 04
DUBAR et al., 2010 (FRA) 314 146 (46) (<24 semanas) 03 95%
Parto prematuro 26
Baixo peso 22
] Parto prematuro 17
GERARDIN et al., 2010 (FRA) 271 139 (51) Anomalias 01 - 86%
congénitas
Natimorto 07
Perda gestacional 05
PIERCE et al., 2011 (RU) 279 256 (94) (<24 semanas) ) )
Parto prematuro 58
AnorrAla!las 08
congénitas

Abreviacdes: EUA = Estados Unidos da América; AUS = Australia;
NZ = Nova Zelandia; FRA = Franca; RU = Reino Unido.
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1.5.1. Lactagao

Nao é totalmente conhecido se o virus Influenza passa através do leite
materno; entretanto, as goticulas respiratérias sédo, basicamente, os principais
modos de transmissao viral. Devido aos ja conhecidos beneficios do leite materno
para os bebés, recomenda-se a continuidade do aleitamento mesmo nos casos

em que a mae esteja recebendo tratamento antiviral (Tanaka et al., 2009).

1.6. Tratamento

O tratamento da sindrome gripal envolve, na maioria dos casos, uso de
farmacos para alivio sintomatico (Dolin, 2002; Mossad, 1998). Na pratica clinica
nao € habitual a terapia diretamente ao agente etiolégico, geralmente o virus da
influenza (subtipo A ou B), tendo em vista o elevado custo da medicagéo e a falta
de analises de custo-efetividade para seu uso indiscriminado. Além disso, o
tratamento antiviral especifico € obviamente precedido pelo diagnostico do virus
influenza. Estes testes séo caros e ndo amplamente disponiveis, tendo, portanto,
limitada utilidade.

Nesse contexto, inibidores da neuroaminidase como oseltamivir e
zanamivir ocuparam prateleiras em grande numero de paises, estocados para
situacdes de epidemia, como na ocasiao do surto de influenza aviaria em 2007
(Abdel-Ghafar et al., 2008). Com a recente instalagcdo da pandemia pelo virus
Influenza A (H1N1), os farmacos antivirais receberam grande atencéo, sendo
amplamente utilizados nos ultimos anos.

A atual recomendacao do Ministério de Saude € de que qualquer paciente
portador de SRAG deve receber o medicamento oseltamivir o mais cedo possivel,
dentro das primeiras 48 horas apds o inicio de sintomas. O farmaco deve ser
administrado na dose de 75 mg, duas vezes ao dia, por cinco dias, para adultos.
A dosagem deve ser ajustada para criangas e pacientes sondados. No caso de
gestantes, o medicamento sé deve ser prescrito se os beneficios superarem o
risco sob julgamento médico (ANVISA, 2009), uma vez que o prejuizo ao feto ndo
€ bem definido (Tanaka et al., 2009).

Casos de SRAG podem ser submetidos a avaliagdo clinica minuciosa,

coleta de secregcbes nasofaringeas e sangue até o 7° dia de doenga e, se



possivel, internados (ANVISA, 2009). A confirmagao laboratorial € tardia, portanto
nao pode determinar a conduta a ser tomada, uma vez que o tratamento antiviral
deve ser iniciado precocemente.

Vacinas de fragao viral apresentam boa imunogenicidade, com efetividade
de cerca de 80%, sendo a melhor medida para prevenir a Influenza (Red Book,
20086).

1.6.1. Fosfato de oseltamivir

O fosfato de oseltamivir € um pro-farmaco éster etil que nao possui
atividade antiviral, e que, apés metabolizacao pelo figado e trato gastrointestinal,
€ transformado em carboxilato de oseltamivir e assim torna-se seletivo contra o
virus influenza dos tipos A e B. A principal caracteristica do seu modo de acéo ¢ a
inibicdo seletiva de neuraminidase, glicoproteina de liberagc&o dos virions, ou seja,
ele impede a saida do virus de uma célula para outra. O metabdlito € eliminado
pela via renal, dessa forma, deve-se observar pacientes com insuficiéncia renal
com ajuste de dose. Em idosos a dose nao necessita ser ajustada. Em gravidas, o
uso do medicamento deve ser feito a critério do médico. Criangas menores de um
ano devem ser observadas de 30 a 48 horas.

O Fosfato de oseltamivir pode ser encontrado comercialmente como
Tamiflu® (Laboratério Roche) nas apresentagdes capsulas de 75 mg ou
suspensao oral 30g. Devido as propriedades do metabdlito de minimas ligagdes
as proteinas plasmaticas, as interacbes medicamentosas para este farmaco sao

improvaveis de acontecer (WHO, 2009d).

1.6.2. Efetividade e Seguranga do Oseltamivir

Previamente ao surgimento da pandemia de 2009, farmacos antivirais
como oseltamivir eram raramente prescritos no tratamento da influenza, motivo
pelo qual informagdes de farmacovigilancia e seguranga do medicamento sao
limitadas e recentes. Wallensten et al. (2009), descreve nausea (31%), cefaleia
(24%) e dor abdominal (21%) em criangas usando o medicamento como profilaxia
para influenza A (H1N1). Kitching et al. (2009), encontrou eventos adversos
gastrointestinais (40%) e neuropsiquiatricos (18%), em circunstancias

semelhantes.
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Os efeitos adversos mais frequentes do fosfato de oseltamivir no
tratamento de adultos com gripe sazonal sdo nausea, cefaleia, diarreia, sintomas
nasais e tosse, mas sem diferenga significativa com relagao a placebo (Jefferson
et al., 2006). Esses efeitos adversos ocorrem principalmente apés a primeira dose
do medicamento.

Estudos mais abrangentes realizados com influenza sazonal e pandémica
foram validos ao determinar modesto beneficio do medicamento, mas as analises
de eventos adversos permanecem controversas (Shun-Shin et al., 2009; Khazeni
et al., 2009). Revisao sistematica demonstrou que em criangas de até 12 anos de
idade com diagndstico clinico, o oseltamivir reduz tempo mediano de resolug¢ao da
doenca em 0,9 dia (IC 95% 0,2 — 1,9) (Shun-Shin et al., 2009). Oseltamivir na
dose de 150 mg/dia foi efetivo na prevencdo de complicacbes respiratorias
inferiores em casos de influenza sazonal (OR 0,32, IC: 0,18-0,57) (Jefferson et
al., 2006). Os trabalhos publicados carecem de poder amostral para detectar
efeitos adversos raros, ao passo que a grande maioria dos estudos é financiada
pela industria farmacéutica e com declarado conflito de interesse (Khazeni et al.,
2009).

1.6.3. Uso do oseltamivir em gestantes

A utilizacdo do produto em gestantes requer cuidados, uma vez que nao
existem dados suficientes nessas pacientes para permitir uma avaliacdo mais
adequada quanto ao potencial do medicamento em causar malformacdes ou
toxicidade fetal em humanos. Ha poucos dados gerais a respeito da
farmacocinética e farmacodinédmica especificas das drogas durante a gestagao
comparadas com a populagdo geral. Alteragdes nos processos fisioldgicos e
metabodlicos durante a gestagdo provavelmente afetam a farmacocinética das
drogas e estudos recentes mostram que as doses padrao utilizadas nessa
populagao podem ser incorretas (Reshet’ko OV et. al, 2014).

Como as mulheres gravidas estéo incluidas nos grupos de risco de morte
com o virus H1N1, a ANVISA ratificou a informagdo do Ministério da Saude de
que o medicamento deve ser utilizado apenas se o beneficio justificar o risco

potencial para o feto. O risco - beneficio devera ser avaliado pelo médico. Além
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disso, a Agéncia recomenda que a gestante deva ter a gravidez monitorada até o
nascimento da crianga (Ministério da Saude, 2009).

Existia na literatura, a época da pandemia de 2009, somente um estudo,
que utilizou dados de servigos japoneses de informagdes sobre teratdgenos,
avaliando 90 gestantes de primeiro trimestre que utilizaram doses terapéuticas de
oseltamivir (75 mg, duas vezes ao dia, por 5 dias) cujo unico achado foi uma
malformagdo congénita (1,1%), o que se encontra dentro do esperado para
malformagdes maiores na populagdo em geral (Tanaka et al., 2009).

Apenas recentemente uma grande revisdo (Wollenhaupt et al., 2014),
incluindo mais de 2.000 mulheres expostas ao oseltamivir durante o periodo
gestacional, a maioria durante ou apds a pandemia de 2009, apresentou dados de
seguimento das gestacdes. Essa revisdo demonstrou efeitos adversos
gestacionais (abortos e partos prematuros) em uma taxa menor que na populagéo

em geral (com ou sem Influenza).

1.6.4 Uso do oseltamivir em criangas

O Oseltamivir € liberado para uso na profilaxia e tratamento da Influenza
em criangas maiores de um ano de idade. Seu uso em criangas abaixo de 12
meses € ainda motivo de preocupacéao. Informagdes do proprio fabricante contra-
indicam o uso nessa faixa etaria, baseado em estudos pré-clinicos realizados em
ratos.

Uma unica dose de Oseltamivir de 1.000mg/kg (cerca de 250 vezes a dose
recomendada em criangas) em ratos com 7 dias de vida resultou em um excesso
de mortes associadas com a exposicao ao pro-farmaco e ao metabdlito ativo do
farmaco. A concentragdo do pro-farmaco em ratos juvenis foi aproximadamente
1500 vezes maior do que a observada em animais adultos, sugerindo que esses
efeitos adversos possam estar relacionados a imaturidade da barreira hemato-
encefalica ou ao sistema imaturo de conversao do pré-farmaco em metabdlito
ativo nos animais jovens (Okamoto et al., 2005).

A despeito das informagdes apresentadas pelo fabricante, o uso desse
medicamento em pacientes menores de um ano € realizado particularmente em

bebés gravemente doentes ou considerados como de alto risco para
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complicagdes da infecgdo pelo virus Influenza. Estudos realizados até entdo n&o
comprovam associagdo do uso do Oseltamivir com efeitos neurologicos em
criangas menores de um ano de idade. No entanto, o numero limitado e o
tamanho amostral pequeno desses estudos mantém a necessidade de melhor

avaliagao dos efeitos desse farmaco nessa populagao (Kimberlin et al., 2010).
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2. JUSTIFICATIVA

Sabe-se que a gestacdo é um fator de risco para complicagdes graves
relacionadas ao virus influenza sazonal e ao virus A (H1N1). Portanto, é
importante acompanhar as gestantes e os seus recém-nascidos para avaliar os
efeitos do virus para a gestacéo e para o feto.

Em consequéncia, o tratamento com oseltamivir esta indicado a todas as
gestantes com manifestagbes clinicas da doenga, mas os estudos conclusivos
sobre a seguranga desse farmaco quando utilizado durante a gestagao ainda s&o
limitados.

Diversos relatos foram descritos reportando os desfechos adversos
maternos e neonatais entre gestantes infectadas com H1N1. Muitos desses
relatos, no entanto, clamavam por estudos adicionais com maiores amostras de
pacientes, comparag¢des robustas entre os grupos, maiores periodos de
seguimento e controles para possiveis fatores confundidores.

Em resumo, o esclarecimento dos potenciais riscos tanto da gripe A (H1N1)
quanto do seu tratamento com o farmaco oseltamivir pode justificar a terapéutica
e a imunizacdo das gestantes e elucidar a relagdo risco-beneficio dessas

condutas.
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Capitulo lll - Objetivos
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3. OBJETIVO GERAL
Avaliar os desfechos das gestagcbes expostas ao virus H1N1 na
pandemia de influenza A de 2009, e submetidas ao tratamento com Fosfato de

Oseltamivir, no estado do Rio Grande do Sul.

3. 1 Objetivos Especificos

a) Avaliar a frequéncia de abortos, partos prematuros (antes de 37
semanas), baixo peso ao nascimento (<2.500g) e malformag¢des congénitas nas
gestacdes notificadas.

b) Comparar a frequéncia de desfechos desfavoraveis em gestantes com
infeccdo confirmada por H1N1 com dados de gestantes infectadas por virus nao-
H1N1 do RS no mesmo periodo.

c) Avaliar os potenciais efeitos adversos da medicagdo em gestantes
expostas ao oseltamivir.

d) Avaliar a saude e o desenvolvimento neuropsicomotor das criangas

expostas durante a gravidez ao oseltamivir.
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Capitulo IV — Artigo 1

Impact on Pregnancies in South Brazil from the Influenza A (H1N1) Pandemic:
Cohort Study. PLoS One 2014; Feb 18;9(2):e88624
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ABSTRACT

Introduction The emergence of a new subtype of the influenza virus in 2009
generated interest in the international medical community, the media, and the
general population. Pregnant women are considered to be a group at risk of
serious complications related to the H1N1 influenza virus. The aim of this study
was to evaluate the outcomes and teratogenic effects of pregnancies exposed to
the H1N1 virus during the Influenza A epidemic that occurred in the state of Rio
Grande do Sul in 2009. Methods This is an uncontrolled prospective cohort study
of pregnant women with suspected symptoms of Influenza A who were reported in
the Information System for Notifiable Diseases — Influenza (SINAN-Influenza)
during the epidemic of 2009 (database from the state of Rio Grande do Sul,
Brazil). There were 589 cases of pregnant women with suspected infection.
Among these, 243 were tested by PCR and included in the analysis. The main
outcome measures were: maternal deaths, pregnancy outcome, stillbirths,
premature births, low birth weight, congenital malformations, and odds ratios for
H1N1+ and non-H1N1 pregnant women. Results There were one hundred and
sixty-three (67%) confirmed cases of H1N1, 34 cases (14%) of seasonal Influenza
A and 46 (19%) who were negative for Influenza A. There was no difference
between the three groups in clinical parameters of the disease. There were 24
maternal deaths — 18 of them had H1N1. There were 8 stillbiths — 5 were
children of H1N1 infected mothers. There were no differences in perinatal
outcomes. Conclusions The present data do not indicate an increase in
teratogenic risk from exposure to the influenza A (H1N1) virus. These results will
help to strengthen the data and clarify the health issues that arose after the

pandemic.
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Introduction

The emergence of a new subtype of the influenza virus at the end of March
2009 generated interest in the international medical community, the media, and
the general population. The influenza A (H1N1) epidemic began in Mexico and
rapidly spread to other countries around the world [1] and was declared a
pandemic by the World Health Organization (WHO) approximately two months
after the first cases appeared [2]. In Brazil, it was declared pandemic in mid-July
2009.

The Influenza A H1IN1 virus is the product of multiple genetic
rearrangements among strains of influenza that had previously been circulating.
Some of these were unique to swine and birds and became capable of infecting
humans|[3].

Pregnant women are considered to be a group at risk of serious
complications related to the H1N1 influenza virus, with high morbidity and mortality
observed in both previous [4-6] and recent [7,8] epidemics. Studies of the
consequences for pregnancy and the fetus, both for the influenza and its
treatment, are also important in the context of public health.

The only known specific treatment, which is supported by recent evidence,
is the use of the neuraminidase inhibitors zanamivir and oseltamivir, of which only
the latter is available in Brazil.

Rio Grande do Sul is the southernmost state of Brazil. It occupies 3% of the
national territory and has a population of 10,914,128 inhabitants (2009), which
corresponds to about 6% of the national population. The climate in this state has
specific characteristics that are different from the rest of the country. For example,
it has the lowest temperatures for the Brazilian winter (humid subtropical climate
with average temperatures between 15°C and 18°C) [9].

During the Influenza A (H1N1) pandemic in 2009 there were 44,544 cases
confirmed in Brazil and 2,051 deaths recorded. In Rio Grande do Sul, there were
8,314 reported cases, 3,576 confirmed cases (8% of total cases in Brazil), and 297
deaths (14.5% of national deaths)[10,11].

As for effects on the embryo/fetus, there are still few studies on the
teratogenic potential of the influenza virus. It has been suggested that there is a
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potential increase in the risk of defects in neural tube closure associated with
maternal hyperthermia[12]. Few studies focus on the teratogenic effects of this
virus on the embryo/fetus[13-17].

Analyses of the effects of Influenza A H1N1 on pregnancies during the
pandemic of 2009 have focused primarily on maternal mortality and morbidity, in
part due to the immediacy of the pandemic and the speed with which the series of
cases were published [15].The follow-up of women after hospital admission, with a
focus on pregnancy outcomes, has now been further investigated[15,16,18]. Some
of these studies confirm the worse outcomes in pregnant women infected with
H1N1 Influenza virus and proved the benefits of vaccination and treatment for this
condition [18,19].

In South America, only one Brazilian study, which was conducted with 57
hospitalized women, has shown the clinical characteristics and pregnancy
outcomes of pregnant women infected with Influenza A (H1N1) during the 2009
pandemic [20].

The aim of this study was to evaluate the outcomes,including teratogenic
effects, of pregnancies exposed to the H1N1 virus during the Influenza A epidemic
that occurred in the state of Rio Grande do Sul in 2009.
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Materials and Methods

This is an uncontrolled prospective cohort study that evaluated pregnancies
with exposure to the 2009 H1N1 Influenza virus. The sample consisted of
pregnant women with suspected symptoms of Influenza A who were reported in
the Information System for Notifiable Diseases - Influenza (SINAN-Influenza)
during the epidemic of 2009 (database from the state of Rio Grande do Sul).

SINAN is maintained by the reporting and investigation of cases of diseases
and conditions that appear on the national list of diseases for which notification is
compulsory. Besides the Individual Notification Form (FIN), the system also
provides an Individual Investigation Form (Fll), which is a research guideline that
enables the identification of the source of infection and the mechanisms of disease
transmission. Most of the information about the patient and his clinical symptoms
are collected at the time of notification [21].

Confirmation of the infection and detection of the viral subtype was done
(when possible) through a biological sample (nasopharyngeal swab) in order to
perform the real time polymerase chain reaction (RT-PCR), in accordance with the
RT-PCR protocol for the detection and characterization of Swine Influenza from
the Centers for Disease Control and Prevention (CDC) [22].

Pregnancy follow-up was conducted by a trained team via telephone,
between July 2009 and June 1, 2011. If three phone calls were unsuccessful and
a visit to a patient’s home could not be arranged, a follow-up was considered to be
lost. Data from medical records or the Live Birth Certificate (LBC) would then be
used to verify the pregnancy outcome data. The LBC is the standard document of
the Ministry of Health and its use is mandatory in Brazil. It includes data to be filled
in about the mother (age, gravidity), the pregnancy (gestational age), type of
delivery, and the newborn child (birth weight, Apgar score, congenital
malformations, etc.). The LBC does not include information about pregnancy
complications or comorbidities like pregnancy-related hypertension/preeclampsia,
gestational diabetes, etc.).

A home visit, when possible, was performed by a team member who used a
questionnaire identical to that used in the phone interviews. This follow-up by
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personal contact received direct support from the State Center for Health
Surveillance (CEVS).

Participants

During the Influenza A H1N1 epidemic in 2009, there were 589 cases of
pregnant women suspected of infection that were reported to the SINAN-Influenza
database for Rio Grande do Sul.

Patients were excluded from this study if they did not have a confirmed
pregnancy, if it was not possible to contact them after notification, or if they did not
have a PCR performed.

For data analysis, we included only patients with infection confirmed by
PCR laboratory analysis. Follow-ups were done either by phone, home visit,

assessment of medical records, or via the LBC information.

Case Ascertainment

An influenza-like illness (IL1) was defined as the presence of at least one of
the common flu symptoms (rhinorrhea, conjunctivitis, sore throat, cough, shortness
of breath, headache, backache, muscle ache, joint pain, fever, nausea, vomiting,
diarrhea, or asthenia), in accordance with the widely used definition, and this was
reported to the SINAN-Influenza database.

A confirmed case was defined as an ILI with a positive Influenza A (H1N1)
PCR, and is denoted as H1N1+. Non-H1N1 Influenza cases were those that were
seasonal Influenza A or that were negative for Influenza A (see Figure 1).
Considering that the PCR techniques were specific for H1IN1 and seasonal
Influenza A, it was not possible to identify other agents among the Influenza A

negative subgroup.

Statistical Methods

We evaluated clinical parameters related to the pregnancy (gestational age
in the notification, pharmaceutical form of the oseltamivir phosphate used, other
medications taken, outcome of pregnancy: miscarriage or birth, and type of birth)
and the newborn child (prematurity, low weight, presence of congenital

malformations, and neonatal complications). A descriptive analysis was done of
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the samples, with means and standard deviations for both the quantitative
variables of the clinical parameters and the frequency of the categorical variables.
The analyses were done using Fisher's exact test followed by the Z-test with
Bonferroni correction, One-way ANOVA, or the Kruskal-Wallis test, as appropriate.
The level of significance was set at 5% for all variables and the program used for
the analyses was SPSS for Windows, version 18.0.

Ethics Statement

The research was approved by the Research Ethics Committee of the
Research and Post-Graduate Group at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(CEP/GPPG-HCPA).

At the beginning of the telephone interview, consent was requested for
confirmation of the information available in the records of SINAN-Influenza or for
collection of new data, if necessary. Informed consent was conducted verbally,
since most of the interviews were conducted via telephone. The patient answered
“Yes, | authorize” or “No” to the question “Do you consent to talk by phone with a
medical team and provide some data about your flu syndrome episode and your
pregnancy?”. The same verbal informed consent was applied to cases of personal
interviews. All procedures were approved by GPPG and the clinical investigation
was conducted according to the principles expressed in the Declaration of

Helsinki.
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Results

During the Influenza A H1N1 epidemic in 2009, there were 589 cases of
pregnant women suspected of infection who reported to the SINAN-Influenza
database for Rio Grande do Sul.

From the follow-ups done, 243 PCR test results were obtained. There were
one hundred and sixty three (67%) confirmed cases of Influenza A H1N1, 34
cases (14%) of seasonal Influenza A, and 46 (19%) negative for Influenza A
(Figure 1). Contact was made directly in about 40% of cases. The remaining
follow-ups were facilitated by medical records or Live Birth Certificates.

The accurate gestational age at the time of infection was obtained in 83
follow-ups. Three women (1.2%) were in the first trimester (0—11 weeks), 27 (11%)
were in the second trimester (12-23 weeks) and 53 (21.8%) patients were in the
third trimester (= 24 weeks).

Use of oseltamivir phosphate was identified in 137 patients (56.3%).
Adverse reactions such as vomiting, nausea, abdominal pain, diarrhea,
drowsiness, confusion, dizziness, headache, and irritability were reported. There
were no serious adverse events in this study population. There was no difference
when comparing the three groups in terms of adverse reactions presented. In the
analysis of symptoms reported after use of the medication, in comparison with the
H1N1+ subgroup only nausea was more frequent in patients without H1N1
confirmed by PCR (OR: 0.36, 95% CI: 0.15-0.86, p <0.01).

Hospitalization was required for 107 of the patients. In the H1N1+ subgroup,
70 (42.9%) patients required hospitalization. The other 37 admissions consisted of
6 (17.6%) in the seasonal Influenza A subgroup and 31 (67.4%) in the Influenza A
negative subgroup. The proportion of hospitalizations is significantly different for
each group; in other words, there was a predominance of hospitalizations in the
Influenza A negative subgroup, followed by the H1N1+ subgroup, and finally the
seasonal Influenza A subgroup (p<0.05, see Table 1). Of these 107 patients, 58
(54.2%) were in the third trimester of pregnancy (38 H1N1+).

The clinical parameters are presented in Table 1 and show no differences
between the subgroups.
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Twenty-four maternal deaths (5.6%) were recorded, 18 of these (75%) were
H1N1+ patients. Two deaths were in the seasonal Influenza A subgroup and 2
deaths in the Influenza A negative subgroup (Table 1). The remaining two deaths
were recorded for pregnant women for whom a PCR was not done. Only two of
these 24 patients were not admitted to the intensive care unit and did not require
mechanical ventilation (both were from the H1N1+ subgroup). Fifteen of these
women (13 were H1N1+) had received oseltamivir and there was an average of
3.8 days between the onset of symptoms and treatment. Case-fatalities did not
differ between the subgroups. The total number of deaths from Influenza (ICD-10
JO9 [Influenza due to certain identified influenza viruses], J10 [Influenza due to
other identified influenza virus], and J11 [Influenza due to unidentified influenza
virus] for women of childbearing age (15—49 years) in 2009 in the state of Rio
Grande do Sul was 117. Of these, 97 were attributed to ICD-10 J0O9 (Influenza due
to a certain identified influenza virus). In 2008 and 2010 there were no deaths in
this subgroup of women that could be attributed to the ICDs mentioned above. In
2011, there were 4 deaths in this age group (2 due to ICD-10 J09).2" These ICDs
were used for comparison purposes of the maternal deaths between the years
with and without H1N1 pandemic.

Regarding pregnancy outcomes, we obtained 236 live births. Eight stillbirths
were reported — five of these were for HIN1+ pregnant women, one was from the
seasonal Influenza A subgroup, and the other two were for pregnant women for
whom research about the virus was not done. There were three miscarriages —
one occurred in the Influenza A negative subgroup and two in pregnant women
without PCR, so there was no difference between the subgroups (Table 2).
Information regarding the type of delivery was obtained in 232 follow-ups. There
was no difference between the subgroups when comparing vaginal birth and
elective cesarean sections. However, differences were observed regarding the
need for an emergency cesarean section (Table 2).

Gestational age at birth was obtained in 222 follow-ups. The mean
gestational age did not differ between the subgroups. The weight of the newborns
was, on average, 3128 grams (+ 643) for those born to H1N1+ mothers, 2893
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grams (x493) for the seasonal Influenza A subgroup, and 2998 grams (x 598) for
the Influenza A negative subgroup.
There were no reports of major complications or malformations for the

newborns.

Discussion

By observing the previous pandemics and epidemics, as well as seasonal
influenza, pregnant women have been identified as a group at risk of higher
morbidity and mortality. During the epidemic of 1957-58, 10% of deaths from
influenza in New York (USA) occurred in pregnant women. In Minnesota (USA),
50% of deaths among women of reproductive age occurred during pregnancy
[5,6].

In the influenza A (H1N1) pandemic of 2009, pregnant women were among
the first cases and first deaths reported, representing 13% of deaths reported to
the centers for control and prevention of diseases in the USA.” The first studies of
this pandemic revealed a hospitalization rate among pregnant women that was
approximately four times higher than for the general population [7]. Therefore,
pregnancy is considered a risk factor for severe complications related to infection
with Influenza A (H1N1). Despite this, there are few studies focusing on the
teratogenic effects of this infection.

In this study, the gestational and maternal outcomes were almost the same
when correlated with the Influenza A H1N1 virus. These results differ from other
studies which show poor pregnancy outcomes, such as increased perinatal
mortality and prematurity [15], and low birth weight [16],in the presence of infection
by the H1N1 virus during maternity. The study of Pierce et al. [15] suggests that, in
comparison with uninfected pregnancies, there is an increased risk of poor
pregnancy outcomes for women infected with 2009/H1N1. Different from those
previous studies showing worse outcomes on H1N1 infected pregnant women
compared to healthy pregnant controls, our investigation compared the H1N1
infection with pregnant women with ILI, and we did not find differences in
outcomes among the groups. This apparently contradictory results might be

explained by the use of different control groups. Another study has also
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suggested equal severe effects resulting from H1N1 infection both in pregnant
compared to non-pregnant women [17].

The present study may have been unable to detect poor outcomes due to
the sample sizes and the severity of maternal disease in the three subgroups used
for comparison. It should be noted that in the H1N1 exposed group in our sample
the prevalence of deaths (18/163, 11%), although statistically non-significant, was
almost the double of the non-H1N1 influenza groups (2/34, 5.8% and 2/46, 4.3%)
(Table 2). In the same line of thought, we cannot discard possible differential
effects on maternal mortality related to H1N1, since in 2009, the year of the H1N1
pandemic, there were 117 deaths attributed to influenza in women of childbearing
age (1549 years) in the state of Rio Grande do Sul, compared to none in the
years 2008 and 2010. This in not a direct evidence, but should be considered that
potentially much more deaths had occurred due to H1N1.

Additional information was obtained about the safety of oseltamivir, given
that there had been no report of any major complication or abnormality among the
outcomes for pregnant women who had used this drug. These data are very
important due to the large number of outcomes that could be assessed in this
study and they reinforce safety data already published in other papers [23, 24].

It is important to emphasize that the follow-ups of 424 pregnant women
were done from a sample of 589 pregnant women reported to SINAN-Influenza in
2009. This represents a follow-up rate of 72%, an average that is much higher
than for many other studies published on this subject, which have among their
limitations a small number of follow-ups (Table 3) [15,25-29]. Of these follow-ups,
we included in the analysis 243 patients who performed PCR in order to confirm or
rule out infection.

One limitation of our study is that we did not collect some clinical
information about the respiratory symptoms exhibited by the pregnant women,
such as the presence of hyperthermia (and maximum temperature) and viral load,
which could account for some of the adverse outcomes reported. However, this
limitation is also present in other recent studies on this subject [15].

The difficulty in performing follow-ups is due to the number of mobile

phones used as the main contact — phone numbers change and phones are lost.
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Moreover, at the time of the Influenza A (H1N1) pandemic, the consultations were
mostly conducted in places adapted for high patient demand, thus it was more
difficult and there was a greater margin of error at the time of completing the
personal data of the pregnant woman being treated.

Previous experience with pregnant women exposed to Influenza A suggests
that the maternal outcomes are worse in this subgroup of women. This justified the
use of antiviral treatment and vaccinations against the Influenza A H1N1 virus for
these patients. Regardless, our results were not sufficient to support this;
therefore, it is important to emphasize that more studies are needed, especially
ones that correlate maternal exposure to the H1N1 virus with neonatal outcomes,

so that we can further clarify the health issues that arose after this pandemic.
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Figure 1: H1N1 cases reported, confirmed, and with a PCR performed, in Rio
Grande do Sul.

Footnote:
a. Information System for Notifiable Diseases-Influenza (SINAN-Influenza):
database for the state of Rio Grande do Sul
b. Polymerase chain reaction
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Table 1: Clinical parameters presented by pregnant women with influenza-like

illness in south Brazil.

HIN1+ (n=163)

Influenza A (n=34)

Seasonal

Influenza A

negative (n=46)

n % n % n %
Hospitalization® 70 42.9* 6 17.6* 31 67.4*
Mechanical ventilation® 27 16.6 4 11.7 10 21.7
Antibiotic use® 50 30.7 7 20.5 21 45.6
Maternal deaths® 18 11 2 58 2 4.3

@Fisher's exact test followed by Z-test with Bonferroni correction

*Significance level was set at p<0.05.
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Table 2: Pregnancy outcomes in H1N1 confirmed cases and non-H1N1 influenza

cases in south Brazil.

H1N1+ (n=163) IanuSr?:: T?r:=34) nJ;';'tl.’f: ?:=A46)
N Y% n % n %
Live births® 158 97.0 33 97.0 45 97.8
Stillbirths® 5 3.0 1 3.0 0 0
Miscarriages® 0 0 0 0 1 2.2
Delivery method
Vaginal births® 50 30.7 11 32.3 10 21.7
Elective cesarean sections® 67 411 14 411 11 23.9
Emergency cesarean sections® 39 23.9* 9 26.4 21 45.6*
Gestational age at birth
Mean age in weeks (£SD)" 37.0 (x4.5) - 37.2 (¥4.2) - 36.8 (£3.8) -
< 37 weeks® 38 23.3 9 26.4 15 32.6
APGAR score (mean)
1% minute® 7.6 - 8.2 - 8.3 -
5" minute® 8.8 - 9.1 - 8.9 -

Birth weight in grams (meantSD)b 3128 (+643) -

2893 (+493)

2998 (+598) -

“Fisher's exact test followed by Z-test with Bonferroni correction

®One-way ANOVA
°Kruskal-Wallis test

*Significance level was set at p<0.05 for all tests.

63



Table 3: Previous studies of pregnancy outcomes among women infected with

the 2009 H1N1

No. of No. and Pregnancy
re .nant (%) outcome No. affected Maternal Antiviral
Study preg actually
women i fected' deaths treatment
reported
LOUIE, 2010 (USA) [26] 94 32 (34) Miscarriage 02 06 81%
Miscarriage 02
Stillbirth 04
ANZIC, 2010 (AUS/NZ) [29] 64 61 (95) o 06 81%
Premature delivery 22
Low birth weight 18
15 (35) Premature delivery 06
HEWAGAMA, 2010 (AUS)[28
( 28] 43 Stillbirth/neonatal 01 7%
24 (56) 03
death
169 (21 Premature deliver 51
SISTON, 2010 (USA) [25] 788 (21) : { Yy 30 84%
200 (25) Miscarriage 08
CREANGA, 2010 (USA) [27] 62 40 (65) - remature delivery 06 02 50%
’ Neonatal death 02 °
Stillbirth 02
Loss of pregnancy 04
DUBAR, 2010 (FRA) [14] 314 146 (46) (<24weeks) 03 95%
Premature delivery 26
Low birth weight 22
] Premature delivery 17
GERARDIN, 2010 (FRA) [13] 271 139 (51) Congenital 01 - 86%
anomalies
Stillbirth 07
Loss of pregnancy 05
PIERCE, 2011 (UK) [15] 272 256 (94) (<24week§) i )
Premature delivery 58
Congen_|tal 08
anomalies
Stillbirth 08
Loss of pregnancy 03
PRESENT STUDY, 2012 (BRA) 589 243 (41) (<24weeks) 24 56%
Congenital
) 01
anomalies
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Abstract

Introduction: The emergence of a new subtype of the influenza virus in 2009 generated interest in the international medical
community, the media, and the general population. Pregnant women are considered to be a group at risk of serious
complications related to the HIN1 influenza virus. The aim of this study was to evaluate the outcomes and teratogenic
effects of pregnancies exposed to the HIN1 virus during the Influenza A epidemic that occurred in the state of Rio Grande
do Sul in 20009.

Methods: This is an uncontrolled prospective cohort study of pregnant women with suspected symptoms of Influenza A
who were reported in the Information System for Notifiable Diseases - Influenza (SINAN-Influenza) during the epidemic of
2009 (database from the state of Rio Grande do Sul, Brazil). There were 589 cases of pregnant women with suspected
infection. Among these, 243 were tested by PCR and included in the analysis. The main outcome measures were: maternal
deaths, pregnancy outcome, stillbirths, premature births, low birth weight, congenital malformations, and odds ratios for
HIN1+ and non-H1N1 pregnant women.

Results: There were one hundred and sixty-three (67%) confirmed cases of HIN1, 34 cases (14%) of seasonal Influenza A and
46 (19%) who were negative for Influenza A. There was no difference between the three groups in clinical parameters of the
disease. There were 24 maternal deaths — 18 of them had HIN1. There were 8 stillbirths — 5 were children of H1N1
infected mothers. There were no differences in perinatal outcomes.

Conclusions:The present data do not indicate an increase in teratogenic risk from exposure to the influenza A (HIN1) virus.
These results will help to strengthen the data and clarify the health issues that arose after the pandemic.
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Introduction

The emergence of a new subtype of the influenza virus at the
end of March 2009 generated interest in the international medical
community, the media, and the general population. The influenza
A (HINI) epidemic began in Mexico and rapidly spread to other
countrics around the world [1] and was declared a pandemic by
the World Health Organization (WHO) approximately  two
months after the first cases appeared [2]. In Brazil, it was declared
pandemic in mid-July 2009,

The Influenza A HINI virus is the product of multple genetic
rearrangements among strains of influenza that had previously
been circulating. Some of these were unigue to swine and birds
and became capable of infecting humans [3].

Pregnant women are considered to be a group at nsk of serious
complications related to the HINI influenza virus, with high

PLOS ONE | www.plosone.org

morbidity and mortality observed in both previous [4-6] and
recent [7,8] epidemics. Studies of the consequences for pregnancy
and the fetus, both for the influenza and its treatment, are also

important in the context of public health,

The only known specific treatment, which is supported by
recent evidence, i the use of the neuraminidase inhibitors
zanamivir and oseltamivir, of which only the latter & available
in Brazil.

Rio Grande do Sul i3 the southernmost state of Brazl Tt
oceupies 3% of the national temitory and has a population of
10,914,128 mhabitants (2009), which corresponds to about 6%

the national population. The climate in this state has spec

of

charactenstics that are diffi

rent from the rest of the country. For

example, it has the lowest temperatures for the Brazilian winter

(humid subtropical climate with average temperatures between
15°C and 18°C) [9].
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During the Influenza A (HINI) pandemic in 2009 there were
44,544 cases confirmed n Brazl and 2,051 deaths recorded. In
Rio Grande do Sul, there were 8314 reported cases, 3576
confirmed cases (8% of total cases in Brazil), and 297 deaths
(14.5% of nadonal deaths) [10,11].

As for effects on the embryo/fe
the teratogenic potential of the influc

all few studies on
It has he
of de in
ermia [12].
Few studies focus on the teratogenic effects of this virus on the
embryo/fetus [13-17].

Analyses of the effects of Influenza A HINI on pregnancies
during the pandemic of 2009 have focused primarily on matemnal
mortality and morbidity, in part due to the immediacy of the
pandemic and the speed with which the series of cases were
published [15]. The follow-up of women after hospital admission,
with a focus on pregnancy outcomes, has now been further
investigated [15,16,18]. Some of these studies confirm the worse

, there a

za virus.

=T

suggested that there is a potential increase in the

neural tube closure assoc

ted with matemal hyp

outcomes in pregnant wornen infected with HINIT Influenza virus

and proved the benefits of vaccinat and treatment for this

condition [18,19].

In South America, only one Brazilian st

y, which was
conducted with 57 hospitalized women, has shown the cinical
characteristics and pregnancy outcomes of pregnant women
infected with Influenza A (HINI) during the 2009 pandemic [20].

The aim of this study was to evaluate the outcomes,including
teratogenic effects, of pregnancies exposed to the HINI virus

during the Influenza A epidemic that occurred in the state of Rio

Grande do Sul in 2009,

Materials and Methods

This 1s an uncontrolled prospective cohort study that evaluated
pregnancies with exposure to the 2009 HINI Influenza virus. The
sample consisted of pregnant women with suspected symptoms of
Influenza A who were reported in the Informaton System for
Notifiable Discases - Influenza (SINAN-Influenza) during the
epidemic of 2009 (database from the state of Rio Grande do Sul).

SINAN is maintained by the reporting and investigation of cases
of diseases and conditions that appear on the national st of

discases for which notification 15 compulsory. Besides  the
Individual Notificadon Form (FIN), the system also provides an
Individual Investigation Form (FIT), which is a research guideline
that enables the identfication of the source of infection and the
mechanisms of disease transmission. Most of the information
about the patient and his cinical symptoms are collected at the
time of notfication [21].

Confirmation of the infection and detection of the viral subtype
was done (when possible) through a biological sample (nasopha-
ryngeal swah) in order to perform the real dme polymerase chain
reaction (RT-PCR), in accordance with the RT-PCR. protocol for
the detection and charactenzation of Swine Influenza from the
Jenters for Disease Control and Prevention (CDC) [22].
Pregnancy follow-up was conducted by a traned team via

telephone, between July 2009 and June 1, 2011, If three phone

calls were weessful and a visit to a patient’s home could not be

arranged, a follow-up was considered to be lost. Data from
medical records or the Live Birth Ceraficate (LBC) would then be
used to verify the pregnancy outcome data. The LBC is the
standard document of the Ministry of Health and is 1
mandatory in Brazil It includes data to be filled in about th

15

mother (age, gravidity), the pregnancy (gestational age), type of
delivery, and the newbomn child (birth weight, Apgar score,
congenital malformations, etc.). The LBC does not include

PLOS OME | www.plosone.org
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information about pregnancy complications or comorbidities like

pregnancy
tes, ete.).

related hypertension/preecdlampsia, gestatonal diabe-

A home visit, when possible, was performed by a team member
aire identical to that used in the phone
interviews. This follow-up by personal contact received direct
support from the State Center for Health Surveillance (CEVS).

who used a question

Participants

During the Influenza A HINI epidemic in 2009, there were 589
cases of pregnant women suspected of infection that were reported
to the SINAN-Influenza database for Rio Grande do Sul.

Patients were excluded from this study if they did not have a
confirmed pregnancy, if it was not possible to contact them after
notification, or if they did not have a PCR performed.

For data analysis, we included only patients with infection
confirmed by PCR laboratory analysis. Follow-ups were done
either by phone, home visit, assessment of medical records, or via
the LBC mformaton.

Case Ascertainment
An influenza-

Iness (ILI) was defined as the presence of at

least one of the common flu symptoms rhinorrhea, conjunctivi

sore throat, « shortr backac]

s of breath, headad

vomiting, diarrhes, or

was reported to the SINAN-Influenza database.

A confirmed case was defined as an ILI with a positive Influenza
A (HINI) PCR, and 1s denoted as HINI+. Non-HINT Influenza
cases were those that were seasonal Influenza A or that were
negative for Influenza A (see Figure 1. Considering that the PCR
techniques were specific for HINI and scasonal Influenza A, 1t
was not possible to identify other agents among the Influenza A
negative subgroup.

Statistical Methods

We evaluated clinical parameters related to the pregnancy
(gestational age in the notification, pharmaceutical form of the
oseltamivir phosphate used, other medications taken, outcome of
pregnancy: miscarriage or birth, and type of birth) and the
newbom 1 al

hild [prematurity, low weight, presence of conge
P s P 4
A descriptive analy

was done of the samples, with means and standard deviations for

malformations, and neonatal complicatic

hoth the quantitative variables of the cincal parameters and the
frequency of the categorical varables. The analyses were done
using Fisher’s exact test followed by the Z-test with Bonferroni
correction, One-way ANOVA, or the Kruskal-Wallis test, as
appropriate. The level of significance was set at 3% for all
varables and the program used for the analyses was SPSS for
Windows, veraon 18.0.

Ethics Statement

The research was approved by the Research Ethics Committee
of the Rescarch and Post-Graduate Group at the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (CEP/GPPG-HCPA).

At the beginning of the telephone interview, o t was
reque the
records of SINAN-Influenza or for collecdon of new data, if
necessary. Informed consent was conducted verbally, since most of

ed for confirmaton of the mformation available

the interviews were conducted via  telephor The  paticnt
or “No” to the question “Do you

consent to talk by phone with a medical team and provide some

answered “Yes, I authorize

data about your flu syndrome episode and your pregnancy?’. The
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Brazil fHIN1T = 44.544 confirmed cases
= 2.051 deaths

}

Rio Grande do Sul (RS) f H1N1 = 8.314 reported cases
- 3.576 confirmed cases
> 297 deaths

v
£89 pregnant women reported

HIN1 and Pregancy in Brazl

to SINAN - Influenza /RS 2

A4

346 excluded
- Pregnancy not confirmed
- Missing contact
- Patients without PCR

| 243 PCR® performed ‘

Pl

34 Seasonal
Influenza A

| 163 HINT (+)

Negative

46 Influenza A

a Systemn for Nofifiable Diseases - Influenza - database from the state of Rio Grande do Sul.

b polanetase chaln reaction

Figure 1. HIN1 cases reported, confirmed, and with a PCR performed, in Ric Grande do 5Sul. Footnote: a. Infermation System for
Notifiable Diseases-Influenza (SINAN-Influenza): database for the state of Rie Grande do Sul. b. Polymerase chain reaction.

dei10137 1 journal.pone0088624.9001

same verbal informed consent was applied to cases of personal
interviews. All procedures were approved by GPPG and the
clinical mvestigation was conducted according to the principles

expressed in the Declaration of Helsinkd.

Results

During the Influenza A HINI epidemic in 2008, there were 589
cases of pregnant women suspected of infection who reported to
the SINAN-Influenza database for Rio Grande do Sul.

From the follow-ups done, 243 PCR test results were obtained.
There were one hundred and sixty three (67%) confirmed cases of
Influenza A HINI, 34 cases (14%) of seasonal Influenza A, and 46
(19%) negadve for Influenza A (Figure 1). Contact was made
directly in about 40% of cases. The remaining follow-ups were
facilitated by medical records or Live Birth Certificates.

The accurate gestational age at the tme of infection was
obtained in 83 follow-ups. Three women {1.2%) were in the first
trimester (011 weeks), 27 (11%) were in the second trimester (12—
23 weeks) and 53 (21.8%) patients were in the third rimester (=24
weeks).

Use of oseltamivir phosphate was identified in 137 patents
(36.3%). Adverse reactions such as vomiting, nauwsea, abdominal

pain, diarrhea, drowsiness, confusion, dizziness, headache, and
irritability were reported. There were no serious adverse events in
this study population. There was no difference when comparing
the three groups in terms of adverse reactions presented. In the
analysis of symptoms reported after use of the medication, n
comparison with the HINI+ subgroup only nausea was more
frequent in patients without HINT confirmed by PCR {OR: 0.36,
95% CI: 0.15-0.86, p=<<0.01).

Hospitalization was required for 107 of the patients. In the
HINI+ subgroup, 70 (42.9%) patents required hospitalizadon.

PLOS ONE | www.plosone.org

The other 37 admissions consisted of 6 (17.6%) in the scasonal
Influenza A subgroup and 31 (67.4%) in the Influenza A negative
subgroup. The proportion of hospitalizations 1s  significantly
different for each group; in other words, there was a predom-
inance of hospitalizatons in the Influenza A negative subgroup,
followed by the HINI+ subgroup, and finally the secasonal
Influenza A subgroup (p<0.05, see Table 1) Of these 107
patients, 38 (34.2%) were in the third trimester of pregnancy (38
HINI+).

The clinical parameters are presented in Table | and show no
differences between the subgroups.

Twenty-four maternal deaths (5.6%) were recorded, 18 of these
(73%) were HINI+ patients. Two deaths were in the seasonal
Influenza A subgroup and 2 deaths in the Influenza A negative
subgroup (Table 1), The remaining two deaths were recorded for
pregnant women for whom a PCOR was not done. Only two of
these 24 patients were not admitted to the intensive care unit and
did not require mechanical ventladon (both were from the
HINI+ subgroup). Fifteen of these women (13 were HINI+) had
recetved oseltamivir and there was an average of 3.8 days between
the onset of symptoms and treatment. Case-fatalities did not differ
between the subgroups. The total number of deaths from
Influenza (ICD-10 JO% [Influenza duc to certain identified
influenza viruses], J10 [Influenza due to other dentified influenza

virus], and J11 [Influenza due to unidentified influenza virus] for
women of childbearing age (1549 years) m 2009 in the state of
Rio Grande do Sul was 117, Of these, 97 were attributed to ICD-
10 J09 (Influenza due to a certain identified influenza virus). In
2008 and 2010 there were no deaths in this subgroup of women
that could be attributed to the ICDs mentoned above. In 2011,
there were 4 deaths in this age group (2 due w ICD-10 J09) [21].
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Table 1. Clinical parameters presented by pregnant women with influenza-like illness in south Brazil.

HIN1+ (n=163)

Seasonal Influenza A (n=34) Influenza A negative (n=46)

n o n o n o
Hospitalization® 70 42.9% -] 17.6% 31 67 4%
Mechanical ventilation® 27 166 4 11.7 10 217
Antibiotic use” 50 307 7 20.5 pa | 455
Maternal deaths® 18 11 2 58 2 43

*Fishers exact test followed by Z-test with Bonferroni correction.
“Significance level was set at p=20.05.
doi:10.1371/journal pone. 0088 6241001

These ICDs were used for comparison purposes of the matemal
deaths between the years with and without HINT pandemic.
Regarding pregnancy outcomes, we obtained 236 hve births.
Eight sallbarths were reported — five of these were for HINI+
pregnant . women, from the scasonal Influenza A

ONe WAas

subgroup, and the other two were for pregnant women for whom
There

miscarriages — one occurred in the Influenza A negative

research about the virus was not done were three

subgroup and two in pregnant women without PCR, so there
was no difference between the subgroups (Table 2). Information
regarding the type of delivery was obtained m 232 follow-ups.

There was no difference between the subgroups when companng

vaginal birth and clective cesarean sections. However, differences
were observed regarding the need for an emergency cesarcan
section (Table 2).

sestational age at birth was obtained in 222 follow-ups. The
mean gestational age did not differ between the subgroups, The
weight of the newhorns was, on average, 3128 grams (Z643) for
those born to HINI+ mothers, 2893 grams (2493 for the

scasonal Influenza A subgroup, and 2998 grams (£598) for the
Influenza A negative subgroup.

There were no reports of major comphications or malformatons
for the newhorns,

Discussion

By observing the previous pandemics and epidemics, as well as
scasonal influenza, pregnant women have been identified as a
group at nisk of higher morbidity and mortality. During the
epidemic of 1957-538, 10% of deaths from influenza in New York
(USA) occurred in pregnant women. In Mmnesota (USA), 50% of
deaths among women of reproductive age occurred  during
pregnancy [3,6].

In the influenza A (HINT) pandemic of 2009, pregnant women
were among the first cases and first deaths reported, representing
13% of deaths reported to the centers for control and prevention
of discases n the USA [7]. The first studies of this pandemic
revealed a hospitalization rate among pregnant women that was
approximately four times higher than for the general populaton

FLOS OME | www.plosone.org

Table 2. Pregnancy outcomes in HIN1 confirmed cases and non-H1N1 influenza cases in south Brazil.
HINT+ (n=163) Seasonal Influenza A (n=34) Influenza A negative (n=46)
N L n o n G
Live births® 158 970 33 970 45 97.8
Stillbirths™ 5 30 1 3.0 (1] 1]
Miscarriages® 0 o [} 0 1 2.2
Delivery method
Vaginal births® 50 3007 1 323 10 2.7
Elective cesarean sections® a7 411 14 411 1 239
Emergency cesarean sections® 39 239 9 264 il 456
Gestational age at birth
Mean age in weeks [+5D)° 30.0(£4.5 372(£42) 36.8 (£3.8)
<37 weeks” 38 233 9 264 15 326
APGAR score (mean)
1% minute® 1.6 - 8.2 - 83 -
5'" minute® 88 2.1 - 89
Birth weight in grams (mean+5D)® 3128 (+643) - 2893 (+493) - 2998 (+598) -
*Fisher's exact test followed by Z-test with Bonferroni correction.
EOne-way ANOVA.
“Kruskal-Wallis test.
“Significance level was set at p-20005 for all tests.
doi10.137 fjournal pone. 0088 624. 1002
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[7]. Therefore, pregnancy is considered a risk factor for severe
complications related to infection with Influenza A (HINI).

Despite this,

there are few studies focusing on the teratogenic

effects of this nfection.

In this study, the gestational and maternal outcomes were
almaost the same when correlated with the Influenza A HINI
virus. These results differ from other studies which show poor
pregnancy outcomes, such as increased perinatal mortality and
prematurity [13], and low birth weight [16], in the presence of
infection by the HINI virus during matemity. The study of Pie

©
et al. [15] suggests that, in comparison with uninfected pregnan-
cies, there s an increased nsk of poor pregnancy outcomes for
women infected with 2008/HINL Different from those previous
studies showing worse outcomes on HIND mfected pregnant

women compared to healthy pregnant controls, our investigation
compared the HINT mnfection with pregnant women with ILIL and
we did not find differences in outcomes among the groups. This

of

different control groups. Another study has also suggested equal

apparently contradictory results might be explained by the us

severe effects resulting from HINT infection both in pregnant
compared to non-pregnant women [17].

The present study may have been unable to detect poor
outcomes due to the sample sizes and the severity of maternal
disease in the three

«d for comparison. It should be

subgroups
noted that in the HIND exposed group in our sample the
prevalence of deaths (187163, 11%), although statistically non-

PLOS ONE | www.plosone.org

Table 3. Previous studies of pregnancy outcomes among women infected with the 2009 HINT.
No. and (%)
Ne. of pregnant actually Maternal Antiviral
Study women reported  infected’ Pregnancy outcome No. affected  deaths treatment
LOUIE, 2010 (USA) [26] G4 32 (34) Miscariage 02 06 B1%
ANZIC, 2010 (AUS/NZ) [29] 64 61 (95) Miscamiage 02 06 B1%
Stillbirth 04
Premature delivery 22
Low birth weight 18
HEWAGAMA, 2010 (AUS) [28] 43 15 (35) Premature delivery 06 [1]] T
24 (56) Stillbirth/neonatal death 03
SISTON, 2010 (USA) [25] 788 169 (21) Premature delivery 5 30 B
200 (25) Miscamiage 08
CREAMNGA, 2010 (USA) [27] 62 40 (65) Premature delivery 06 02 S0
Neonatal death 02
DUBAR, 2010 (FRA) [14] 314 146 (46) Stillbirth 02 03 G5%
Loss of pregnancy (<24weeks) 04
Premature delivery 26
Low birth weight 22
GERARDIN, 2010 (FRA) [13] m 1359 (51) Premature delivery 17 - Bt
Congenital anomalies 01
PIERCE, 2011 (UK) [15] 272 256 (54) Stillbirth 07 - -
Loss of pregnancy (<24weeks) 05
Premature delivery 58
Congenital anomalies 08
PRESENT STUDY, 2012 (BRA) 58% 243 (41) Stillbirth 08 24 56
Loss of pregnancy (<24weeks) 03
Congenital anomalies 01
doi10.137 journal pone. 0088624, 1003

significant, was almost the double of the non-HINI influenza
groups (2/34, 5.8% and 2/46, 4.5%) (Table 2). In the same line of
thought, we cannot discard possible differential effects on maternal
mortality related to HINI, since in 2009, the year of the HINI
pandemic, there were 117 deaths attributed to influenza in women
of childbearing age (1549 y

in the state of Rio Grande do

Sul, compared to none in the years 2008 and 2010, This in not a
direct evidence, but should be considered that potentially much
maore deaths had ocourred due o HINI.

Additional information was obtained about the safety of
oscltamivir, given that there had been no report of any major
complication or abnormality among the outcomes for pregnant
women who had used this drug. These data are very important
due to the large number of outcomes that could be assessed m this
study and they reinforce safety data already published in other
papers [23,24].

It is important to emphasize that the follow-ups of 424 pregnant
women were done from a sample of 389 pregnant women reported
to SINAN-Influe

72%, an average that is much higher than for many other studies

nza in 2009 This represents a follow-up rate of

published on this subject, which have among their limitations a
small number of follow-ups (Tahle 3) [15,25-29]. Of these follow-
ups, we included in the analysis 243 patients who performed PCR
in order to confirm or rule out infection.

One lmitation of our study & that we did not collect some
clinical information about the respiratory symptoms exhibited by
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the pregnant women, such as the presence of hyperthermia (and

maximum temperature) and viral load, which could account for
some of the adverse outcomes reported. However, this imitation is
also present in other recent studies on this subject [15].

The difficulty in performing follow-ups is due to the number of
mobile phones used as the main contact — phone numbers
change and phones are lost. Moreover, at the time of the Influenza
A (HINI) pandemic, the consultations were mostly conducted in
places adapted for high patient demand, thus it was more difficult
and there was a greater margin of error at the ime of completing
the personal data of the pregnant woman heing treated.

Previous experience with pregnant women exposed to Influenza
A suggests that the
of women. This

maternal outcomes are worse in this subgroup
istified the use of antiviral treatment and
vaccinations against the Influenza A HINT virus for these patients.

Regardless, our results were

therefore,

not sufficient o support  this;
it is important to emphasize that more studies are
needed, especially ones that correlate maternal exposure to the
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HINI virus with neonatal outcomes, so that we can further clarify
the health issues that arose after this pandemic.
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Capitulo V — Artigo 2

Influenza A (H1N1) Pandemic in South Brazil: Impact of the use of Oseltamivir
in pregnant women.
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RESUMO

INTRODUCAO: o surgimento de um novo subtipo do virus influenza em 2009 gerou
interesse mundial. As gestantes sdo consideradas um grupo de risco para complicagdes
relacionadas ao virus Influenza HIN1. O unico tratamento especifico conhecido € o uso
de inibidores da neuraminidase, dos quais apenas o oseltamivir estd disponivel no
Brasil.

OBJETIVO: avaliar os potenciais efeitos adversos do oseltamivir em gestantes durante
a pandemia de Influenza A HIN1 de 2009 no Rio Grande do Sul.

METODOS: estudo de coorte prospectivo ndo controlado em gestantes com sintomas
de Influenza A reportadas ao Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo -
Influenza (SINAN-Influenza), durante a epidemia de 2009 no Rio Grande do Sul.
Houve 589 casos de gestantes com suspeita de infec¢do. Os principais desfechos
medidos foram desfechos maternos e gestacionais e reacdes adversas ao uso do
oseltamivir e suas diferencas entre os grupos HIN1+ e ndo-HINI.

RESULTADOS: Uso de oseltamivir foi identificado em 221 pacientes. Houve um
maior numero de reagdes adversas relatadas em pacientes ndao-HIN1 (OR: 0,45; IC
95%: 0,21-0,97; p=0,02). Ocorreram menos Obitos maternos (7,2%) nas que receberam
oseltamivir comparativamente a 34,7% das mulheres que ndo foram tratadas (OR: 0,14,
1C95%: 0,04-0,42, p=0,0003). Da mesma forma a frequéncia de natimortos foi menor
(2,2%) nas tratadas, em comparagdo a 13,0% das nao tratadas (OR: 0,15, IC95%: 0,03-
0,89, p=0,03).

CONCLUSAO: O presente estudo indica que o oseltamivir nio aumenta a taxa de
efeitos adversos em gestantes e, por outro lado, reduz significativamente desfechos

materno-fetais graves.

Palavras-chave: oseltamivir; gestagdo; virus HIN1
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ABSTRACT

INTRODUCTION: The emergence of a new subtype of the influenza virus in 2009
generated interest in the general population. Pregnant women are considered to be a
group at risk of complications related to the HIN1 influenza virus. The only known
specific treatment is the use of the neuraminidase inhibitors, of which only the
oseltamivir is available in Brazil.

AIM: to evaluate potential adverse effects of oseltamivir in pregnancy during the 2009
Influenza A epidemic in Rio Grande do Sul.

METHODS: uncontrolled prospective cohort study of pregnant women with symptoms
of Influenza A who were reported in the Information System for Notifiable Diseases —
Influenza (SINAN-Influenza) during the epidemic of 2009 in Rio Grande do Sul. There
were 589 cases of pregnant women with suspected infection. The main outcome
measures were maternal and gestational outcomes and oseltamivir adverse reactions and
odds ratios for HIN1+ and non-HIN1 pregnant women.

RESULTS: Use of oseltamivir was identified in 221 patients. There were a higher
number of adverse reactions in non-HIN1 patients (OR: 0.45; CI 95%: 0.21-0.97;
p=0.02). There were fewer maternal deaths (7.2%) in those who received oseltamivir
compared to 34.7% of women who were not treated (OR: 0.14, CI95%: 0.04-0.42,
p=0.0003). Similarly, the frequency of stillbirth was lower (2.2%) in treated as
compared to 13.0% of the untreated women (OR: 0.15, CI95%: 0.03-0.89, p=0.03).
CONCLUSIONS: The present study indicates that oseltamivir does not increase the
adverse effects during pregnancy and, on the other hand, significantly reduces severe

maternal and fetal outcomes.

Keywords: oseltamivir; pregnancy; Influenza A Virus, HINI subtype
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Pandemia de Influenza A (HIN1) no sul do Brasil: impacto do uso do Oseltamivir

em gestantes.

Influenza A (HIN1) Pandemic in South Brazil: impact of the use of Oseltamivir in

pregnant women.

Introduciao

Influenza ¢ o paradigma de uma doenca viral na qual a evolucao continuada do
virus ¢ de fundamental importancia para as epidemias anuais e pandemias ocasionais da
doenga em humanos.

O surgimento de um novo subtipo do virus influenza no final de margo de 2009,
chamou a aten¢ao da comunidade médica internacional, da midia e da populagao em
geral. A epidemia de influenza A (HIN1) teve inicio no México, e expandiu-se
rapidamente para paises do mundo inteiro', sendo declarada pandemia pela Organizagio
Mundial da Saude (OMS), aproximadamente dois meses apOs o aparecimento dos
primeiros casos’. No Brasil, foi declarada transmissdo sustentada em meados de julho
de 2009.

No total, durante a pandemia de Influenza A (HIN1) de 2009, houve 44.544
casos confirmados no Brasil ¢ 2.051 mortes relatadas. No Rio Grande do Sul, houve
8.314 casos notificados, 3.576 casos confirmados (8% do total de casos do pais), e 297
mortes (14,5% das mortes nacionais)’.

As gestantes sdo consideradas um grupo de risco para complicagdes graves
relacionadas ao virus influenza HIN1. Os estudos a respeito das consequéncias para a
gestacdo e para o feto, tanto da gripe quanto do seu tratamento ou vacinagdo ainda sao
pouco conhecidos.

A suscetibilidade da gestante as infec¢des virais reside no fato de a gestacdo
estar associada com um desvio imunoldgico da imunidade mediada por células para a
imunidade humoral. Essa alteracdo fisiologica ¢ necessaria para a tolerancia a por¢ao
paterna dos antigenos fetais, mas causa a gestante uma maior vulnerabilidade aos
patdgenos intracelulares, como os virus™”,

Ainda que o quadro clinico em gestantes seja semelhante ao da populacdo geral,

¢ reconhecido que a infec¢ao adquirida no terceiro trimestre, inicio tardio do tratamento
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antiviral e a presenca de comorbidades sdo fatores de alto risco para o desenvolvimento
de um quadro clinico grave®.

O tnico tratamento especifico conhecido € o uso de inibidores da neuraminidase,
zanamivir e oseltamivir, dos quais apenas o Gltimo esta disponivel no Brasil’.

O fosfato de oseltamivir ¢ um pro-farmaco éster etil que nao possui atividade
antiviral, e que, apds metabolizacdo pelo figado e trato gastrointestinal, ¢ transformado
em carboxilato de oseltamivir e assim torna-se seletivo contra o virus influenza dos
tipos A e B. A principal caracteristica do seu modo de acdo ¢ a inibi¢ao seletiva de
neuraminidase, glicoproteina de liberagdo dos virions, ou seja, ele impede a saida do
virus de uma célula para outra.

Previamente ao surgimento da pandemia de 2009, firmacos antivirais como
oseltamivir eram raramente prescritos no tratamento da influenza, motivo pelo qual
informacdes de farmacovigilancia e seguranca do medicamento sdao limitadas e
recentes.” >

Os efeitos adversos mais frequentes do fosfato de oseltamivir no tratamento de
adultos com gripe sazonal sdo nausea, cefaleia, diarreia, sintomas nasais e tosse, mas
sem diferenca significativa com relacdo a placebo'®. Esses efeitos adversos ocorrem
principalmente apds a primeira dose do medicamento.

A utilizagdo do produto em gestantes requer cuidados, uma vez que ndo existem
dados suficientes nessas pacientes para permitir uma avaliagdo mais adequada quanto ao
potencial do medicamento em causar malformagdes ou toxicidade fetal em humanos®.
Ha poucos dados gerais a respeito da farmacocinética e da farmacodinamica especificas
das drogas durante a gestacdo comparadas com a populagdo geral. Alteracdes nos
processos fisiologicos € metabolicos durante a gestacdo provavelmente afetam a
farmacocinética das drogas e estudos recentes mostram que as doses padrdo utilizadas
nessa populagdo podem ser incorretas'®.

Como as mulheres gravidas estdo incluidas nos grupos de risco de morte com o
virus HINI, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ratificou a
informacao do Ministério da Satde de que o medicamento deve ser utilizado apenas se
o beneficio justificar o risco potencial para o feto. O risco - beneficio deve ser avaliado
pelo médico. Além disso, a Agéncia recomenda que a gestante deva ter a gravidez
monitorada até o nascimento da crianga3.

Existia na literatura, a época da pandemia de 2009, somente um estudo, que

utilizou dados de servigos japoneses de informacdes sobre teratdgenos, avaliando 90
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gestantes de primeiro trimestre que utilizaram doses terapéuticas de oseltamivir (75 mg,
duas vezes ao dia, por 5 dias) cujo Unico achado foi uma malformag¢do congénita
(1,1%), o que se encontra dentro do esperado para malforma¢des maiores na populacio
em geral'”.

Recentemente, alguns estudos tém investigado os potenciais efeitos adversos no
feto do uso de inibidores de neuraminidase durante a gestacdo. Esses estudos ndo
encontraram aumento no risco de bebés pequenos para a idade gestacional, baixo peso
ao nascimento, parto prematuro, malformagdes congénitas e natimortos. Entretanto,
considerando os pequenos nimeros relativos de mulheres expostas as drogas antivirais,
mais estudos s3o necessarios para avaliar a seguranca do seu uso durante a gestacio’ .

O objetivo desse estudo ¢ avaliar os potenciais efeitos adversos da medicagdo
em gestantes expostas ao oseltamivir durante a pandemia de Influenza A HINT de 2009

no estado do Rio Grande do Sul.

Métodos

Trata-se de estudo de coorte prospectivo ndo controlado que avaliou gestantes
com exposicao ao virus HINI e ao tratamento com Fosfato de Oseltamivir. A amostra
consistiu nas gestantes com sintomas suspeitos de Influenza A notificadas no Sistema
de Informagdo de Agravos de Notificagdo - Influenza (SINAN-Influenza), durante a
epidemia de 2009, banco de dados do estado do Rio Grande do Sul.

O Sistema de Informagdo de Agravos de Notificacdo - SINAN ¢ mantido pela
notificagdo e investigagdo de casos de doengas e agravos que constam da lista nacional
de doencas de notificacdo compulsoria. Além da Ficha Individual de Notificacao (FIN),
o Sistema ainda disponibiliza a Ficha Individual de Investigacao (FII), que ¢ um roteiro
de investigacdo, que possibilita a identificacdo da fonte de infec¢do e os mecanismos de
transmissdo da doenca. No momento da notificacdo ja sdo coletados a grande maioria
das informacdes a respeito do paciente e de seu quadro clinico'®.

A confirmagdo da infecgdo e deteccdo de subtipo viral foi realizada, quando
possivel, através de amostra bioldgica inica (swab nasofaringeo) para realizagdo de RT-
PCR (real time — polymerase chain reaction), conforme o Protocolo RTPCR para
detec¢do e caracterizagdo da Influenza Suina do Centers for Disease Control and

Prevention (CDC)".
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O seguimento das gestagdes foi realizado via telefone, entre julho de 2009 e 01
de junho de 2011, por uma equipe treinada. No inicio da entrevista telefonica, foi
solicitado consentimento para a confirmacao das informagdes disponiveis no cadastro
do SINAN-Influenza ou coleta de novos dados, se necessario. Depois de realizados trés
contatos telefonicos sem sucesso € na impossibilidade de visita domiciliar a paciente, o
seguimento foi considerado perdido. Foram, entdo, utilizados dados de prontuario
médico ou a Declaragdo de Nascido Vivo (DNV) para averiguar os dados de desfecho
gestacional. A DNV ¢ o documento padrao do Ministério da Saude, de uso obrigatério
em todo o territorio nacional, com preenchimento de dados a respeito da mae, gestagao,
parto e recém-nascido™.

A visita domiciliar, quando possivel, foi realizada por um membro da equipe que
aplicou um questionario idéntico ao que se utilizou nos contatos telefonicos. Esse
seguimento por contato pessoal recebeu apoio direto do Centro Estadual de Vigilancia
em Saude (CEVS).

Foram avaliados parametros clinicos relativos a gestag@o e ao recém-nascido.

O nivel de significancia foi definido como 5% para todas as variaveis.

O programa utilizado para as analises foi o SPSS para Windows, versao 18.0.

Foi realizada analise descritiva das amostras com médias e desvios-padrao das
varidveis quantitativas dos parametros clinicos e frequéncia das varidveis categoéricas.
Na anélise bivariada, foram feitas comparagdes entre as proporgoes (através do chi-
quadrado ou de testes ndo paramétricos, quando necessario).

Detalhamento adicional da metodologia e da amostra pode ser consultado em

publicacio anterior do nosso grupo®'.

Resultados

Durante a epidemia de Influenza A HINI, em 2009, foram informados ao
SINAN - Influenza, banco de dados do estado do Rio Grande do Sul, 589 casos de
gestantes com suspeita de infec¢do pelo virus.

Entre essas, foram realizados 424 seguimentos (72%). O contato foi realizado
de forma direta em cerca de 40% dos casos. O restante dos seguimentos ocorreu através
do prontuario médico ou via DNV.

Dos seguimentos realizados, foram obtidos 243 resultados de exames de PCR

(polymerase chain reaction). Cento e sessenta e trés (67%) casos confirmados de

78



Influenza A HINT1 e 80 (33%) casos de Influenza ndo-HIN1 (34 Influenza A Sazonal e
46 negativos para Influenza A) (Figura 1).

Uso de fosfato de oseltamivir foi identificado em 221 pacientes. Dessas, 86
gestantes apresentaram PCR positivo para Influenza A (HIN1) e 51 estavam no grupo
nao-HINT (Figura 1). Vinte e trés gestantes nao utilizaram essa medicagdao. Nos demais
seguimentos realizados, ndo houve informacao a respeito do uso de farmaco antiviral.

Entre as gestantes que utilizaram a medicagdo, 92 (42%) relataram reagdes
adversas como vOomitos, nausea, dor abdominal, diarreia, sonoléncia, confusdo, tonturas,
cefaleia ou irritabilidade.

Houve um maior niimero de reagdes adversas relatadas em pacientes ndo-HINI1
(OR: 0,45; IC 95%: 0,21-0,97; p=0,02). Na analise por sintoma relatado apds o uso da
medicacdo, apenas nausea foi mais frequente nas pacientes nao-HIN1 (OR: 0,36; IC
95%: 0,15-0,86; p<0,01). Nao houve diferenca significativa nos demais efeitos adversos
relatados (Tabela 1).

Caracteristicas relativas ao quadro clinico apresentado pelas gestantes estdo na
Tabela 2. Ocorreram Obitos maternos em 7,2% das que receberam oseltamivir,
comparativamente a 34,7% das mulheres que ndo foram tratadas (OR: 0,14, 1C95%:
0,04-0,42, p=0,0003). Da mesma forma, a frequéncia de natimortos foi menor (2,2%)
nas tratadas, em comparacdo a 13,0% das ndo tratadas (OR: 0,15, IC95%: 0,03-0,89,
p=0,03). Outros desfechos como necessidade de ventilagdo mecanica e uso de
antibiotico também foram significativamente maiores nas mulheres que nao receberam
farmaco anti-viral.

Nao houve relato de complicagdes maiores ou malformagdes congénitas nos
recém-nascidos entre os seguimentos realizados nas gestantes que utilizaram o fairmaco

oseltamivir.

Discussao

Observando-se as pandemias e epidemias anteriores, € até mesmo a influenza
sazonal, identificam-se as gestantes como grupo de risco, apresentando maior
morbidade e mortalidade. Durante a epidemia de 1957-58, 10% das mortes por
influenza em Nova lorque (EUA) ocorreram em gestantes22 e, em Minessota (EUA),
50% das mortes de mulheres em idade fértil ocorreram durante a gestagio™. Na

pandemia por influenza A (HIN1) de 2009, as gestantes estavam entre os primeiros
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casos e primeiros Obitos notificados, representando 13% da mortalidade reportada aos
centros de controle e prevencdo de doengas dos EUA*. A taxa de hospitalizagdo entre
as gestantes chegou a ser cerca de quatros vezes maior que na populagio em geral™”.
Portanto, a gestacdo ¢ considerada um fator de risco para as complicacdes graves
relacionadas a infec¢do por Influenza A (HINT).

Em gestantes, o quadro clinico costuma ser o mesmo que o apresentado pela
populacio adulta em geral. Um estudo® descreveu as caracteristicas das gestantes
infectadas com o virus influenza A HINI atendidas em um hospital terciario asiatico
cujos principais sintomas apresentados foram febre, tosse, rinorreia, dor de garganta,
cefaleia, mialgias e dispneia.

Estudos mais abrangentes realizados com influenza sazonal e pandémica foram
validos ao determinar beneficio do medicamento oseltamivir, mas as analises de eventos
adversos permanecem controversas. Um estudo®® descreve nausea (31%), cefaleia
(24%) e dor abdominal (21%) em criangas usando o medicamento como profilaxia para
influenza A (HIN1). Outro grupo®’ encontrou eventos adversos gastrointestinais (40%)
e neuropsiquidtricos (18%), em circunstancias semelhantes.

Uma revisao sistematica realizada em criancas comprovou diminui¢do na
duragdo dos sintomas gripais sem, no entanto, diminuir a taxa de exacerbacdes
asmaticas ou uso de antibidticos. Quanto aos efeitos adversos, essa revisao demonstrou
aumento no risco de vomitos em pacientes que utilizaram oseltamivir’. Outra revisio
sistematica que incluiu pacientes de todas as faixas etarias em uso de oseltamivir como
profilaxia contra Influenza também demonstrou eficicia desse farmaco. Nao houve
aumento na taxa de efeitos adversos nos pacientes que utilizaram a medicagdo; no
entanto, nausea e vOmitos foram mais comumente relatados nos pacientes que
realizaram terapia de duracdo estendida.”’

No presente estudo, houve um maior nimero de reagdes adversas relatadas em
pacientes ndo-HIN1 apoés o uso do oseltamivir. Na andlise por sintoma especifico,
apenas nausea foi significativamente mais frequente nas pacientes sem HINI
confirmado por PCR.

Nos ultimos anos, alguns estudos tém investigado os potenciais efeitos adversos
no feto do uso de inibidores de neuraminidase durante a gestagdo sem demonstrar
aumento no risco de desfechos adversos’ .

Em nosso estudo, os desfechos maternos (incluindo obitos) e gestacionais

(frequéncia de natimortos) mostraram-se mais graves em pacientes que nao utilizaram o
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farmaco oseltamivir, provavelmente pela gravidade do quadro clinico apresentado sem
tratamento adequado. Esses achados diferem dos encontrados em dois estudos "> que
ndo observaram diferenga nos desfechos gestacionais entre grupos expostos e nao
expostos. No entanto, em uma recente revisdo sistematica do uso de oseltamivir em
gestantes, desfechos gestacionais adversos como abortos e partos pré-termos foram
encontrados em uma taxa menor que na populacdo geral nas pacientes que utilizaram a
medicagdo, sugerindo o beneficio do tratamento adequado do quadro gripal."

Além disso, informagdes adicionais foram obtidas a respeito da seguranca do
oseltamivir tendo em vista que ndo houve relato de nenhuma complicagdo maior ou
malformagdo entre os desfechos das gestantes que utilizaram esse farmaco.

Uma possivel limitagdo do presente estudo ¢ o pequeno numero amostral das
gestantes nao tratadas para as quais estavam disponiveis informagdes de evolugdo da
gravidez.

Esses dados sdo muito importantes devido ao grande nimero de desfechos que
puderam ser avaliados nesse estudo e reforcam dados de seguranga ja publicados em
outros trabalhos. Entretanto, considerando os pequenos ntimeros relativos de mulheres
expostas as drogas antivirais, trabalhos adicionais sdo necessarios para avaliar a

seguranca do seu uso durante a gestagao.
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Figura 1 — Influenza A (H1N1) no Rio Grande do Sul: casos reportados, confirmados, uso de
oseltamivir e seguimentos realizados.

Brasil / HIN1 — 44.544 casos confirmados
- 2.051 obitos

Rio Grande do Sul (RS)/H1N1 — 8.314 casos notificados
- 3.576 casos confirmados
- 297 bbitos

589 gestantes notificadas ao
SINAN? — Influenza no RS

Excluidas
, - Gestagao nao confirmada
- Contato perdido
163 HIN1 (+) 80 ndo-H1N1 181 sem PCRP realizada

86 utilizaram oseltamivir
12 nao utilizaram oseltamivir

51 utilizaram oseltamivir
4 nao utilizaram oseltamivir

84 utilizaram oseltamivir
7 nao utilizaram oseltamivir

221utilizaram oseltamivir
23 nao utilizaram oseltamivir

a Sistema de Informag&o de Agravos de Notificagdo

b polymerase chain reaction
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Tabela 1 - Reagdes adversas ao oseltamivir em gestantes com HIN1 confirmada e com

HINI1 descartada

H1N1 + (n = 86) Nao-H1N1 (n = 51)
n % n % OR (IC 95%)'
Reacgdes Adversas 37 43,0 32 62,7 0,45 (0,21-0,97)2
Voémitos 16 43,2 13 40,6 0,78 (0,32-1,94)
Nauseas 14 37,8 20 62,5 0,36 (0,15-0,86)°
Dor abdominal 12 32,4 10 31,2 0,77 (0,28-2,12)
Diarreia 16 43,2 08 25,0 1,42 (0,52-3,99)
Sonoléncia 15 40,5 16 50,0 0,55 (0,23-1,32)
Confuséo 08 21,6 05 15,6 1,08 (0,30-4,07)
Tonturas 20 54,0 10 31,2 1,45 (0,58-3,71)
Cefaleia 20 54,0 18 56,2 0,66 (0,29-1,51)
Irritabilidade 12 32,4 05 15,6 1,71 (0,52-6,00)
Comportamento estranho 02 54 01 3,0 1,35 (0,09-38,62)
Outras reagdes’ 05 13,5 01 3,0 3,51 (0,38-81,6)
1 Teste exato de Fisher 2p=0,02 3 p<0,01

4 Outras reagdes incluiram relatos de tremores ou edema de extremidades, insoénia epistaxe, dor lombar, alucinagdes, tosse e hepatite
medicamentosa

87



Tabela 2 — Caracteristicas clinicas apresentadas pelas gestantes com sintomas suspeitos

de Influenza A e desfechos gestacionais em relagdo ao uso de Oseltamivir no Rio

Grande do Sul.
Uso de Oseltamivir Sem oseltamivir OR (IC 95%)" P
(n =221) (n=23)
N % N %
Internacéo hospitalar 120 54,3 16 69,5 0,52 (0,19-1,41) -
Ventilagdo mecanica 39 17,6 10 435 0,17 (0,06-0,51) 0,0006
Uso de antibidtico 79 357 14 60,7 0,16 (0,04-0,54) <0,005
Obitos maternos 16 7,2 8 34,8 0,14 (0,04-0,42) 0,0003
Abortos 2 09 1 43 0,21 (0,01-6,10) -
Partos pré-termo (<37 sem) 38 171 7 304 0,47 (0,17-1,37) -
Natimortos 5 272 3 13,0 0,15 (0,03-0,89) 0,03

'"Teste exato de Fisher
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Avaliacao de efeitos do Oseltamivir nas criangas expostas intra-utero durante a
pandemia de Influenza A H1N1 de 2009: uma série de casos.
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RESUMO

INTRODUCAO: as gestantes sdo consideradas um grupo de risco para
complicagbes relacionadas ao virus Influenza H1N1. O uUnico tratamento
especifico conhecido € o uso do oseltamivir, um inibidor da neuraminidase.
Estudos em modelos animais demonstraram neurotoxicidade provavelmente
relacionada a imaturidade da barreira hemato-encefalica, gerando preocupagao
sobre possiveis efeitos neuro-comportamentais em fetos humanos expostos
durante a gravidez.

OBJETIVO: descrever o desenvolvimento neuropsicomotor e possiveis
comorbidades existentes nas criangas expostas durante a gravidez ao
oseltamivir na pandemia de Influenza A H1N1 de 2009, no Rio Grande do Sul.
METODOS: série de casos com o seguimento de filhos de gestantes com
exposicao ao virus H1N1 e ao tratamento com Fosfato de Oseltamivir durante a
pandemia de Influenza A H1N1 de 2009 e notificadas ao Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificagdo - Influenza (SINAN-Influenza). Foram
avaliados fatores maternos, gestacionais e de desenvolvimento
neuropsicomotor das criangas expostas.

RESULTADOS: Cinquenta e dois seguimentos com criangas expostas ao
oseltamivir no periodo intrauterino foram incluidos nesse estudo. Trinta e uma
criangas eram do sexo masculino e as idades variaram entre 36 e 47 meses.
Atrasos afetando dois ou mais marcos do desenvolvimento foram relatados em
10 (19,2%) criangas. Nao houve diferenga entre criangas com e sem atraso do
desenvolvimento quanto aos fatores investigados.

CONCLUSAO: esse estudo demonstrou taxa de atraso do desenvolvimento
em criangas expostas durante a gravidez ao oseltamivir acima da esperada
para a populacdo geral. No entanto, analises futuras sao necessarias para

melhorar a solidez desses achados.

PALAVRAS-CHAVE: oseltamivir, gestacdo, neurodesenvolvimento.
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INTRODUGAO

O surgimento de um novo subtipo do virus influenza, no final de margo
de 2009, chamou a atencdo da comunidade médica internacional, da midia e
da populagdo em geral. A epidemia de influenza A (H1N1) teve inicio no
México, e expandiu-se rapidamente para paises do mundo inteiro’.

As gestantes sdo consideradas um grupo de risco para complicagbes
graves relacionadas ao virus influenza H1IN1. Os estudos a respeito das
consequéncias para a gestagédo e para o feto, tanto da gripe quanto do seu
tratamento ainda sdo pouco conhecidos.

Ainda que o quadro clinico em gestantes seja semelhante ao da
populagao geral, é reconhecido que a infecgdo adquirida no terceiro trimestre,
inicio tardio do tratamento antiviral e a presenca de comorbidades sao fatores
de alto risco para o desenvolvimento de um quadro clinico grave?.

O tratamento da sindrome gripal envolve, na maioria dos casos, uso de
farmacos para alivio sintomatico®*. Na pratica clinica ndo é habitual a terapia
diretamente ao agente etioldgico, tendo em vista o elevado custo da medicagao
e a falta de analises de custo-efetividade para seu uso indiscriminado.

O fosfato de oseltamivir € um pro-farmaco éster etil que nao possui
atividade antiviral, e que, apdés metabolizacdo pelo figado e trato
gastrointestinal, € transformado em carboxilato de oseltamivir e assim torna-se
seletivo contra o virus influenza dos tipos A e B. A principal caracteristica do
seu modo de acgado € a inibigao seletiva de neuraminidase, glicoproteina de
liberagdo dos virions, ou seja, ele impede a saida do virus de uma célula para
outra.

A atual recomendacdo do Ministério de Saude € de que qualquer
paciente portador de Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG) deve
receber o medicamento oseltamivir o mais cedo possivel, dentro das primeiras
48 horas ap6s o inicio de sintomas. O farmaco deve ser administrado na dose
de 75 mg, duas vezes ao dia, por cinco dias, para adultos. No caso de
gestantes, o medicamento deve ser prescrito se os beneficios superarem o

risco sob julgamento médico®.
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Recentemente, alguns estudos tém investigado os potenciais efeitos
adversos no feto do uso de inibidores de neuraminidase durante a gestagao.
Esses estudos n&do encontraram aumento no risco de bebés pequenos para a
idade gestacional, baixo peso ao nascimento, parto prematuro, malformagdes
congénitas e natimortos &'".

O Oseltamivir € liberado para uso na profilaxia e tratamento da Influenza
em criangas maiores de um ano de idade. Seu uso em criangas abaixo de 12
meses € ainda motivo de preocupagdo. Informagdes do proprio fabricante
contra-indicam o uso nessa faixa etaria, baseado em estudos pré-clinicos
realizados em ratos, que observaram neurotoxicidade'.

A despeito das informacdes apresentadas pelo fabricante, o uso desse
medicamento em pacientes menores de um ano é realizado em bebés
gravemente doentes, ou considerados como de alto risco para complicagdes da
infeccdo pelo virus Influenza. Estudos realizados até o momento néo
comprovam associagdo do uso do Oseltamivir com efeitos neuroldgicos em
criangas menores de um ano de idade. No entanto, o numero limitado e o
tamanho amostral pequeno desses estudos mantém a necessidade de melhor
avaliacdo dos efeitos desse farmaco nessa populacdo’.

O objetivo desse estudo foi descrever o desenvolvimento
neuropsicomotor e possiveis comorbidades existentes nas criangcas expostas
durante a gravidez ao oseltamivir na pandemia de Influenza A H1N1 de 2009,

no Rio Grande do Sul.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de uma série de casos que avaliou filhos de gestantes com
exposig¢ao ao virus H1N1 e ao tratamento com Fosfato de Oseltamivir durante a
pandemia de Influenza A H1N1 de 2009. A amostra inicial consistiu nas
gestantes com sintomas suspeitos de Influenza A notificadas no Sistema de
Informacgao de Agravos de Notificagao - Influenza (SINAN-Influenza), durante a
epidemia de 2009, banco de dados do estado do Rio Grande do Sul.

A confirmagao da infecgcdo e detecgao de subtipo viral foi realizada,
quando possivel, através de amostra bioldgica unica (swab nasofaringeo) para

realizacdo de RT-PCR (real time — polymerase chain reaction), conforme o
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Protocolo RTPCR para deteccdo e caracterizagdao da Influenza Suina do
Centers for Disease Control and Prevention (CDC)™.

Detalhamento adicional da amostra pode ser consultado em publicacéo
anterior do nosso grupo15.

O seguimento dos desfechos das gestagdes foi realizado via telefone,
entre os meses de abril e agosto de 2013, por uma equipe treinada, incluindo
uma psicologa. No inicio da entrevista telefénica, foi solicitado consentimento
para a confirmacédo das informacbes disponiveis no cadastro do SINAN-
Influenza e coleta de novos dados a respeito do resultado da gestacdo e
desenvolvimento da crianca

Foram avaliados parédmetros clinicos relativos a gestacdo (idade
gestacional na notificagcéo, resultado do PCR, outros medicamentos em uso,
complicagdes clinicas, consanguinidade, comorbidades maternas, tipo de
parto) e relativos ao recém-nascido (prematuridade, baixo peso, presenca de
malformagdes congénitas, complicagdes neonatais) e seu desenvolvimento
(marcos de desenvolvimento neuropsicomotor, comorbidades apresentadas e
uso de medicagoes).

O desenvolvimento neuropsicomotor foi avaliado com base na
informagdo a respeito dos principais marcos de desenvolvimento e seus
periodos esperados de aparecimento na crianga. Esses marcos constam nas
escalas de avaliacdo correntemente em uso e foram adaptados para a
populacao brasileira, sendo parte integrante da Ficha de Acompanhamento do
Desenvolvimento do Ministério da Satde do Brasil ™.

Os principais marcos do desenvolvimento avaliados e suas idades de
incidéncia esperadas sdo, respectivamente: sustento cefélico (2 a 5 meses),
sentar sem apoio (5 a 10 meses), caminhar (10 a 15 meses) e falar palavras
com sentido (9 a 15 meses) '°.

Os dados desse estudo foram analisados utilizando-se métodos

descritivos.
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RESULTADOS

Durante a epidemia de Influenza A H1N1, em 2009, foi informado ao
SINAN - Influenza, banco de dados do estado do Rio Grande do Sul, 589
casos de gestantes com suspeita de infecgdo pelo virus.

Cinquenta e dois seguimentos com criangas expostas ao oseltamivir no
periodo intra-uterino foram incluidos nesse estudo.

Trinta e uma criangas eram do sexo masculino e 21 do sexo feminino.
As idades no momento do seguimento variaram entre 36 e 47 meses.

Atraso em qualquer marco do desenvolvimento neuropsicomotor
(DNPM) foi registrado em 27 criancas (51,9%). Atraso isolado na fala foi
observado em 11 criangas, e seis apresentaram-se apenas com atraso no
inicio da deambulagdo. Atrasos mais consistentes, afetando dois ou mais
marcos foram relatados em 10 pacientes (19,2%) (Tabela 1).

A caracterizagado dos fatores de risco gestacionais e do quadro clinico
relacionado a sindrome gripal apresentada pelas gestantes esta descrita na
Tabela 2. Nao houve diferenca significativa nos fatores de risco entre criangas
com atraso no desenvolvimento neuropsicomotor (ADNPM) e com
desenvolvimento normal.

O periodo gestacional de exposigao ao oseltamivir foi principalmente no
segundo e terceiro trimestres (96,2%).

As amostras biolégicas com realizagdo de PCR resultaram em Influenza
A (H1N1) para 23 (44,2%) pacientes, Negativo para Influenza A em 13 (25%) e
Influenza A sazonal em 3 (5,8%).

Consanguinidade foi relatada em dois seguimentos. Exposicéo
gestacional ao tabagismo foi observada em 9 pacientes e ao alcool em 6
pacientes. Comorbidades maternas relatadas foram asma (n=8), diabetes (n=3)
e hipertensao arterial (n=2).

As caracteristicas do nascimento e relatos de crise convulsiva das
criangas com seguimento realizado estdo na Tabela 3. Nao houve diferenca
entre criangcas com e sem atraso do desenvolvimento nos desfechos descritos.

Parto pré-termo (<37 semanas) foi observado em 9 (17,3%) criangas.
Cesarea de emergéncia foi necessaria em 13 (25%) gestantes. Baixo peso ao
nascer (<25009) foi observado em 3 (5,8%) recém-nascidos.
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Crises convulsivas estavam presentes em duas criangas (3,8%) nos
seguimentos realizados, sendo que em apenas uma delas associa-se também
ADNPM. Nao houve descricdo de malformagdes ou outras comorbidades nas
criancas avaliadas.

Os detalhes da historia gestacional, apresentagcédo clinica do quadro
gripal materno, desfechos perinatais e de desenvolvimento infantil das 10
criangas observadas com atraso do desenvolvimento neuropsicomotor (com

dois ou mais marcos afetados) estdo na Tabela 4.

DISCUSSAO

Observando-se as pandemias e epidemias anteriores, e até mesmo a
influenza sazonal, identificam-se as gestantes como grupo de risco,
apresentando maior morbidade e mortalidade. A taxa de hospitalizagao entre
as gestantes chegou a ser cerca de quatros vezes maior que na populagdo em
geral durante a pandemia do ano 2009"".

Sendo assim, o uso de farmacos antivirais, como o oseltamivir, vem
sendo estudado de forma consistente apenas recentemente e mostram-se
seguros quando utilizados em gestantes'. Um estudo encontrou eventos
adversos gastrointestinais (40%) e neuropsiquiatricos (18%) em criangas
usando o medicamento como profilaxia para influenza A (H1N1) *°.

Em modelos animais observou-se que uma unica dose de Oseltamivir de
1000mg/kg (cerca de 250 vezes a dose recomendada em criangas) em ratos
com 7 dias de vida resultou em um excesso de mortes associadas com a
exposicao ao pro-farmaco e ao metabdlito ativo do farmaco. A concentracao
do pro-farmaco em ratos juvenis foi aproximadamente 1500 vezes maior do
que a observada em animais adultos, sugerindo que esses efeitos adversos
possam estar relacionados a imaturidade da barreira hemato-encefalica ou ao
sistema imaturo de conversdo do pré-farmaco em metabdlito ativo nos animais
jovens 12

Atraso do desenvolvimento ocorre em até 15% das criangas abaixo de
cinco anos de idade. Isso inclui atraso na fala e desenvolvimento da linguagem,
desenvolvimento motor, desenvolvimento sécio-emocional e cognitivo®®. Nosso
trabalho investigou os desfechos de neurodesenvolvimento nas criangas

expostas no periodo gestacional ao oseltamivir. Da amostra de 52 seguimentos
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realizados, ADNPM foi observado em 27 criangas (51,9%), e em dez casos
(19,2%) esse atraso ocorreu em pelo menos dois marcos, acima do limite
superior de 15% esperado na faixa etaria pediatrica (até 5 anos de idade).

A verificagdo do desenvolvimento infantii baseado no inicio das
habilidades neuropsicomotoras € uma forma simplificada de avaliacdo. Ha uma
grande variabilidade individual entre as criangas e uma ampla faixa de idade
considerada normal para a aquisicdo de um determinado marco'’?°. Sendo
assim, ndao podemos atribuir demasiada importdncia a um Unico marco
atrasado, mas sim avaliar as habilidades em conjunto. Para tanto, buscamos
avaliar de forma mais detalhada apenas aquelas criangcas nas quais dois ou
mais marcos do desenvolvimento apresentaram-se com atraso.

Também, para fins de comparacdo, apresentamos as caracteristicas
maternas, gestacionais e perinatais da amostra de uma forma subdividida entre
criangas com e sem atraso de desenvolvimento. Nao houve diferenga entre os
dois grupos nos desfechos descritos. As frequéncias de prematuridade e de
baixo peso ao nascimento estdo dentro do esperado para a populagéo
brasileira®"?2.

Por tratar-se de uma amostra de conveniéncia, nossa analise ainda
necessita de comparagbes com um grupo controle de criangas nascidas de
maes que apresentaram o mesmo quadro gripal, mas sem exposi¢ao intra-
utero ao oseltamivir. Essa avaliacdo aponta-se como uma perspectiva para
melhorar o poder dessa analise e eliminar os fatores confundidores. Além
disso, a aplicacdo de escalas de avaliacdo de desenvolvimento apropriadas
deve ser a principal melhoria a ser incorporada nessa analise.

Em conclusdo, esse estudo demonstrou taxa de atraso do
desenvolvimento em criangas expostas intra-utero ao farmaco oseltamivir muito
acima da esperada para a populagao geral. No entanto, analises futuras séo

necessarias para melhorar o poder e a solidez desses achados.
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Tabela 1 — Numero de marcos afetados nas 52 criangas avaliadas

N %
ADNPM' em apenas um marco
Falar 11 21,1
Caminhar 6 11,5
ADNPM' em dois marcos 5 9,6
ADNPM' em trés ou quatro marcos 5 9,6

'Atraso do desenvolvimento neuropsicomotor
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Tabela 2 — Caracteristicas gestacionais e do quadro clinico materno das

criangas expostas ao oseltamivir.

Criangas com ADNPM' Criangas sem ADNPM' Total
(n=27) (n = 25)
N % N % N %

Trimestre gestacional de exposi¢ao
ao Oseltamivir

Primeiro (0-11 sem) 1 3,7 1 4,0 2 3,8

Segundo (12-23sem) 10 37,0 7 28,0 17 32,7

Terceiro (224 sem) 16 59,3 17 68,0 33 63,5
Resultado do PCR

Influenza A (H1N1) 13 48,1 10 40,0 23 44,2

Negativo para Influenza A 6 22,2 7 28,0 13 25,0

Influenza A sazonal 2 7.4 1 4,0 3 5,8
Internagao hospitalar 17 62,9 20 80,0 37 71,1
Ventilagdo mecanica 9 33,3 2 8,0 11 21,1
Uso de antibidtico 11 40,7 10 40,0 21 40,4
Consanguinidade 2 7,4 0 0,0 2 3,8
Tabagismo 7 25,9 2 8,0 9 17,3
Uso de alcool 3 11,1 3 12,0 6 11,5
Comorbidades

Asma 5 18,5 3 12,0 8 15,4

Diabetes 1 3,7 2 8,0 3 5,8

Hipertenséo arterial 2 7,4 0 0,0 2 3,8

'Atraso do desenvolvimento neuropsicomotor
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Tabela 3 — Caracteristicas dos desfechos gestacionais da amostra.

Criangas com ADNPM' Criangas sem ADNPM’ Total
(n =27) (n = 25)
N % N % N %
Sexo masculino 18 66,6 13 52,0 31 59,6
Parto pré-termo (<37 sem) 7 25,9 2 8,0 9 17,3
Parto normal 8 29,6 13 52,0 21 40,3
Cesarea de emergéncia 10 37,0 3 12,0 13 25,0
Baixo peso ao nascimento (<25009) 3 11,1 0 0,0 3 5,8
Crise convulsiva 1 3,7 1 4,0 2 3,8

'Atraso do desenvolvimento neuropsicomotor
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Tabela 4 — Caracterizacdo das dez criangas com atraso no desenvolvimento neuropsicomotor em dois ou mais marcos.

Caso 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sexo F F F M M M F F F M
Idade (meses) 46 40 37 40 43 39 46 40 44 47
Periodo de exposi¢ao ao
oseltamivir
(Idade gestacional em semanas) 28 14 14 17 34 23 22 32 22 32
Inf A Inf A Neg Inf A Inf A Neg Inf A Neg
PCR' Sazonal® HIN1® Inf A* HIN1®  HINT®  InfA* NI H1N1® NI Inf A*
Internagao hospitalar + - - + + + + + - +
Ventilagdo mecanica + - - - - + - + - +
Uso de antibidtico + - - + + + - - - -
Tabagismo - + + - + - - - - -
Alcool - + + - - - - - - -
Comorbidade materna - - - - asma asma asma - - asma
hipertensao
Duracéo da gestagao (semanas) 28 24 36 38 38 39 NI 41 39 38
Tipo de parto PN CEM CEM PN CEL NI CEM CEM CEL PN
Peso ao nascimento (gramas) 3200 1955 3070 3155 3685 2955 2595 4080 3100 2500
APGAR 1' NI NI NI 9 NI 8 NI 6 9 NI
APGAR 5' NI NI NI NI NI 9 NI 9 10 NI
Sustento cefalico (meses)
(esperado = 2 a 5m) NI 6 6 5 11 6 6 5 3 8
Sentar (meses)
(esperado = 5 a 10m) 24 12 10 18 14 8 8 8 7 9
Caminhar (meses)
(esperado = 10 a 15m) 30 24 18 16 18 14 12 18 17 12
Falar palavras (meses)
(esperado = 9 a 15m) 24 36 12 18 28 24 16 18 12 18

Crise convulsiva

+

' Polymerase chain reaction; *Influenza A Sazonal; °Influenza A (H1N1); “Negativo para Influenza A
Abreviacgdes: F = feminino; M = masculino; NI = ndo informado;
PN = parto normal; CEM = cesarea de emergéncia; CEL = cesarea eletiva
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7. DISCUSSAO

Este trabalho abordou como questdo central o desfecho das gestagbes
expostas ao virus Influenza A (H1N1) e, consequentemente, ao seu tratamento
com o farmaco oseltamivir durante a pandemia do ano 2009.

O virus influenza A H1IN1 é produto de varios rearranjos genéticos entre
cepas dos virus influenza previamente circulantes, alguns destes exclusivos de
suinos ou de aves, e que se tornaram capazes de infectar humanos (Webster et
al., 1992; Medina & Garcia-Sastre, 2011).

As gestantes sdo consideradas um grupo de risco para complicagdes
graves relacionadas ao virus influenza H1N1, com grande morbidade e
mortalidade observadas em epidemias anteriores do virus Influenza (Tanaka et
al., 2009; Raj et al., 2014). Quanto aos efeitos sobre o embrido-feto, os estudos a
respeito do potencial teratogénico do virus influenza ainda s&o limitados. O unico
tratamento especifico conhecido, respaldado por evidéncias recentes, € o uso de
inibidores da neuraminidase, zanamivir e oseltamivir, dos quais apenas o ultimo
esta disponivel no Brasil.

Analises dos efeitos do virus Influenza A H1N1 sobre a gestacgéao, durante a
pandemia de 2009, focaram-se primariamente na mortalidade e morbidade
maternas, em parte devido ao imediatismo da pandemia e da rapidez com que as
séries de casos foram publicadas. O seguimento das mulheres apds a admisséo
hospitalar, com foco nos desfechos gestacionais, ainda nao tem sido inteiramente
investigado. Nesse contexto, entre os estudos realizados a respeito dessa
pandemia, alguns poucos se dedicaram também a explorar os desfechos das
gestacbes e as informagdes sobre os recém-nascidos (Tabela 4 da segéo
Introducgao).

No presente trabalho, foi realizado um estudo de coorte prospectivo nao
controlado que avaliou gestantes com exposi¢cado ao virus H1N1 e ao tratamento
com Fosfato de Oseltamivir. A amostra consistiu nas gestantes com sintomas
suspeitos de Influenza A notificadas no Sistema de Informacédo de Agravos de
Notificagao - Influenza (SINAN-Influenza, base de dados do estado do Rio Grande
do Sul).
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O artigo 1 teve como objetivo avaliar os desfechos e os possiveis efeitos
teratogénicos das gestacdes expostas ao virus Influenza A (H1N1) durante a
pandemia de 2009. Sendo assim, apresentou as caracteristicas clinicas do
quadro gripal das gestantes, suas complicacbes e, especialmente, os dados a
respeito dos desfechos gestacionais e dos recém-nascidos dessa coorte exposta.

Analisando os resultados, os desfechos gestacionais e maternos quase
nao se mostraram alterados quando correlacionados com o virus Influenza A
H1N1. Esses achados diferem de outros estudos realizados recentemente, os
quais demonstram desfechos gestacionais desfavoraveis quando na presenga de
infeccdo materna pelo virus H1N1 (Pierce et al., 2011; Mendez-Figueroa et al.,
2011). Esse estudo pode ter sido incapaz de detectar desfechos gestacionais
negativos devido ao tamanho amostral associado a gravidade da doenga presente
em ambos os grupos de comparagédo. Nos estudos anteriormente citados, que
mostraram piores desfechos, a comparagdo foi realizada entre gestantes
infectadas por H1N1 versus gestantes saudaveis, enquanto na nossa analise
houve a comparacdo entre gestantes com H1N1 versus gestantes com quadro
clinico semelhante ndo-H1N1. Entretanto, embora ndo tenha sido verificada
diferenca estatisticamente significativa, nota-se, em nossa analise, que a taxa de

obitos maternos no grupo H1N1 foi o dobro do grupo ndo-H1N1.

O artigo 2, utilizando-se da mesma coorte, teve como objetivo avaliar os
potenciais efeitos adversos da medicacdo em gestantes expostas ao oseltamivir
durante a pandemia de Influenza A H1N1 de 2009 no estado do Rio Grande do
Sul. Em nossa analise, houve um maior numero de reacdes adversas relatadas
em pacientes ndao-H1N1 apds o uso do oseltamivir. Além disso, informacdes
adicionais foram obtidas a respeito da seguranca do oseltamivir tendo em vista
que nao houve relato de nenhuma complicacdo maior ou malformacao entre os
desfechos das gestantes que utilizaram esse farmaco. Esses dados estdo de
acordo com estudos recentes que tém investigado os potenciais efeitos adversos
no feto do uso de inibidores de neuraminidase durante a gestacdo sem
demonstrar aumento no risco de desfechos adversos (Beau A-B et al., 2014; Xie

et al., 2013; Nieto-Pascual et al., 2013). Por outro lado, os desfechos maternos
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(incluindo 6bitos) e gestacionais (frequéncia de natimortos) mostraram-se mais
graves em pacientes que nao utilizaram o farmaco oseltamivir, provavelmente
pela gravidade do quadro clinico apresentado sem tratamento adequado. Essa
observacdo adiciona informacdo importante para a tomada de decisdo no

momento da escolha sobre o tratamento de uma gestante com quadro gripal.

A seguir, o artigo 3 toma como base tedrica os possiveis efeitos
neurolégicos em criangas expostas ao farmaco oseltamivir intra-utero (Okamoto et
al., 2005; Kimberlin et al., 2010). Acompanhando essa mesma coorte de
gestacdes expostas ao virus Influenza A (H1IN1) e ao seu tratamento durante a
pandemia de 2009, realizamos os seguimentos de 52 filhos dessas pacientes
avaliando seus marcos de desenvolvimento neuropsicomotor e possiveis efeitos
ou condigdes neurologicas relatadas. Atrasos afetando dois ou mais marcos do
desenvolvimento foram relatados em 10 (19,2%) pacientes. Esse estudo
demonstrou taxa de atraso do desenvolvimento em criancas expostas durante a
gravidez ao oseltamivir acima da esperada para a populagdo geral. Essas
observacdes devem ser confirmadas por estudos futuros com controle apropriado
e seguimento a longo prazo. Entretanto, levantam preocupagédo, uma vez que o
oseltamivir tem efeito sobre o desenvolvimento do Sistema Nervoso Central
(SNC) em modelos animais. Alem disso, os periodos gestacionais de uso
predominante do farmaco (2° e 3° trimestres) sdao os de maior risco para efeitos

neurocomportamentais.

Finalmente, destaca-se a importancia desses dados devido ao grande
numero de desfechos que puderam ser avaliados nesse estudo e reforcam dados
de seguranga ja publicados em outros trabalhos. Espera-se que o presente
trabalho seja capaz de contribuir para um melhor entendimento a respeito do
potencial teratogénico do virus Influenza A (HIN1) e de seu tratamento com o

farmaco oseltamivir.
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8. PERSPECTIVAS

A realizagdo desse projeto permitiu compreender a importancia da
avaliagao dos possiveis efeitos teratogénicos de condi¢gdes e farmacos comuns
que afetam um grande numero de pacientes, especialmente em situagdes atipicas
como foi a pandemia de Influenza A (H1N1) ocorrida em 2009.

Estudos futuros serdo decisivos no estabelecimento de condutas clinicas
no que diz respeito ao tratamento e manejo geral dessa condigdo em grupos
especificos de pacientes.

Nesse contexto, destacam-se:

- Avaliagao de condutas preventivas para gestantes, com especial atencao
para programas de imunizagdo que se configuram como um grande desafio de
saude publica.

- Seguimento e avaliagdo a longo prazo de criangas expostas ao farmaco
oseltamivir na busca de dados de seguranga dessa droga nesse grupo de

pacientes.

Desse modo, o término dessa tese de Doutorado abre perspectivas
relevantes e importantes para o prosseguimento dessa linha de pesquisa nas
diferentes areas abordadas, seja nos aspectos clinicos, farmacolégicos ou

epidemioldgicos do virus Influenza e de seu tratamento.
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10.1 ANEXO 1 — CARTA DE APROVAGAO DO PROJETO (GPPG 09-579)

J HCPA - HOSPITAL DE CLiNICAE‘{ DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

COMISSAQ CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

A Comissdo Cientifica e @ Comissfio de Pesquisa e Elica em Saude. que & reconhecida pela Comisséo
MNacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office For
Human Research Protections (OHRPWUSDHHS, como Institutional Review Board (IRBO0D0ODSZ21)
analisaram o projeto:

Projete: (09-579 Versao do Projeto: 04/01/2010 Versao do TCLE: (04/01/2010

Pesquisadores:
PALLO DORNELLES PICON

INDARA CARMANIM SACCILOTTO
MARIA TERESA VIEIRA SANSEVERING
MARISA BOFF COSTA

RAFAEL DA VEIGA CHAVES PICON
TANI MARIA SCHILLING RAINIERI
FERMNAMNDA DUARTE TORRES
GRAZIELLA RANGEL PANIZ

PIETRO BAPTISTA DE AZEVEDO

Titulo: AVALIACAO DO DESFECHO DAS GESTACOES NOTIFICADAS COMO SUSPEITAS DE
INFECCAD POR INFLUENZA A HIN1E TRATADAS COM OSELTAMIVIR NO RIO
GRANDE DO SUL

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodolégicos de acordo com as Diretrizes e
Normas Internacionais e Macionais, especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho
Macional de Sadde. Os membros do CEP/HCPA nde participaram do processo de avaliagdo dos projetos
onde constam como pesquisadores. Toda e qualquer alteragdo do Projeto deverd ser comunicada
imediatamente ao CEP/HCPA,
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10.2 ANEXO 2 - FICHA DE SEGUIMENTO DAS GESTAGOES NOTIFICADAS
COMO SUSPEITA DE INFLUENZA A H1N1

Data seguimento: __ / /(1) telefone (2) pessoal (3) prontuario (4) outro

Vocé consente em conversar por telefone com uma equipe medica e fornecer alguns dados referentes:
ao episodio de sindrome gripal que vocé apresentou e em relacdo ao desenvolvimento da sua gestacdo.
( ) Sim autorizo

NOME DA GESTANTE:

DUM: / / DATA PROVAVEL DO PARTO: / /

DATA INiCIO DOS SINTOMAS: /| IDADE GESTACIONAL:___ sem.

RESULTADO DO PCR:
() Influenza AH1IN1 ( ) Influenza A sazonal
() negativo para Influenza A ( ) ndo realizado

USO DE OSELTAMIVIR: ( )Sim ( )Nao
Se Sim de / / a / /
( ) Solugéo ( ) Capsula

Reagoes adversas: ( ) Sim.( ) Nao

Qual?
1) vémitos/nauseas 4) alterag¢des neuroldgicas
2) dor abdominal 5) cefaleia
3) diarreia 6) reacoes alérgicas cutaneas
7) outra
Presenca de reacbes adversas a partir da dose
Duragao das reagdes adversas: (horas/dias)
INTERNAGAO HOSPITALAR: de / / a / /
- ventilagdo mecanica: ( )sim ( )nao
- uso de antibidticos: ( )sim ( )nao
- outras medicagdes: ( )sim ( )néo
Pré-natal: local: no. de consultas:
ECOGRAFIA OBSTETRICA: _ / /  com idade gestacional: semanas
Complicagoes obstétricas: ( ) Sim. Qual? ( ) Nao
1) ameaca de aborto
2) trabalho de parto prematuro 5) outra infecgéo 8) sangramento
3) ruptura de membranas 6) diabete gestacional 9) restricdo crescimento
4) infecgao urinaria 7) hipertensao 10) condigao fetal ndo

tranquilizadora
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Obito materno: data: I
Causa do obito:

Antecedentes Gineco-Obstétricos:

Gesta: Para: Ces: NVivos: NMort:

Gem: AboEsp: AboProv:

Consanguinidade: ( ) sim ( )nao
Antecedentes de malformagoes:

Fatores de risco e Comorbidades:

- Tabagismo ( )sim ( )nao
- Ingestéo de alcool ()sim ( )nédo
- Uso de acido félico ( )sim ( )nado
- Doenga materna cronica ()sim ( )néo

Resultado da gestagao:

(MNVIVO __ / /  (2)NMORTO _/ _/ _ (3)ABOESP |/ |

(4)ABOIND __ / | -
Duracéao da gestacao: semanas

Tipo de parto: (1) normal (2) normal com férceps
(3) cesarea eletiva (4) cesarea emergéncia
Local de nascimento:

RECEM-NASCIDO:

Nome:

Sexo: (1) masculino  (2) feminino APGAR: 1°._ 5°
peso: g compr: cm PC: cm
idade gestacional Capurro: semanas ( YAIG ( PIG (
Alta hospitalar: (1) <3d (2) 3-7d (3) 8-15d (4) >15d
Intercorréncias: ( ) sim ( )néao

) GIG

LM Exclusivo: (1)0-7d (2)8d-1m (3)>1-3m (4)>3-6m (5)>6m

Pediatra:
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Exames e avaliagdes realizados ap6s o nascimento:

Obito em: / / Idade:
Causa:

Anatomo-patolégico:

Avaliacao do concepto: (1) normal (2) anormal

Responsavel pelo preenchimento:

AVALIACAO AMBULATORIAL data: 1
INDICACAO:
EXAME FISICO: Peso kg comprimento:_ cm perimetro
cefalico: cm
Dismorfias: ( ) Sim.( ) Nao
Qual?

Outras alteragodes: ( ) Sim.( ) Nao

Qual?

Eu autorizo que meu recém nascido seja submetido a avaliagdo clinica no ambulatorio de
Genética Pré-natal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Data: / /

Mde ou responsavel
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10.3 ANEXO 3 - FICHA DE SEGUIMENTO DAS GESTAGOES NOTIFICADAS
COMO SUSPEITA DE INFLUENZA A H1N1 E SEUS FILHOS

Data seguimento: __ / /(1) telefone (2) pessoal (3) prontuario (4) outro

Vocé consente em conversar por telefone com uma equipe medica e fornecer alguns dados referentes:
ao episodio de sindrome gripal que vocé apresentou e em relacdo ao desenvolvimento da sua gestacdo.
( ) Sim autorizo

NOME DA GESTANTE:

NOME DO FILHO:

USO DE OSELTAMIVIR: ( )Sim ( )N&o

Consanguinidade: ( ) sim ( )nao
Antecedentes de malformagoes:

Fatores de risco e Comorbidades:

- Tabagismo ( )sim ( )nao
- Ingestéo de alcool ( )sim ( )nédo
- Uso de &acido félico ( )sim ( )nao
- Doenga materna crénica ( )sim ( )né&o
Duragao da gestacéo: semanas

Tipo de parto: (1) normal (2) normal com forceps

(3) cesarea eletiva (4) cesarea emergéncia
Local de nascimento:

Intercorréncias: ( ) sim ( )néo

Exames e avaliagdes realizados ap6s o nascimento:

Obito em: / / Idade:
Causa:

Anatomo-patolégico:
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Avaliagao do concepto: (1) normal

(2) anormal

Teste de Triagem Neonatal (Teste do Pezinho):

( ) Normal
( ) Alterado

Marcos de desenvolvimento (idade):
- Sustento cefalico:

- Sentar:
- Engatinhar:

- Caminhar:
- Falar:
- Palavras:
- Frases:
- Controle de esfincteres:

Convulsao:
( )Sim
( ) Nao

Exame complementar:

Comorbidade:

Uso de medicacgao:

Hospitalizagao:
( ) Nao
( ) Sim. Motivo:

Cirurgia:
( ) Nao
( ) Sim. Motivo:

Responsavel pelo preenchimento:
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11.1 APENDICE 1 - Menc¢ao Honrosa de Apresentagcao Oral da 30° Semana

de Porto Alegre
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11.2 APENDICE 2 - Prémio Joao Monteiro Pina Neto — XXIV Congresso

Brasileiro de Genética Médica
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11.3 APENDICE 3 - Artigo publicado na Revista HCPA (2010)

ARTIGO ORIGINAL

DOSAGEM PLASMATICA DO FATOR DE VON WILLEBRAND E VARIAVEIS CLINICAS
COMO FATORES PROGNOSTICOS NO CANCER DE MAMA

PLASMATIC VON WILLEBRAND FACTOR MEASUREMENT AND CLINICAL VARIABLES AS
PROGNOSTIC FACTORS OF BREAST CANCER

Milton Leite Xavier', José Antonio Cavalheiro®, André Anjos da Silva®
RESUMO

Introdugio: O fator Von Willsbrand (vW) & uma glicoproteina cujo aumento da concentragdo sérica esta associade a0 me-
canisma de estimulagdo do epitélio endotelial facilitando a metastase do céncer de mama.

Objetivo: O objetivo deste estudo & avaliar o valor progndstico do vW no céncer de mama, assim como variaveis clinicas.
Meétodos: Analisou-s& uma coorte de 50 pacientes com cdncer de mama (CM) do Servico de Mastologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, entre os anos 2002 e 2005, guando s avaliou o W nestes 50 casos e em 53 controles. Decorri-
dos 42 meses da dltima inclusdo, todas pacientes com CM foram chamadas para nova avaliagdo do vW por imunoturkidi-
meiria. Consideramos valores elevados de vWW quando acima de 160%. As pacientes foram analisadas de acordo com faixa
etiria de até 59 anos ou = &0 anos de idade. O desfecho dinico foi dividido entre bom (sem evidéncia de doenga) & ruim
(Bbito ou com evidéncia de dosnga).

Resultados: Obtivemos nova coleta em 41 pacienies que relornaram gara revisdo. O fator vW isoladamente ndo apresen-
tou um bom desempenho prognostico para o seguimanto do CM em relagio ao desfecho clinico. Prasenga de Infonodos
axilares positives, indice de massa corporal {IMC) =30 kg/m2, menarca =11 angs e tamanho tumaral >2 cm foram as varia-
vels significativas para determinagdo do prognostico nasta coorts.

Conclusdes: Nests estudo o fator de vW ndo se mostrou bl para determinacdo de progndstice no CM, enguanto gues o
estado axilar e o didmetro tumoral foram fatores determinantes de sobrevida. Mais estudos sdo necsssarios para confirmar
s2 a menarca e o IMC também s3o fatores progndsticos.

Palavras chave: VonWillebrand; fator prognéstico; cancer de mama
ABSTRACT

Background: The YWon Willebrand factor (wW) is a glycoprotein whose high serum levels are associated with the mechanism
of endothelium stimulation promoting metastatic processes in breast cancer.

Aim: This study is to assess the prognostic value of vW in breast cancer, as well as other clinic variables.

Methods: We evaluated a cohort of 50 patients with breast cancer (BC) who were being treated at the Mastology Depart-
ment of Hospital de Clinicas de Porto Alegrs from 2002 to 2005. We measured the vW levels of these 50 patients and 53
controls. Forty-two months after the last patient was included in the study, all patients with BC had their VWV levels measured
by means of immunoturbidimetric assay. vW values above 160% were considered high. The patients were divided into two
age groups: 59 years old or younger and §0 years old or older. The clinical outcome was good (no evidence of disease) and
poor (death or evidence of disease)

Results: We obtained naw blood samples or forty-one who returned to revision. Individual values of wWW did not show a good
prognostic information in the follow up of patients with breast cancer in relation o dinical outcomes. Positive axillary lymph
nodes, body mass index (EMI} =30 kg/m?, menarche =11 years old, and tumor size >2 cm, were significant prediciors of
prognosis in this cohort.

Conclusions: In this study vW as not useful to determine prognosis in breast cancer, while axilary status and wmoral size
were predictive factors of survival. More studies are necessary to confirm if menarche and BMI are prognostic factors t0o.

Keywords: Von Willebrand; prognostic factors; breast cancer
Rev HCPA 2010;30{2):105-110

O Fator Yon Willebrand {(«W) € uma glico-
proteina sintetizada nas celulas endoteliais e
nos megacariocitos (1). O aumento das concen-
tracdes sérncas do vW\W esta associado com uma
série de condicdes patolagicas (1,2) como o di-
abete melito, hepatopatias, colagenoses, infarto,
neoplasias malignas e outras condicdes gue
cursam com o aumento da proliferagdo endoteli-
al e dano vascular.

A neoangicgénese & responsdvel pela nu-
tricdo e scbrevivéncia dos tumores solidos, pela
invasdo wvascular e a metastatizacdo tumoral
(2,3), depende de fatores facilitadores que esti-
mulem o epitelic endotelial & o fator de WW tem
sido associado a esse mecanismo (4,5).

A literatura & pobre no estudo da associa-
cio entre o vW e o cancer de mama (CM) (5),
nao sendo conheacida sua prevaléncia na popu-
lacdo da maioria dos paises. Estabelecemos

1. Deparamento de Ginecologia e Obetetricia, Universidads Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

2. Semvigo de Mastologia, Hospital de Clinicas de Porto Aleare.

3 . Académico, Faculdade de Medicina, UFRGS.

Contato: Milton Leite Xavier. E-mail: 000037 T4@famed.ufrgs.br (Porto Alegre, RS, Brasil).
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previamente a frequéncia percentual dos valores
do fator wW\, em 50 pacientes com cancer de
mama & em 53 controles sem cancer de mama,
sendo respectivamente de 30% e 11% (6).

Fela possibilidade de terapia antiangioge-
nico (8,7) o cbjetivo principal deste estudo foi
avaliar o vW em pacientes com cancer de mama
como um fator prognostico. O objetivo secunda-
ric zfoi avaliar outras variaveis clinicopatolégicas
que possam ter incluenciado o desfecho clinico
destas pacientes.

METODOS

O calculo amostral, em estudo caso e con-
trole, com pacientes pareadas por idade (5), foi
baseado na hipotese de que o fator de VW este-
Ja alterado em apenas 10% da populacdo sau-
davel e de que a prevaléncia nas portadoras de
cancer de mama seja de 40%; nestas condicdes
o ‘n” & de 90 pacientes, na proporcdo 1:1, para
casos e contreles. Incluiu-se 50 pacientes com
cancer de mama. Esta coorte foi constituida no
Servigo de Mastolegia do Hosptital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA) entre junho de 2002 e
margo de 2005 O criténo de inclusdo fol a pre-
senca de tumor de mama até 5,0 ecm e axila sem
evidéncia clinica de comprometimento. Os crité-
rios de exclusio foram pacientes com diabete,
cardiopatia, hemoglobina inferior a 10,5g/dL
contagem de plaquetas inferior a 100 mil ou a-
cima de 440.000/pL e presenca de qualguer fo-
co infeccioso. Todas assinaram o consentimento
informado e ndc ha conflito de interesse nos re-
sultados.

O fator vW, determinado pela técnica de
imunoturbidimetria, no plasma, fol categorizado
em noermal (6) (valores de 50 até 160%) e ele-
vado (valores acima de 160%). As outras varia-
vels analisadas foram idade, pesc e estatura
para avaliar o indice de massa corporal (IMC),
menarca, stafus axilar e tamanho tumaral. A
técnica de coloracdo uillizada, no diagnastico
histopatolégico, foi hematoxilina e eosina (HE).
O patologista ndo fol informado dos valores do
fator vW. Da mesma forma, o bioguimico que
determinou o fator de wW ndo tinha conhecimen-
to da patologia da paciente. Todas foram trata-
das no Servico de Mastologia do HCPA (T), ten-
do 27 pacientes sido submetidas a mastetomia
radical, 22 a cirurgia conservadora associada a
radioterapia e uma optou apenas pelo uso de
tamoxifeno. Menhuma apresentava axila clini-
camente comprometida, sendo 20 casos com T1
e 30 casos com T2, Das 49 operadas, 23 fize-
ram setorectomia e as demais mastectomia; 41
receberam quimioterapia (Qt) adjuvante com
esquema FAC, trés receberam apenas tamoxi-
feno e 5 nada receberam. Das 41 que fizeram
2at, 15 também receberam tamoxifeno.

Ao completar 42 meses da dltima inclusio,
realizou-se novo recrutamento das 50 pacientes,

através de telefonema ou de carta, no periodo
de junho/2007 até julho/2008, para nova wverifi-
cacdo do fator de vWW. Desta coorte, 41 fizeram
a coleta de amostra de sangue para a dosagem
plasmatica do fator W, realizado pela técnica
de imunoturbidimetria.

Correlacionou-se os valores do vW por o-
casio da primeira inclusdo, com os valores atu-
ais. A faixa etaria foi categorizada em igual, ou
menor do que 59 anos e a partir dos 60 anos
(idosas).

2 desfecho clinico fol categonzado, com
boa evolugdo (sem evidéncia de doenga) e ma
evolugio (obito pela doenga e com doenca). A
correlacdo da evolucdo clinica fol realizada com
05 seguintes pardmetros, registrados por ocasi-
8o da inclusdo: fator vW, categorizado em até
160% e acima; status axilar, categorizade em
linfonodo negativo (LN —) & positivo (LN+), inde-
pendente do numero positivo; IMC, categorizada
como ndo obesa e obesa, quando o IMC fosse =
30 ou = 30 kg/m®, respectivamente. A menarca
fol categonzada em precoce, quando igual ou
inferior a 11 anos & ndo precoce, acima de 11
anos; e nddulo, categorizado em T1, menor ou
iguala 2.0 cme T2, de 2,1 ate 5,0 cm.

A analise estatistica dos wvalores do fator
vW foi pelo teste t para diferenca entre médias.
Avaliou-se a correlacio entre fator VW e evolu-
cao clinica, categorizada em sem dosnga atual:
1, ou falecida com doenca: 2; e entre o fator de
vW e os fatores de risco em avaliagdo. As varia-
vels categdricas foram analisadas pele QF e
Fearson, para estudo de coorte. Ma analise mul-
tivariada com as variaveis significantes da anali-
sz univanada o M ficou em 46, sendo 20 casos
de T1 e 16 de TZ. Nesta circunstancia acrescen-
tou-s2 o tamanho dos nodulos, como vanavel
continua. A sobrevida livre de dosnga foi avalia-
da pela curva de Kaplan-Meyer.

C estudo foi aprovado pela Comissdo Cien-
tifica e Comissido de Pesquisa e Etica em Salde
(CEP) do HCPA.

RESULTADOS

Das 50 pacientes iniciais, obtivemos nova
coleta de sangue em 41. Das nove pacientes
restantes, ocorreram cinco obitos consequentes
ao cadncer de mama (10%), um caso de dbito por
infarto do miocardio (2%), com 62 meses de e-
volugdo, sem deoenca. Trés ndc compareceram
a caoleta (6%), porque maram em outro munici-
pio e ndo atenderam a convocacdo, embora fa-
cam revisdo periddica. Estdo vivas 44 delas,
apds decorrido o seguimento médio de 57 me-
ses, com minimo de 43 @ maximo de 72 meses.
Trés estdo vivas e com doenga. Uma faleceu de
infarto, sem doenca aparents, e foi excluida da
analise. Deste grupo, 41 (82%) apresentam-se
clinicaments sem dosnca.
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As caracteristicas das pacientes estio na
Tabela 1. A correlacdo dos valores do vW, pre e

renca fol estatisticamente significativa. As mé-
dias e as vanancias do vW pré e pos-tratamento

foram 137.07% e 208937%, 17997% e
AT56,32%, respectivamente. Ha significancia
estatistica (P <0,001).

pés-tratamento, estdo na Tabela 2, ao passo
que na Tabela 3 sdo apresentadas as correla-
coes entre faixa etaria e fator de VW, em que se
encontrou valores pés-tratamento mais elevados
em mulheres com mais de 60 anos, e essa dife-

Tabela 1 — Caracteristicas demograficas e clinicas das pacientes.

Wariavels M Media =DP Extremos
ldade (anos) 49 56,3 2123 34-78
ld menarca (anos) 46 13,4:2 4 10-26
Id menopausa (anos) 29 488 +5 3 36— 61
M® de gestaghes 47 25 =07 o0 —-03
IMC (Kg/m*) 48 27,3 +49 19 -399
Wan (%) 45 1348 2445 AT — 248
Wil (%) 41 179,59 +58.9 75— 378

YWon: valores iniciaiz do fator de Von Willsbrand, Wil valores do 2° recrutamento.

Tabela 2 — Resuliados do fator W, nos 41 casos em que se fez as duas avaliagdes.

Fator de wWW Pre-tratamento (Von) Pos-ratamento (NIl Yalor P
Afe 160% 28 (B8,3%) 16 {39 ,0%) 0,007
Acima de 160% 13 (31,7%) 25 (61,0%) 0,007

Tabela 3 — Andlise pré e pos-tratamento dos valores VW correlacionados com a idade,
categorizada em ate 59 anos e =260 anos (N=41).

ldade/Fator vWv Atd 160% Acima de 160% Total RR [IC 95%]
Pré: v

Atd 59 anos 17 05 22 RR =128
=G0 anos 11 0a 12 [0,97 - 2,15]
Pas: v

Atd 59 anos 12 10 22 RR =250
=G0 anos D4 15 12 [1,0-&,70]

A relacdo existente entre a evolucdo clinica e os parametros avaliados estdo na Tabela 4, junto
com a fracdo atribuivel. Axila positiva, a obesidade, a menarca precoce & o T2 foram preditivos de
mau prognostico neste paciente. O fator do W ndo foi um fator preditive significativo.

Tabela 4 — Correlacio com a evolugio clinica:(méedia de 5T meses).

Risco Relativo
{12 95%)
1,40 (0,50 -32.91) -

Variaveis M Fracao Atribuivel

v = 160% 49

LM positivo 49 2,20 (1,23 -3.94) 54.5%
IMC. =30 48 2,93 (1,43 -595) 65.9%
Menarca =11 4G 5857 (1,41 -222) 82.1%
Médulo T2 49 1,63 (1,11 =2.40) 38.7%

Ma Tabela 5 & apresentada a analise estratificada com o cruzamento de dados para o fator de
viWW e na Tabela & estdo os resultados da analise multivanada, embora o nimero de pacientes tenha

Rev HCPA 2010;30(2) 107

132



Xavier NL et al

sido pequeno para esta analise, a menarca, o IMC, o tamanho do nadulo foram independentes asso-

ciados ao prognostico

Tabela 5 — Analise por tabulacdo cruzada (estratificada).

CLINICA v
1 2 Tuotal
1 TiT2 ate 2,0cm 17 2 19
2,1 até 5,0cm 13 9 22
Total 30 11 41
2 TiT2  até 2.0cm 1 o 1
2,1 até 5.0cm 4 3
Taotal 5 3

Wan valores do fator de vonWillebrand pré-tratamento; Clinica 1- % Pearson 4,794, com P=0,029, bilateral.
O risco estimado para T1T 2, tem Odds 588 {(IC 95% - 1,08 a 32,01); A taxa de Odds para coorte com vW=1,
& 1,51 (IC 95% : 1,03 a 2,21); Ma esfratificagao o QF de Cochran’s foi 5,46, com p bilateral=0,019.

Tabela 6 — Analise multivariada com as variaveis significantes.

M= 46 Yariavel dependents F teste Significincia
CLIMNICA Menarca 5,17 0,01
IMC T.20 0,01
Tamanho Tumoral 4 58 0,03
T/ T2 2492 0,09
Linfonodo Positivo 3,75 0,05

A sobrevida livre de doenca desta coorte,
de acordo com a menarca, neste periodo de ob-
servacio, € apresentada na Figura 1.

Curva de sobrevida

10 I rAErARL S
LN B 1

en ' i} i
§
-a a4
LT

oo—

Oln.l _'1)'0) an:)c. e ) Iﬂlﬁ
Temgo [MABES)

Figura 1 — Sobrewvida cumulativa até 5 anos

(Método de Kaplan Meier).

DISCUSSAQ

Estudo comparade (5), incluindo pacientes
com & sem tumor & na mesma faixa etaria, mos-
trou correlagdo positiva do fator YW gquanto a
presenca de CM e com significancia estatistica.

Salientamos que as pacientes com tumores pe-
quenos, até 2.0 cm, apresentaram a mesma fre-
quéncia (10,7%) de valores elevados para o vW
do gue as pacientes sem tumor (&) Isto mostra,
salvo novos estudos. que o fator WW n3o tem
valer no diagnastico precoce.

M3o ha estudo que correlacions o VW com
evolugdo clinica e, por isso, fizemaos a analise
desta pequena coorte incluindo outros parame-
tros. Venficou-se que apenas duas pacienies
com valores de vW acima de 160 mudaram para
valores inferiores e 14, enfre as que tinham valo-
res inferiores a 160, passaram a valores acima
de 160, mostrando que os grupos se tornaram
distintos ao longo do periodo de observacdo (ta-
bela 1).

Ma tabela 2 observa-se, apesar de termos
mantido os grupos originais, sem corrigir a idade
pelo tempeo ja decorride, uma migragde das pa-
cientes para valores do vW mais elevados. Isto
apenas demonstra corrglacdo positiva com a
faixa etaria, parescendo um fator dependents da
idade.

O fator de Von Willebrand nJo se mostrou
um discriminante para indicar a evolucio clinica,
neste periodo de observacdo, conforme analise
mostrada na Tabela 3. As variavels status axilar,
menarca precoce, obesidade e tamanho tumoral
se mostraram significantes tanto do ponto de
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vista estatistico como clinico. Os valores nor-
mais do VW pré-tratamentc estio associados
com os nodulos ate 2.0 cm. Os poucos trabalhos
que avaliaram o fator vW foram com carcinomas
mais avancados, quando a angiogenese ja esta
bem estabelecida (4,5). Para casos com T1 o
fator vW nfc se mostrou de utilidade e os vala-
res se tornaram elevados, na maioria, apds o
tratamenfo, mesmo com as pacientes aparen-
temente estando saudaveis.

A interpretagdo da Tabela 3 nos permiie a-
firmar que a paciente gue teve LN+, no momen-
to do tratamento, apresentou um risco de 2.2
vezes de ndo estar saudavel no final deste peri-
odo de observacdo. Com excecdo do fator W
todas as variaveis se mostraram como fatores
de risco para uma ma evolucio. Embora a me-
narca precoce tenha significidncia estatistica, o
intervalo de confianga amplo, demonsira um N
pequeno. O percentual de 82% representa o
quanto este fator influenciou no mau prognésti-
co.

O didmetro maximo do nédulo, acima de
2.0 cm se mostrou um preditor negativo na evo-
lugdo clinica, com risco de 1,63 vezes mais
quando comparadoe com T1. Merece referéncia
de que os tumores T1 se acompanham de bom
estado axilar e este & o fator prognastico mais
considerado na literatura (8-10). Embora o fator
v, nesta coorte, ndoc tenha influenciade na
evolucdo clinica, verificamos que os T1, habitu-
almente, se acompanham de valores do fator
v inferiores a 1680% e com frequéncia (10,7%)
similar a da populagdo (11%) sem tumor de
mama. & partir da associacdo de T1 com valo-
res baixos do fator de vW, fez-se a tabulacio
cruzada com os valores iniciais do vW, T1 e T2
e a evolucdo clinica. A analise esta anotada na
Tabela 4 e o resultado esta associado ao T1.

A Tabela 3 apresenta a analise univariada
salientando-se a categorizacdo desta no resul-
tado. Em virtude dos valores significantes reali-
zou-se a analise multivanada, cujo resultado &
apresentado na Tabela 5. Os autores acrescen-
taram, na analise, o nadulo como varnavel conti-
nua em 45 pacientes. Os resultados s3o signifi-
cativos, mas consideramos que novos estudos
sdo necessarios. com numere maior de pacien-
tes.

Além do estado dos linfonodos axilares e
do tamanho tumoral, pardamefros prognosticos
bem definidos, nosso estudo salienta gue tanto
a obesidade quanic a menarca precoce também
sdo fatores de mau prognadstico nesta coorte. A
obesidade tem sido correlacionada com os fato-
res angiogénicos que seriam os facilitadores do
crascimento tumoral & das metastases, tendo,
neste caso, a conotacdo de pior prognastico
(12).

A literatura (8-11,13) tem mostrado que va-
rios s30 os fatores de risco de aparecimento do
cdncer de mama, e, entre eles a obesidade 2 a

menarca precoce, no entante como fatores
prognosticos, estes parametros ndo tem sido
avaliados (8). O didmetro maxime tumoral e o
status axilar s3o fatores progndsticos ja bem
definidos. Este & considerade como o indicador
prognostico mais importante & nossos dados
tambem estdo de acorde com a literatura
(9,10,13).

D= valores para o vW de até 160% foram
normais nos T1 que ¥&m uma evolugdo favora-
vel, o que foi confirmado apenas na analise es-
tratificada. O fato dos valores de VW nos casos
T1 terem significdncia, parece-nos ser um fator
de confusio, porgque na populacio normal, sem
cancer, a frequéncia do vW acima de 160% & a
mesma (&). Esta associacio, na pratica clinica,
n3o ajuda no manejo terapéutico e concluimos
que o vW ndo & atil para avaliacio prognoastica.
Yerificou-se que em torno de 25% dos T2 evolu-
iram mal (clinica 2), sem disting3o quanioc aos
valores do fator vWW pré-tratamento.

Meste estudo, confirmamos que o estado
axilar & o didmetro tumoral s3o determinantes
de sobrevida, & outros estudos com maior nu-
mero de pacientes sd3o necessarios para confir-
mar se a menarca e o IMC também s3o fatores
prognosiicos.
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Abstract: The mucopolysaccharidoses (MPS) are a group of diseases arising from one of
eleven different enzyme defects, each one affecting one single step of the degradation pathway
of glycosamynoglycans. Several developments in the understanding of the MPS have oceurred
since the first clinical report about their ocewrrence in 19 17: the nature of the storage product
was recognized. a useful biomarker {mucopolysacchariduria) was developed the enzyme
defects became identified. and the gene defects were elucidated. The first successful treatment
for MPS diseases was bone marrow transplantation, which was introduced for the therapy in
1980, Ower the last decade, a whole new set of therapeutic approaches have become available
or are currently in development to address MPS. Intravenous enzyme replacement therapy,
already approved for MPS L II, and W1, will possibly be available for MPS IVA and for MPS
WII within the next few vears. Intrathecal enzyme replacement therapy (tested in animals and
already reported in a few patients) may become a tool to reat or prevent the central nervous
system (CNS) manifestations which occur in several MPS. Substrate inhibition therapy using
small molecules which cross the blood—brain barrier is also being tested for MPS types with
CNS manifestations. In vitro studies point out that chaperones may also be of therapeutic value
when the main cause is protein misfolding and retention at the endoplasmic reticulum. Stop-
codon read-through strategy has been tried in preclinical studies with MPS models caused by
nonsense mutations. Preclinical studies assessing gene therapy also show quite encouraging
results, and this modality of treatment is now moving toward clinical development. The use of
neural stem cells in MPS types which have CNS involvement is also promising. It is important
to point out that MPS diseases are hard to treat, and demand specific therapies with a broad
range of supportive measures. An additional challenge arises from the high cost of these tech-
nology intensive approaches, and this needs to be addressed if the treatments are to become
widely available. Finally, since there is evidence that early diagnosis followed by early reatment
considerably improves the health outcomes for these patients. newborn screening is becoming
increasingly important for the early diagnosis of affected patients.

Keywords: mucopolysaccharidoses, glycosaminoglyeans, treatment, enzyme replacement
therapy. gene therapy, lysosomal diseases

Introduction

The group of the mucopeolvaaccharidoses (MPS) includes diseases ansing from
eleven different enzyme defects, each one affecting one single step i the degra-
dation pathway of glycosaminoglycans (GAGs). In this step, particular species of
GAGs are accumulated, and a characteristic picture 15 observed in the patients who
present with one of the eleven MPS tvpes. In each MPS type, a broad heterogeneity

of manifestations 1s usually observed, tentativelv related to residual enzyme activity,
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which could be conditioned by the underlying gene defect
{with a trend to be more severe when gene rearrangements
or frameshift nonsense mutations cceur, and more attenuated
when missense mutations are involved). Many developments
in understanding the MPS have occurred since they were
first reported in 1917: the nature of the storage products was
recognized, a useful biomarker (mucopolysacchariduria) was
developed, the enzyme defects became identified, and the
gene defects in all the diseases became known.!

The first successful treatment for these diseases was bone
marrow transplantation (BMT), introduced in 1950, BMT or
hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) 15 stillused,
and its main indication at present 1s for therapy of the severe
form of MPS [ {Hurler disease) when the transplantation can
be performed before the age of 2.5 years or when the patient
presents with an intelligence quotient greater than 70. If
performed later, BMT/HSCT will not prevent the cognitive
decline that cccurs in this form of the diseasze, and other forms
of therapy will be preferred due to the high mortality and
morbidity rates associated with the transplantation procedure.
For this reason BMT/HCST 15 not usually indicated for the
more attenuated forms of MPS [ or MPS VI, despite the
reports of successful outcomes in these MPS types. BMT/
HSCT does not seem to be anoption for MPS 11 and MPS TV,
and 1ts indication in MPS 11 1s still controversial.

Following the success of enzvme replacement therapy
(ERT) far the treatment of Gaucher disease, this method of
treatment was also developed for MPS and 1s now available
for MPS I (since 2003), MPS VI (since 2005), and MPS 11
(since 2006), and has certainly improved the outcome of
patients affected by these MPS types.

The storage of GAGs still seems to be the primary
problem in MPS, but it 15 now well known that this launches
a cascade of pathogenic mechanisms, opening the door for
the use of different therapeutic approaches targeting different
disease mechanisms.

This review does not focus on the available BMT/
HSCT and ERT approaches, but rather concentrates on the
emerging treatment options for these diseases, including
intravenous ERT for further MPS types, intrathecal ERT,
substrate reduction therapy, the use of chaperones, stop-
codon read-through (SCRT), gene therapy, and the use of
neural stem cells.

Intravenous enzyme replacement
therapy
ERT wnvolves regular-infusions of a recombinant product

which 15 similar to the deficient enzvme missing in the

specific MPS type. Before the advent of therapies targeting
the deficient enzyme activity, the treatment of MPS was
mainly focused on the prevention and care of complications,
which is still a very important aspect in the management of
these patients.** ERT is the main specific treatment alreadsy
available for some tvpes of MPS, which brings substantial
benefits to the patients. Over the last few years, the prognosis
of the dissase in MPS patients has improved considerably due
to better understanding of the complications, the better sup-
portive care provided, and alzo due to the specific therapies
developed for some MPS types.* However, improvements
are more noticeable in some areas (visceromegaly, respira-
tory systeni, heart muscle, joint mobility, endurance) than
in others (heart valves, cornea, skeletal svstem, and central
nervous svstern [CNS] manifestations).*~

It is important to mention that the production of anti-
bodies against the recombinant enzymes may impact the
efficacy of the enzyme replacement therapy, and some
research initiatives are in progress to develop protocols to
minimize this problem.® In addition, the use of ERT before
and immediately atter HSCT has been proposed, as this would
improve the patient’s condition for the HSCT procedure, and
would provide enzvme supply while the donor cells are stll
establizshing themselves in the receptor (this would be even
more important if the donor 1s a carrier).?

Az clinical trials using ERT are already underway for
MPS IVA, and posaibly for MPS VII in the near future, we
will focus on these conditions in this section. MPS IVA, also
known as Morquio syndrome tvpe A, 1s a rare, autosomal
recessive disorder caused by a deficiency of the lysosomal
enzyme N-acetylgalatosamine-6-sulfate-sulfatase, which
catalyzes one of the steps of the catabolism of the GAGs
keratan sulfate and chondroitin-6-sulfate."” The multisys-
temic impact of this storage results in skeletal dvsplasia,
decreased endurance, and impaired quality of life. Generally,
MPS IVA patients with a severe form of the disease do not
survive beyond 20 to 40 years, whereas those patients with an
attenuated form may survive longer. Mortality 12 commeonly
due to cardiorespiratory or neurological complications."" As
no specific therapy for MPS IVA has been available until now,
palliative care haz been the primary treatment modality.

ERT is now being developed for MPS IVA, and
preliminary data from preclinical studies?" and from Phase
I/I1 clinical trials indicate the sharp decrease of urinary
keratan sulfate excretion after a few weeks of treatment, with
an additional improvement in a 6-minute walking test and
a 3-minute stair elimb test; these results are similar to those
observed in clinical trals of ERTs for MPS [, 11, and V.
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Adverse reactions are also comparable to those observed with
the use of ERT across other MPS." However, more conclusive
data on the efficacy of this therapy will not be available until
the results of the Phase 111 clinical trial are reported, and these
are to be announced in early 2013, It may be anticipated that
as the skeletal system is prominently affected in this type
of MPS, earlv treatment would be important to reduce the
burden of these manifestations, as bone 12 a difficult tizsue
to treat with ERT.

MPS VII {also known as Sly svndrome) results from a
deficiency of B-glucuromdase (GUSB) and 15 inherited as an
autosomal recessive trait. Affected patients share many clini-
cal features with patients with other forms of MPS, including
shortened life span, mental retardation, organomegaly, and
the bone and joint abnormalities that are collectively referred
to as dvsostosis multiplex. ¥ Comprehensive studies of ERT
in animal models of MPS VII (especially with mice, dogs,
and cats), which have been playing an important role in the
development of ERT for related disorders (including other

lysosomal storage disorders [LSDs])'*!7

are promising.
There 1s hope that a clinical development program of ERT
for MPS WVII wall be starting shortly, as an Orphan Drug
Designation was already granted for this product. The disease
has a broad spectrum of clinical presentations, from hvdrops
fetalis to milder forms with normal mtelligence, and it would
be expected that ERT would provide greater benefits in the
more attenuated forms, asthe bload—brain barrier (BBB) may
prevent enzyme therapy from directly helping the brain, as
15 the case with ERT in the other MPS which have involve-

ment of the CNS."

Intrathecal enzyme

replacement therapy

It is known that some types of MPS develop CNS
manifestations, which can include cerebral issue abnormali-
ties {leading to progressive cognitive deficit), and/or spinal
cord compression (leading to nyyelopathy), and/or obstruction
of cerebrospinal fluid reabsorption (leading to high-pressure
communicating hydrocephalus). As in other affected areas
(bone, joints, heart, airways, eye, ete), a reduction of GAGs
in the CNS is imperative in order to revert, stop, or at least
slow down the progression of the devastating effects of the
GAGs accumulation in the brain and meninges.

As the BBB prevents the enzyme from reaching the
brain in significant quantities, the intravenous ERT does not
address the neurological complications of the disease. Recent
animal studies suggest that intravenously administered

enzvmes can cross the BBB in small amounts: however, there

is no conclusive evidence that this alse oceurs in humans.
The attempt to deliver the recombinant enzyme intrathecally
has been shown to enhance the enzyme activity levels in the
brain (three- to 20-fold heterozygote levels).”®

The intrathecal administration of recombinant arvlsul-
phatase B resulted in a reduction in GAGs storage in the
dura of MPS VI cats.® Thus, intrathecal ERT is an effective
way to introduce enzymes into the CNS in animal models
and, although there 1z still no evidence that shows that it may
prevent cognitive impairment in MPS 1, some studies have
demonztrated behavioral improvement in ammal models
of other LSDs when enzvmes are provided directly into
the bram.'® Other studies have shown that intrathecal ERT
administered every 3 months adds substantial benefit to
high-dose intravenous ERT for the treatment of CNS storage
in MPS [ in the canine model. The primary disadvantage of
direct CNS delivery is the invasive nature of the procedure.®!
Furthermore, we should mention that, with intratechal ERT,
the distribution of enzvmes within the brain may be imper-
fect, especially in larger brains, and the benefits of intrathecal
ERT for subjects with established CNS manifestations may
be difficult to achieve.

Two case reports have described successful delivery of
recombinant enzymes mntrathecally in adult patients with
MPS I and MPS VI with spinal cord compression. In studies
of canine models, the MPS [ patient received four injections
of 3 mL of laromdase (approximately 1.74 mg of enzvme)
at monthly intervals.? The patient had improved gait, respi-
ratory parameters, and decreased use of pain medications,
without adverse events.”® The MPS VI patient had been
presenting with a slow, but apparently steady improvement
in sensitivity to hot and cold and reflexes: however, walk-
ing capacity decreased progressivelv. It was concluded that
in situations of high surgical nisk or less advanced bone
disease, the intrathecal ERT approach may be considered as
therapeutic or adjunct therapy for the MPS tvpes for which
ERT 1s available.®

The encouraging results which came from preclinical
studies and case reports have paved the way for clinical
trials investigating itrathecal therapy for MPS I (whether
associated or not to BMT/HSCT), MPS II, and MPS II1A,

and these studies are currently n progress.

Substrate reduction therapy

Since intravenous ERT appears to be nefficient in treating the
CMS mamifestations of the MPS, studies on alternative
therapeutic methods are being conducted. Substrate reduction

therapy (SRT) has recently been shown to be a promising
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strategy for treatment of neuronopathic forms of MPS and
other LSDs.* The SRT aims to decrease the amount of stored
material through the administration (usually oral) of small
molecules that are capable of inhibiting the svnthesis of the
substrate stored in that specific disease, resulting in the res-
toration of the balance between synthesis and degradation.
For the success of this type of therapy it 13 necessary that the
enzyme has some residual activity, in order to turn over the
decreased amount of stored substrate. In MPS disorders,
the strategy for SRT would be the reduction of the formation
of GAGs by inhibiting the enzvmes needed for the synthesis
of these molecules.* Inhibiting the formation of the primary
storage products should delay the development of pathologies
in MPS disorders. The most important therapeutic strategy
15 based on the use of relatively small molecules that may
cross the BBB and reach the CNS, making SRT a potential
atrategy with which to approach the neurological problems
associated with the MPS disorders. There are a number of
mhibitors of GAGs synthesis, and we will comment briefly
on the two which are considered the most important SRT
agents for MPS.

Genistein and other natural flavonoids
The compound 5.7-dihvdroxy-3-(4-hvdroxyphenyl)-4H-
l-benzopiran-4-one, known also as genistein or 4,5,7-
trihydroxyisoflavone, has been demonstrated to be an inhibitor
of GAGs synthesis in fibroblasts of patients suffering from
various types of MPS.7 Subsequent studies on MPS 11 {Hunter
syndrome) and MPS 111 (Sanfilippo syndrome) — the MPS
types in which the neuralogical symptoms are severe — indi-
cated that gemstein, a natural 1soflavone, can be effective in the
treatment of some svmptoms, including behavior and cogni-
tive dizabilities, in both mouze models (mice suffering from
MPS 11 and MPS I11B) and human patients. ! Improvement
was noticed in the short-term treatment of animals with
MPS 1L, and a complete correction of behavior was observed
in long-term treatment of animals with MPS I1IB. >

In pilot clinical studies conducted for 1 year, 1t was dem-
onstrated that treatment with a 5 mg'kg/day Genistemn-rich
isoflavone extract n 10 pediatric patients (3 to 14 years)
suffering from MPS II1A and MPS 111B resulted in a statis-
tically significant reduction in the concentration of urinary
GAGs, changes in hair morphology, and improved cogni-
tive function as assessed by special psychological tests ™
Mo adverse events related to the treatment were reported.
The effects of genistein on neurological parameters in MPS
animals and humans were assumed to be due to the ability

of this isoflavone to cross the BBB, which was previously

demonstrated.* The mechanism of genistein-mediated
substrate reduction was proposed to be due to inhibition of
tyrosine-specific protein kinase activity of the epidermal
growth factor receptor.®

Recently, Kloska et al** tested the effects of other fla-
vonolds (apigenin, daidzein, kaempferol, and naringenin) on
GAGs synthesis in cultured fibroblasts from MPS [11A and
MPS II1B patients. Thev found that daidzein and kaempferal
mnhibited GAGs synthesis significantly and as efficiently
as genistein. The study also showed that the combination
of various Havonoids 1s more effective in inlubiting GAGs
synthesis than the use of any of these compounds alone.
Moreover, these compounds were able to reduce lysosomal
storage in MPS [1IA fibroblasts and led to inhubition of GAGs
synthesis by a mechanism other than blocking of the tyrosine
kinase of epidermal growth factor receptors, as happens with
gemistein. This 12 important given that the use of tyrosine
kinase inhibitors are associated with toxie and/or adverse
effects like diarrhea and navusea, as well as skin and cardiac
toxieity: therefore, their use in the treatment of MPS patients
may result in compliance problems in the long term.

It should be mentioned that most of the trials with
genistein are open-label, and the only controlled tmal did not
find an improvement in CNS function.® There are sugges-
tions that doses as high as 160/mg/kg may be needed.® The
uze of 150/mg'kg for 12 months did not show side effects,
but two out of eight patients showed deterioration during
this period * In conclusion, although natural flavonoids may
be an option for SRT m the MPS, further climcal trials are
needed to evaluate the efficacy and safety of this potential
treatment, and to establish recommended doses.

Rhodamine B

Rhodamine B is a coloring agent also known as DMC Red
37 that used to be used in cosmetics such as lipsticks and
soaps. In vitro experiments in cultured human lip fibroblasts
showed that rhodamine B at concentrations of 25 pg/mL and
50 pg/mL led to a reduction in GAGs svnthesis.® Roberts
et al®* demonstrated that rhodamine B is an effective mhibi-
tor of GAGs production in vitro and in vivo in the MPS I114A
mouse model; however, the toxicity profile of rhodamine B
appears to be unacceptable for itz use as a drug for humans.
Although recent studies suggest that long-term treatment with
low doses of thodamine B is safe in mice.* it is still not clear
whether its safety profile would be the same for humans, and
whether treatment with such low doses mav be effective in
improving MPS symptoms, or at least stopping or slowing

down disease progression. It is important to mention that
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although rhodamine B may decrease the GAGs storage, its
use possibly would not affect the levels of gangliosides and
ather neurcnally-stored materials, which seem to contribute
to the pathophysiology of MPS disorders.

Pharmacological chaperones
Lvsosomal enzymes are synthesized and secreted into the
endoplasmic reticulum (ER) i a largely unfolded state. An
efficient intracellular system ensures that only properly folded
proteins are transported to the Golgm apparatus for further
maturation. Misfolded enzvmes are rapidly degraded by the
proteosome. Specific molecules, called “pharmacological
chaperones,” are able to increase residual enzyme activity by
rescuing misfolded mutant proteins from rapid endoplasmic
reticulum-associated degradation, and promoting the process-
ing and trafficking of mutant enzyvmes to the lysosomes. As a
result, the enzvme 1s still able to maintam its function, despite
the initial misfolding caused by a missense mutation.*

Pharmacological chaperones (PC) therapy has been
proposed and investigated as a potential treatment for many
genetic diseases, including LSDs, that result from misfolded
and/or unstable proteins. ¥4 As already pointed out, the CNS
manifestations of the LSDs do not respond to intravenous
ERT due to the inability of these exogenous enzyvmes to cross
the BBB. Other problems include msufficient delivery to
relevant tissues and organs, immunogenic reactions, and tal-
erability.*** The PC, on the other hand, are small molecules
that could be administered orally and could cross the BBB.
Despite being a novel approach, there are a few drugs that
have been proposed as PC, which are already being nvesti-
gated in clinical trials * The treatment of metabolic diseases
with competitive inhibitors such as chemical chaperones at
subinhibitory intracellular concentrations was first proposed
bee Fan et al.** They presented evidence that admimstration
of decxygalactonojinmycin at low concentrations effectively
enhanced mutant lysosomal alpha-galactosidase A activities
in lymphoblasts from Fabry patients with R3010) or Q279E
mutations. Since then, PC have been exploited for other lyso-
somal storage disorders such as Gaucher, Pompe, Tay—Sachs,
Sandhoff, GM1 gangliosidosis, and Miemann—Pick C, as well
as for the stabilization of a variety of nonlvsosomal proteins
of medical interest *44°

One of the disadvantages of a chemical chaperone,
however, 15 the fact that its treatment effect 1s restricted to
patients with missense mutations. PC might not be able to
rescue processing mutants where the mutation has affected
the active site or where the folding defect is too great to be
reversed. The compound must be hydrophobic or be able

to enter the cells through an alternative pathway and reach
the ER at concentrations sufficient to promote folding. The
concentrations of pharmacological chaperone required for
rescue might be too high and produce negative side effects.
As in Pompe patients, it may be assumed that only 1094-15%
of these patients are amenable to enhancement therapy >
In MPS, a few molecules have been studied for potential use
as chaperones in MPS 1. This group includes 2-acetamida-
1,2-didecacynojirimycin and 6-acetamido-6- deoxycastano-
spermine, which may inhibit the volved enzyme NAGLU
(deficient in MPS 1IIB) at high concentrations, but these
molecules may act as chaperones at lower concentrations.™
Feldhammer et al*? observed that glucosamine partially
rescued the lvsosomal membrane enzyme-deficient in MPS
IC, which i most cases 1s retamed in the ER and 1s not
targeted to the lysosome. Suzuki et al™ are working on a new
substance in fi-galactosidase (deficient in MPS IVB) gene

mutations, with some interesting preliminary results.

SCRT

SCRT is an approach in which there 1s suppression of
premature termination codons (PTC) by the addition of a
random amino acid in the PTC position, allowing for full
protemn translation. The translation termination mechanism
is highly conserved among most organisms and 1s marked
by three codons: UAG, UAA, and UGA. The nucleotide
sequence around the stop codon also plays an important role
in translation termination efficiency. Aminoglycosides, the
main drugs used for SCRT purposes, appear to reduce the
translation fidelity through proofreading inhibition, as they
tend to increase the frequency of amino acid msertions in
PTC sites and allow the ribosames to continue translation.™
However, aminoglycosides have minimal effects on normal
translation, as their termination signals in eukaryotes are
surrounded upstream and downstream by sequences that
increase translation termination efficiency.® Therefore, the
use of drugs as PTC suppressors in diseases such as the
MPS, in which nonsense mutations form a significant por-
tion of disease causing mutations, represents an alternative
therapeutic approach.

A few studies have shown that SCRT 1= influenced by dif-
ferent factors. Keeling and Bedwell” showed that efficiency
of stop-codon suppression by gentamicin and amikacin was
different for different codons and the adjacent nucleotides,
A study of MPS [ evaluated gentamicin as treatment for the
IDUA p.QT0X and p. W402X mutations in CHO-K1 cells,
and showed that the level of SCRT after gentamicin treat-

ment was higher for PTC with lower fidelity stop-codons.®®
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Moreover, SCRT mav not be effective in cases with mark-
edly low levels of nonsense transcnpts that occur due to
the nonsense-mediated mENA decay mechanism. which 1s
responsible for the degradation of mRENA containing PTC,
and was shown to be present in MPS. % Linde et al® showed
that in cases of efficient nonsense-mediated mRNA decay,
nonsense transcripts are markedly reduced, being msuf-
ficient in generatng enough functional proteins even when
gentamicin 1s provided.

Despite the influence of different factors. SCRT has
been tested successfully for MPS 1, which presents at least
15 PTC mutations. The first study that addressed the use
of SCRT for MPS I showed that gentanucin treatment of
fibroblasts heterozyzous for the p. Q70X and p. W402X muta-
tions restored alpha-l-iduronidase (IDUA) activity to 2.8%
of normal levels. Moreover. the treatment was able to reduce
the intracellular content of GAGs, resulting in a reduction in
lysosomal vacuolation ® Recently, Wang et al investigated
the efficiency of SCRT to suppress the p.W392X nonsense
mutation uzing gentamicin, G4 18, amukacin, paromomycin,
and the designer aminoglycosides NB54 and NB84: results
showed that NB84 suppressed nonsenze mutation more
efficiently than the other compounds.® In vive treatment
reduced urine GAGs excretion and tissue GAGs storage,

showing that this option may have therapeutic efficacy.
Although preclinical results are not always reproduced n
clinical trials (as ocourred with SCRT for Duchenne muscular
dystroply ). SCRT may be a potential therapeutic strategy for
MPS treatment with the advantage that the drugs used in this
approach, as with the drugs used for substrate reduction and
chaperone therapies, can be adnimstered crally and are able
to cross the BBB. Thus represents an opportunity for treatment
of patientz with neurological symptoms.

Gene therapy

The discovery that lysosomal enzymes can be secreted and
taken up by adjacent or distant cells via the M6F receptor,
thereby bringing about cross-correction, made gene therapy
especially attractive for the MPS disorders. Figure | shows
the rationale for gene therapy in the MPS. Both in vivo
and ex vivo protocols vsing different vectors have been
successfully tested in animal models. =%

Some nomviral approaches have been tested for treatment
of MPS. Simple hydrodynamie plasmd injections through
the tail vein resulted in partial correction in the MPS I mouse
model,* and even better results were achieved in MPS
VI mice® However, the transient expression of the transgene
made researchers look for other nonviral methods of gene

Figure | Ratonale for pene therapy m MPS dsorders

MNotes: The geneucaly moddfied cells {at the bottom) produce 3 normal copy of the enzyme, which is secreted o the excracefular media and is able to be meemalized by
adjacent cefis using the M&PR. The ntermalized enzyme reduces the giycomaminogiycan storage in the lysosome,
Abbreviations: E, erzyme: M&PR, mannose-&-phosphate recepror; ER, endaplazmic reticufum; MPE mucopaolysaccharsdoses.
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transfer. In that context, removal of some bacterial sequences
fram the construct coupled with immunomodulation allowed
for long-term expression of IDUA in MPS [ mice ™ Another
interesting approach used the Sleeping Beauty transposon
system to allow transgene integration into host cells. IDUA
activity in both visceral tissues as well as in the brain was
detected after Sleeping Beauty-mediated gene therapy 1n
MPS I mice.™ To confer protection against the immune
sstem, cell lines were transfected with plasmids and encap-
sulated into polymer membranes. This approach has shown
benefits in correcting both MPS I cells,” as well as MPS 1,717
MPS 1L and MPS VII™ mice when applied intraperitoneally.
MPS V11 muce treated with an intraventricular injection of the
capsules have also shown improvements in behavioral and
biochemical abnormalities,™ confirming that this strategy is
a potential treatment for the MPS.

However, 1t should be noted that most gene therapy
protocols for MPS include madified viruses as vectors dus
to their higher efficiency of transduction and long-term gene
expression. These vectors have been applied both in situ and
gystemically, depending on the characteristics of the MPS
studied. Mozt viral vectors used for MPS are denved from ret-
roviruses, lentiviruses, and adeno-associated viruses (AAV).

The retroviral vectors have an RNA genome that 1s cop-
ted to DNA and integrates into chromosomes, producing
long-term expression. Their main disadvantages nclude
the fact that thev only transduce dividing cells and they can
produce msertional mutagenesis.™ Protocols using a gamma-
retrovirus for MPS Tand MPS VI resulted in high and stable
serum IDUA and GUSB levels, and they complete corrections
n both mouse ®7" and dog models.”™

Lentiviral vectors are a type of retroviral vector that is
able to transduce nondividing cells. Due to this property,
they are suitable for the treatment of discases affecting the
CNS. In situ delivery of lentiviral vectors has proven to be
effective in treating brain abnormalities found in MPS IT1A,®
MPS IIB,* and MPS VII® mice. Furthermore, svstenically
injected lentiviruses also had a positive outcome on somatic
and brain diseases ™

In recent years, several studies have tested different sero-
types of AAV vectors for gene therapy in MPS. These vectors
have a single stranded DNA genome, which is converted into
a double-stranded DINA that 12 able to form concatemers in
the nucleus, leading to long-term gene expression; integration
into the chromosome occurs occasionally. Several studies
have addressed the efficacy of using AAV vectors for different
types of MPS. AAVCE gene therapy has been shown to effec-

tively transduce liver cells and ameliorate somanc and brain

abnormalities in MPS IITA mice when applied intravenously®

An intravenous injection of a AAV2/8 vector was able to
ameliorate the clinical signs found in MPS VI cats for up
to 1 vear®™ Combining an intravenous and an mtracisternal
injection of AAV-2 resulted in increased lifespan and correc-
tion of brain abnormalities in MPS I11B mice.™ Furthermore,
injections of AAVSS or AAVL2.S in dog models of MPS 1
and I1IB have shown long-term correction of abnormalines
without serious adverse effects ®

Other studies have used gene therapy in combination with
other therapies as complementary approaches. A studv on
MPS IIB mice” evaluated bone marrow transplant alone,
mtracranial AAV2/5 gene therapy alone, or the combination of
both. Combination therapy, compared to either therapy alone,
resulted 1n synergistic effects on hearing as well as CNS lvso-
somal mclusions; however, antagonistic effects were noted
on motor function and lifespan. A second study on MPS [
mice compared hematopoietic stem cell transplantation
alone (without genetic modifications) or with hematopoietic
stem cells transduced with a lentiviral vector® The ex vive
gene therapy approach was able to correct brain and skeletal
abnormalities in MPS 1 mice, which were not corrected in
the group treated with nontransduced cells. The authors
concluded that the gene therapy was able to augment the
efhicacy of the stem cell transplant.

Gene therapy also faces problems with the distribution
of the vector in the brain, which might be a challenge in
larger brains like those found in humans. In addition, we
need to learn more about the long-term effects of gene
therapy, as the inserted genes would work for decades in
humans. With the improvements in vector designs and
delivery methods, it is likelv that this approach will be
tested 1in the near future, and possibly across different types
of MPS. Clinical trials with gene therapy for MPS 11 types

are currently being planned.

Neural stem cells

Meural stem cells (NSC) have been 1solated from human
and murine brains. These cells posseas the capacity to grow
indefinitely and the potential to differentiate into three
major cell types of CMS cells: neurons, astrocytes, and
oligodendrocytes.®™ The unique properties of NSC include
their ability to migrate to distal sites, differentiate into
vartous cell tvpes, and to integrate within the host brain
without disrupting normal function.® Therefore, these cells
are attractive as delivery vehicles not anly for replacing the
deficient enzymes in the MPS but also to restore neurological

deficits present in these diseases.
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In the mouse model of MPS VI, genetically engineered
mouse NSC overexpressing GUSE were transplanted into
the cerebral ventricles of newborn mice. At maturity, donor-
derived cells were present as normal constituents of diverse
brain regions, and GUSB activity was detected along the
entire neuroaxis, resulting in widespread correction of
lysosomal storage in the mouse brain.* Meng et al® retrovi-
rally transduced a neural stem cell line derived from human
embrvonic telencephalon to overexpress GUSB. Cells were
transplanted into the cerebral ventricles of neonatal MPS VI
mice; 25 days after implant, GAGs storage in the brain was
found to be significantly reduced in the transplanted mice.
This study provided evidence that human neural stem cells
would serve as a useful gene transfer vehicle for the treat-
ment of diffuse CNS alterations in LSDs.** Another research
group used fetal neural stem cells derived from embryonic
mouse striata, and these were expanded in vitro by neu-
rosphere formation. Neurospheres were then transplanted
into the lateral ventricles of newborn MPS VII mice, and
donor cells migrated far beyond the site of injection within
24 hours. GUSB activity showed a slight increase; however,
histological analvsis revealed a widespread decrease
lysosomal storage in the recipient’s hippocampus, cortex,

and ependyma. In addition, functional assessment with

novel-object recognition tests confirmed improvements in
behavioral patterns.”™

Despite encouraging results in animal models, there are a
number of issues to be clarfied before NSC as a stem cell-based
therapy can be applied in the clinical setting. First, it should
be noted that these studies incorporated a murine model; the
mouse brain 1s small, thus allowing for the widespread diffu-
sion of lysosomal enzymes ™ Second, the long-term effects are
unknown, as mouse experiments are limited to months rather
than to the human requirement of years® Finally, the source
of the cells 1s also a matter of concern. In this sense, induced
pluripotent stem cells have major potential advantages because
patient-specific neuroblasts are suitable for transplantation, thev
avoid immune reactions, and they can be produced without the
use of human embryonic stem cells.® Although induced pluri-
potent stem cells have not yet been successfully used in clinical
trials, different groups have been successful in generating such
cells from MPS VII and MPS IIB patients.*" So far, the onbv
investigational application that has been developed to assess
the use of human NSC allografts in metabolic disorders was
specifically targeted for treating Batten’s disease (NCL2), and
this therapy seems to have been well tolerated by patients.*
Therefore, this seems to be a promising strategy for the MPS

with neurological involvement.

Table | Available and emerging therapies for the mucopolysaccharidoses™

MFS  Intravenous ERT  Intrathecal ERT  SRT Chaperones  SCRT Gene therapy MSC
| Auilable Pre-clinical studies - - Preclinical  Preclinical studies -
published: case studiss published
report published published
Il Available Clinical trial Preclinical and clinical - - Preclinical studies -
in progress studies publizhed published
& - Clinical trial Preclinical and clinical - - Prechinical studies —
in progress studies publizhed published clinical
trial in progress
e - - Preclinical and clinical  In vitro studies - Preclinical studies -
studies published published
nc - - - In vitro studies - - -
e - - - - - - -
VA Clinical trial - - - - - -
in progress
VB - - - In vitro studies - - -
Wi Available Case report - - - Preclinical studies -
published published
kil Preclinical studies - - - - Preclinical studies  Preclinical studies
ongoing: clinical published published
trial planned
X - - - - - - -

Mote! *“This cble does not mclude bone marrow transplantation/hematopoiedc stem cell ransplantation. HSCT i indicated before 2.3 years of age in severe MPS |, to

preserve cagnitive function.

Abbreviations: ERT, enzyme replacement therapy; 5AT, substrate reduction therapy; SCAT, stop-codon read-throwgh; MSC, newral stem cells,
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Conclusion

Orwver the last decade a whole new set of therapeutic measures
have become available or are in development to address
the MPS. Intravenous ERT, already approved for MPS 1,
11, and W1, will possibly be available for both MPS TVA and
MPS VI within the next few years. Intrathecal ERT, tested in
animals and already reported in a few patients, may become
a tool to treat or prevent the CNS manifestations of these
diseases. Currently, clinical developments are underway
for the severe form of MPS [ {associated or not to BMT/
HSCT), and for MPS 11, MPS I11A, and possibly for MPS
IIB. Substrate inhubition therapy with small molecules
which cross the BBB 1s also being tested for the MPS
types with CNS manifestations (mainly MPS I11, but also
for MPS II). In vitro studies point out that chaperones may
also be a therapeutic tool, with preliminary data indicat-
ing that they may be useful m MPS I1IB, MPS IIIC and
MPS IVB. SCRT strategy has been tried in preclinical
studies for MPS 1, and may be a tool to attenuate the clini-
cal manifestations of the severe form of this disease when
caused by nonsense mutations. Despite the number of
preclinical studies that were conducted to investigate gene
therapv, and presented with quite encouraging results, this
treatment modality took a long time to move forward into
clinical studies; however, 1t should be noted that a tnial for
MPS I1IA should begin soon. The use of neural stem cells in
the MPS types which have CNS involvement 1s promising,
and more experimental results should become available in
the next few years. Table 1 summarizes the present situa-
tion regarding the available and emerging options for the
MPS diseases.

The MPS are hard-to-treat diseases, which demand. in
addition to the available specific therapies, a broad range
of supportive measures that are very important to improve
the patient’s quality of life.™ As expected, most of the
technologyv-intensive therapies for rare and ultra-rare diseases
have verv high costs, which brings an extra challenge for
access to these treatments.

Ancther important point to mention 1s that early diagnosis
followed by early treatment seems to considerably improve
patient outcomes.'"™ Since there is currently a significant
delay in MPS diagnosis after the onset of symptoms ™1 1t
1s important to establish early diagnoses to prevent disease
progression: in this light, newborn sereening for these dis-
eases (already technically possible) may be considered as
a wider set of treatment possibilities become available for

these diseases.
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OsLer-WEBER-RENDU SYNDROME
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Homem de 68 anos, branco, apresentava histdria de episddios
frequentes de epistaxe e obstrugdo nasal com alivio apos o sangramento,
sem resposta satisfatoria ao tratamento com anti-inflamatorios e corticoide
nasal. O paciente fol submetido a adenoidectomia e septoplastia, alem de
multiplos procedimentos de cauterizac8c da mucosa nasal para controle
dos sintomas. Ao exame clinico, observavam-se telangectasias na face e
na lingua, e a rinoscopia, telangectasias no septo nasal e cometos. Lesio
polipoide no septo da fossa nasal direita foi biopsiada, com diagnostico
histolégico de hemangioma capilar. O paciente persistiu com anemia
ferropriva, mesmo apos reposigdo adequada de ferro, vitamina B12 e acido
folico. Considerando-se o aspecto das lestes e a presenca de anemia
crdnica, a hipdtese de Sindrome de Osler-Weber-Rendu foi sugerida
e angiotomografia de térax realizada para a avaliagcdo de malformacdes
arteriovenosas (MAYs) pulmonares.

A angiotomografia computadorizada do tdrax demonstrou pequenas
estruturas nodulares e outras diminutas opacidades em vidro despolide em
ambos os pulmbes, compativeis com MAVs (figuras 1 e 2). Considerando-
se gue o pacente ja apresentava epistaxe espontdnea recorrente e
telangiectasias em locais tipicos, a presenca de MAVs pulmonares
confirmou o diagnastico de Sindrome de Osler-Weber-Rendu.

Figura 1: Tomografia computadonzada com reconstrucio coronal utiizande projecao
de intensidade maxima (MIP) e com janela de mediastino demonstrando malformacgo
arteriovenosa no lobo inferior esquerdo. Seta amarsla — ramo da aréria pulmonar; Seta
vermelha — ramo da veia pulmonar.
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Figura 2: Tomografia computadorizada com reconstrugdo coronal utilizando projeco de
intensidade maxima (MIF) e com janela de pulm3o demonstrando malformacio.
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