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Resumo

Proteina 1 Relacionada a Uteroglobulina e Severidade da Injuria Inalatéria

INTRODUGAO: A mortalidade das vitimas de queimaduras tem diminuido nos
ultimos anos e a lesdo inalatéria tornou-se a principal causa de morte. As
consequéncias da inalagao por fumaca resultam de uma resposta inflamatoria
que envolve varios mediadores. A proteina 1 relacionada a uteroglobulina
(UGRP1) é uma secretoglobulina antinflamatéria especifica do pulmao que
pode desempenhar um papel na inflamacao pulmonar.

OBJETIVO: Investigar se a expressdo precoce da UGRP1 na inalacdo de
fumaca esta relacionada com a severidade da injuria inalatéria.

METODOS: Nés estudamos 16 pacientes criticos vitimas de queimaduras.
Todos os pacientes foram mecanicamente ventilados por Sindrome da Angustia
Respiratéria do Adulto (SARA) secundaria a injuria por inalacdo de fumaca.
Uma amostra de sangue foi coletada entre a admissao a UTI até 24h apos a
injuria inalatéria. O grau da injuria por inalacdo foi avaliado em todos os
pacientes.

RESULTADOS: A média de idade dos pacientes foi de 23+5 anos, com injuria
inalatoria: graus 1 (n=3), 2 (n=4) e 3 (n=9). Niveis de UGRP1 foram
significativamente relacionados a severidade da injuria (Grau 1 0.38910.053
DO/mL vs. grau 2 0.474+.0423 DO/mL vs grau 3 0.580+0.094 DO/mL,
p=0.007).

CONCLUSOES: Niveis aumentados de UGRP1 no plasma humano apés leséo
inalatéria em pacientes queimados estdo associados com a severidade da

injuria pulmonar.



Summary

Uteroglobulin-related Protein 1 and Severity of Inhalation Injury

INTRODUCTION: The mortality of burn victims has decreased in recent years
and the inhalation injury has become the leading cause of death. The
consequences of smoke inhalation result from an inflammatory response
involving several mediators. Uteroglobin-related protein 1 (UGRP1) is a lung-
specific anti-inflammatory secretoglobulin that may play a role in lung
inflammation.

AIM: To investigate if UGRP1 expression early after smoke inhalation relates to
the severity of inhalation injury.

METHODS: We studied 16 critically ill burn victims. All patients were
mechanically ventilated with Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS)
secondary to smoke inhalation injury. A blood sample was collected at ICU
admission within 24 hours after the inhalation injury. The grade of inhalation
injury was evaluated in all patients.

RESULTS: Mean age was 2315 years, with inhalation injury: grades 1 (n=3), 2
(n=4), and 3 (n=9). UGRP1 levels were significantly related to the severity of
inhalation (Grade 1 0.389+£0.053 OD/mL vs. grade 2 0.474+.0423 OD/mL vs
grade 3 0.580+0.094 OD/mL, p=0.007).

CONCLUSIONS: UGRP1 levels in human blood plasma increases after
inhalation injury in burn patients and are associated with the severity of

inhalation injury.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas dos Pacientes

Tabela 2. Analises Laboratoriais

Table 1. Patients’s Characteristics

Table 2. Laboratorial Analyses



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Concentracdo sérica da Proteina 1 relacionada a
Uteroglobulina (UGRP1) (densidade optica/mL) esta relacionada a

severidade da injuria por inalagao

Figure 1. Uteroglobin-related protein 1 (UGRP1) serum concentrations

(optical density\mL) are related to the inhalation injury severity



LISTA DE ABREVIATURAS

UTI = Unidade de Terapia Intensiva

UGRP1 = Proteina 1 Relacionada a Uteroglobulina
SOFA = Escore de Faléncia Organica

HCPA = Hospital de Clinicas de Porto Alegre
IOT = Intubacao Orotraqueal

PaO2= Pressao Arterial Parcial de Oxigénio
FiO2= Fragao Inspirada de O2

SARA = Sindrome da Angustia Respiratéria do Adulto
SCGB3A2 = Secretoglobulina 3A2

CCSP = Proteina Produtora de Célula Clara
AIS = Abbreviated Injury Score

CSF = Fator Estimulador de Crescimento
ADRB2 = Receptor B2-Adrenérgico

PCR = Proteina C Reativa

IL-5 = Interleucina 5

IL-9 = Interleucina 9

IL-10 = Interleucina 10

ACTH = Hormonio Adrenocorticotréfico

TSH = Hormonio Estimulante da Tiredide

EAI = Escore Abreviado de Injuria

VILI = Injuria Pulmonar Induzida pela Ventilagao
ICU = Intensive Care Medicine

PaO:2 = Arterial Oxygen Partial Pressure

FiO2 = Fractional Inspired Oxygen

ARDS = Acute Respiratory Distress Syndrome
SCGB3A2 = Secretoglobulin 3A2

CCSP = Clara-Cell Specific Protein

CSF = Colony-stimulating Factor

ADRB2 = B2-Adrenergic Receptor

IL-5 = Interleukin 5



IL-9 = Interleukin 9

IL-10 = Interleukin 10

ACTH = Adrenocorticotropic Hormone

CRP = C-Reactive Protein

TSH = Thyroid-stimulating Hormone

ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
UGRP1 = Uteroglobulin-related Protein 1

SOFA = Sequential Organ Failure Assessment Score
VILI = Ventilator Induced Lung Injury

10



SUMARIO

1. Introdugéo 12
2. Reviséao Bibliografica 14
2.1. A Injuria Inalatéria 14
2.2. Fisiopatologia da Injuria Inalatéria 15
2.2.1. Injuria Inalatoria na Via Aérea Superior 16
2.2.2. Lesdo Quimica da Via Aérea Inferior 17
2.3. A Importancia Prognéstica da Injuria| 18
Inalatoria
2.4. Diagnostico da Injuria Inalatoria 19
2.5. Tratamento da Les&o Inalatéria 20
2.6. A Proteina 1 Relacionada a Uteroglobulina | 21
3. Justificativa 24
4. Objetivos 25
4.1. Objetivo Geral 25
4.2. Objetivos Especificos 25
5. Artigo em Portugués 26
6. Artigo em Inglés 36
7. Conclusoées 45
8. Consideracdes finais 46
9. Referéncias bibliograficas 47
10. Anexos 50
10.1. Ficha de Coleta de Dados Gerais 50




12

1. INTRODUGAO:

As queimaduras sdo um grande problema de saude publica global.
Estima-se que mais de 300 mil pessoas morram a cada ano em todo o mundo
vitimas de queimaduras. A maioria dos acidentes € doméstico ou em locais de
trabalho e envolvem principalmente homens e criancas. Com os avangos
obtidos nos cuidados de pacientes grande queimados, a mortalidade diminuiu
nos ultimos anos e a injuria por inalagdo tornou-se a principal causa de morte
nesses pacientes. A mortalidade associada a inalacdo de fumaca pode ser
baixa (0-11%), mas quando combinada a queimaduras cutédneas pode chegar a
90% (1).

A quantificagdo dos produtos toxicos da fumacga inalada em ambiente
fechado é de dificil precisdo, uma vez que a composi¢cdo dos ambientes pode
ser muito complexa. Porém, o mondxido de carbono e o cianeto sdo téxicos
comuns em muitos casos de inalagao de fumaca (2).

A fisiopatologia da injuria por inalagdo tem 4 mecanismos: a leséo
térmica direta, a inalagcdo de gas hipdxico, as toxinas locais e as toxinas
sistémicas. A lesao térmica direta relaciona-se as altas temperaturas da fumaca
inalada e se caracteriza por edema, eritema e ulceras na mucosa, usualmente
acima da laringe. Durante a combustdo, as concentracbes de oxigénio da
atmosfera caem progressivamente e o fogo costuma extinguir-se quando a
concentragéo de oxigénio cai abaixo de 13%. O ar inalado pobre em oxigénio
causa confusdao mental e dispnéia. Substancias téxicas presentes na fumaca,
como formaldeido, diéxido sulfurico e diéxido de nitrogénio, causam lesao
direta da mucosa, com extenso processo inflamatorio da via aérea (3). Entre as
toxinas sistémicas, o mondéxido de carbono e o cianeto sao os gases de maior
importancia, devido a sua alta letalidade. O cianeto bloqueia a enzima
citocromooxidase, impedindo a mitocdndria de utilizar oxigénio e causando a
chamada hipodxia histotéxica (2).

O diagnéstico da injuria inalatéria pode ser suspeito se o paciente estiver
em ambiente fechado, com exposi¢cdo a fumacga, geralmente com queimadura

de face, estridor e rouquidao frequentes, queimaduras das vibrissas nasais e
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lacrimejamento, escarro carbonaceo e sintomas respiratorios (tosse,
hipersecrecédo bronquica e dispnéia). O diagnostico pode ser confirmado por
radiografia de térax, gasometria arterial, fibrobroncoscopia e/ou cintilografia
pulmonar. A fibrobroncoscopia € o exame diagnostico de maior utilidade na
admissdo desses pacientes, porque, além do diagnédstico da leséo inalatéria,
pode classificar a gravidade da lesdo e auxiliar no toalete brénquico (2).
Infelizmente, a fibrobroncoscopia € uma estratégia de diagndstico consistente,
pouco disponivel, mas amplamente favoravel ao diagnostico (4).

O grau da lesdo inalatéria esta associado a maior incidéncia de
pneumonia associada a ventilagdo mecanica, a maior tempo de ventilagao
mecanica e de internagcdo na UTIl e a maior necessidade de traqueostomia.
Além disso, niveis mais elevados de citocinas inflamatérias no lavado
broncoalveolar desses pacientes associam-se com maior gravidade da lesdo
inalatéria e ao desenvolvimento de lesdo pulmonar aguda (3).

Muitas das consequéncias da inalagado de fumaca séo resultado de uma
resposta inflamatéria envolvendo mediadores cujo numero e fungdo ainda
permanecem incompreendidos, apesar de melhores instrumentos no
processamento do material clinico. Melhorias em relacdo a mortalidade da
lesdo inalatéria sdo na sua maioria devido a melhorias generalizadas dos
cuidados intensivos, em vez de intervengdes voltadas para a inalacdo da
fumaca (5).

Entender a interacido entre estes mediadores em face a doenga critica
continua sendo dependente de investigagbes clinicas e laboratoriais. Em
pacientes queimados com inalacdo de fumacga a resposta inflamatéria
pulmonar é reforcada com piores graus de lesdo por inalagdo e aqueles que
morrem de lesdes tém uma capacidade de resposta imunolégica pulmonar
reprimida em comparagao aos sobreviventes (6). Métodos nao-invasivos para
avaliar a resposta inflamatéria das vias aéreas, que €& primordial para a
patogénese de diversas patologias, foram desenvolvidos na ultima década,
com a esperanga de monitorar com seguranga e precisdao o progresso do
paciente e a resposta ao tratamento (7).

A proteina 1 relacionada a Uteroglobulina (UGRP1), uma pequena

proteina pertencente a familia da secretoglobulina foi avaliada em varios
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estudos. UGRP1 é uma proteina especifica do pulméo, rica em proteinas
normais 2 ou secretoglobulinas 3A2. A UGRP1 tem sido sugerida para
desempenhar um papel na inflamagao do pulméao, principalmente em doencgas
alérgicas (7,4). Também foi demonstrada como uma importante
pneumoproteina com potencial diagndstico sendo considerada um biomarcador
de danos pulmonares.

Na madrugada do dia 27 de janeiro de 2013, uma chama alastrou-se
pelo material de isolamento acustico de uma casa noturna superlotada na
cidade de Santa Maria, no sul do Brasil. O incéndio matou 234 pessoas no
local e feriu gravemente outras 143, tornando-se o maior desastre do pais nos
ultimos 50 anos.

A inalacdo de fumaca em ambiente fechado foi a grande responsavel
pelas mortes que ocorreram no local do incéndio em Santa Maria. Dos
sobreviventes, 88 foram admitidos em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) com
injuria inalatéria com percentuais variados de superficie corporal queimada. Em
um periodo de 24 horas a UTI do Hospital de Clinicas de Porto Alegre recebeu
16 pacientes vitimas do desastre apresentando queimaduras cutaneas de
graus variados e, principalmente, injuria inalatoria.

Portanto, este estudo investiga a expressao da UGRP1 no plasma dos
pacientes logo apds a queimadura e inalagdo de fumaga, com o objetivo de

correlacionar esta secretoglobulina com a gravidade da lesdo inalatoria.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA:

2.1. A Injaria Inalatéria:

A lesao inalatéria é o resultado do processo inflamatério das vias aéreas
apdés a inalagdo de produtos incompletos da combustdo e € a principal
responsavel pela mortalidade (até 77%) dos pacientes vitimas de queimaduras
(8,9). Cerca de 33% dos pacientes com queimaduras extensas apresentam
lesdo inalatéria e o risco aumenta progressivamente com o aumento da
superficie corporal queimada. A presenca de lesao inalatéria, per se, aumenta
em 20% a mortalidade associada a extensdo da queimadura (10). Nos ultimos

anos houve um crescente entendimento dos mecanismos fisiopatoldgicos
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relacionados a lesao inalatéria, o que vem permitindo abordagens cada vez

mais particularizadas.

2.2. Fisiopatologia da Injuria Inalatoéria:

A lesao das vias aéreas resulta em obstrugdo nas primeiras 12h apos o
incidente e € causada por dano térmico direto e/ou irritacdo quimica. As
alteragbes fisiopatolégicas decorrentes ndo sado oriundas da prépria
gueimadura, apenas o vapor, com capacidade de carrear o calor muitas vezes
maior que a do ar seco, pode sobrepujar a eficiente capacidade dissipatéria de
extremos de temperatura das vias aéreas superiores. Tampouco € o material
carbonaceo presente na fumaca capaz de danificar o parénquima pulmonar,
muito embora possa servir de veiculo para outros agentes lesivos (3). A
avaliacao inicial ndo € um bom indicador de severidade da obstru¢cao que pode

ocorrer mais tarde (11).

Lesao Térmica Direta: A acao decorrente da temperatura da fumaca
inalada raramente provoca lesdes nos territorios abaixo da laringe. Apesar das
altas temperaturas, a fumaca tende a ser seca, o que diminui muito o potencial
de troca de calor. Além disso, as regides supralaringeas tém grande
capacidade de troca de calor, ja que as mucosas liberam grande quantidade

relativa de agua (12).

Inalagdao do Gas Hipéxico: Durante a combustdo, a concentragcdo de
oxigénio cai até um momento em que o fogo se apaga, pelo consumo gerado.
A maior parte do fogo decorrente da combustdo de derivados de petroleo se
extingue em fragdes de oxigénio entre 13% e 15%, enquanto componentes que
contenham oxigénio podem permitir a combustdo até fragcbes inspiradas
menores que 10%. Devido as baixas fracdes inspiradas as vitimas passam a
referir dispnéia e tontura, podendo evoluir para confusdo mental, torpor, coma e
até mesmo obito, em fragdes ao redor de 5%, consideradas incompativeis com
a vida (13).

Toxinas Locais: Varios componentes da fumaga podem causar lesao
direta nas vias aéreas como por exemplo a acroleina, formaldeidos, diéxido de

enxofre e dioxido de nitrogénio. A lesdo decorre de um processo inflamatorio
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agudo, mediada por polimorfonucleares, principalmente neutrdfilos. Os
sintomas podem surgir em apenas 24 horas apds a exposi¢ao, provocando
alteragdes de permeabilidade capilar, de fluxo linfatico e de clareamento
mucociliar, podendo determinar o aparecimento da Sindrome da Angustia

Respiratéria do Adulto e de infecgdes secundarias (14).

Toxinas Sistémicas: O monoxido de carbono e o cianeto s&o os gases
com maior importancia dentre os efeitos sistémicos decorrentes da injuria
inalatoria. A intoxicagdo por monoxido de carbono € uma das causas mais
frequentes de o6bito nos pacientes vitimas desta lesdo. Ele possui grande
afinidade pela hemoglobina, podendo ser de 200 a 250 vezes maior que a do
oxigénio. A producao de carboxihemoglobina, complexo extremamente estavel,
além de diminuir a saturacdo de oxihemoglobina, causa um desvio da curva de
dissociagao para a esquerda, diminuindo a liberagdo de oxigénio aos tecidos. A
inibicdo competitiva com os sistemas da citocromooxidase, principalmente a do
P-450, impede o uso do oxigénio para geragado de energia. O mondxido de
carbono liga-se também a mioglobina, prejudicando o armazenamento de
oxigénio nos musculos (15). O tipo de exposigdo, o tempo, ou ainda, a
predomindncia de um ou mais desses mecanismos determinam diferentes
evolucdes da lesao inalatoria.

2.2.1. Injuaria Inalatéria da Via Aérea Superior:

A temperatura do ar em uma sala contendo um incéndio atinge
aproximadamente 538°C, devido a combinagao de calor dissipado nas vias
aéreas superiores, a baixa capacidade do calor do ar e ao reflexo de
fechamento da laringe, o ar superaquecido provoca lesdo apenas nas
estruturas das vias aéreas acima da carina. O prejuizo para estas estruturas
das vias aéreas pode causar edema da lingua, epiglote e cordas vocais com
potencial obstrucdo. O edema das vias aéreas ao longo de horas se
desenvolve também secundario a hidratacdo hidrica que estda em curso para a
ressuscitacao volémica do paciente. A avaliag&o inicial ndo € um bom indicador

de gravidade da obstru¢ao que ira ocorrer horas mais tarde (3).
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O padrao ventilatorio deve ser monitorado a rigor durante as primeiras
24h e se a histéria clinica e o exame inicial levem a suspeita de lesao térmica

das vias aéreas ha indicagao de intubagao orotraqueal do paciente (6).

2.2.2. Lesao Quimica da Via Aérea Inferior:

A maioria das substéncias quando queimadas geram material toxico
para a via aérea (3). Borracha e plastico produzem diéxido de enxofre, didxido
de nitrogénio, amoénia e cloro, com aumento da acidez quando combinados
com agua nas vias aéreas. Mobiliario laminado contém colas e painéis de
parede que também podem produzir gas cianeto no local quando queimado.
Queima de algodéo ou la produz aldeidos toxicos. Toxinas relacionadas com o
fumo causam danos epiteliais e as células endoteliais dos capilares das vias
aéreas, as alteragdes histoldégicas se assemelham a traqueobronquite. O

transporte mucociliar é destruido e ha uma depuragao bacteriana reduzida (6).

As atelectasias ocorrem secundarias a perda do surfactante. Os
macrofagos alveolares mostram-se aumentados devido a resposta inflamatéria
com aumento das quimiotoxinas. Alteracdes inflamatdrias precoces que
ocorrem nas vias aéreas sao seguidas por um periodo de formacao de
exsudato difuso. O edema bronquioloalveolar pode se tornar grave. Uma
combinacdo de bronquite necrosante, edema da arvore brdénquica e
broncoespasmo pode ser causa de obstrugdo de grandes e pequenas vias
aéreas. A sibilancia ocorre pelo edema brénquico e estimulacdo de receptores
irritantes. O aumento da permeabilidade capilar malignifica o edema pulmonar
e das vias aéreas (16, 17). A insuficiéncia respiratoria pode ocorrer a partir de
12 a 48 horas apos a exposicdo a fumaca. Caracteristicas pulmonares
aparecem diminuidas, como o aumento da incompatibilidade de perfusédo e
ventilacdo e o aumento na ventilagdo do espaco morto. Esta lesdo pode
progredir para descamagdo da mucosa e hemorragia intrapulmonar com
obstrugdo mecanica das vias aéreas inferiores e a edema alveolar (1,3,6). Por
causa da necrose do epitélio respiratério, os pacientes estao predispostos a
invasdo bacteriana secundaria com pneumonia bacteriana sobreposta (6). A

recuperacgao pode exigir varios meses (1).



18

2.3. A Importanica Prognéstica da Injuria Inalatéria:

A lesao respiratéria resultante da inalagdo de fumaga ou produtos
quimicos da combustdo esta associada com morbidade e mortalidade
significativas. Mesmo isolada, a injuria por inalacdo pode ser associada com
disfungédo pulmonar prolongada (6). Combinada com queimaduras cutaneas, a
injuria por inalagdo aumenta as necessidades de reanimagao com liquidos, a
incidéncia de complicagbes pulmonares e a mortalidade global da lesdo
térmica. Infelizmente, o entendimento dos mecanismos envolvidos na injuria
inalatéria ndo s&o completos, o que limita o diagndstico e o tratamento apenas
ao suporte (18).

O estudo classico que descreve os efeitos da lesdo inalatéria, e sua
complicagdo principal, a pneumonia, sobre a mortalidade em pacientes
queimados vem de Shirani, Pruitt, Mason, do Instituto Cirargico de Pesquisa do
Exército Americano em Santo Anténio, no Texas (18). Os autores revisaram
mais de 1000 pacientes e avaliaram o estado da injuria inalatoria, na admissao
e o0 desenvolvimento de pneumonia durante a internagdo. Trezentos e setenta
e trés pacientes tiveram injuria inalatéria. A mortalidade era maior na presenca
de lesédo por inalacdo e aumentava significativamente quando associada ao
desenvolvimento de pneumonia. O aumento na mortalidade era de 20% na
presenca de lesdo inalatéria e de 60% quando ambos lesdo inalatoria e
pneumonia estavam presentes. A injuria por inalagcdo e a pneumonia foram
fatores independentes e aditivas para o aumento da mortalidade. Enquanto
muitos dos produtos e técnicas tém sido desenvolvidos para manejar a lesao
cutanea, relativamente poucas opgoes diagndsticas e terapéuticas especificas
tém sido identificadas para pacientes com lesido inalatéria. As melhorias na
mortalidade da lesdo inalatoria sao principalmente devido a melhoria nos
cuidados intensivos.

Uma variedade de fatores explica o progresso mais lento de melhoria no
manejo da lesdo inalatdria. O tecido cutaneo queimado pode ser excisado e
substituido pela pele de enxertos, mas o tecido pulmonar lesado deve
simplesmente ser protegido contra a lesdo secundaria. Varios mecanismos

presentes nos doentes criticos com queimaduras, além da inalagdo da fumaga,
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podem contribuir para a lesdo pulmonar tais como sepse, lesdo pulmonar
induzida pela ventilacdo (VILI) ou uma inflamacado sistémica em resposta as
queimaduras. Assim, a lesao inalatéria tem um impacto significativo sobre a
vitima de queimadura, mas € dificil de separar da contribuicdo de outros
mecanismos que também afetam os pulmdes (1,18).

Os principais avangos no entendimento dos principios da terapia para
pacientes queimados ao longo do ultimo meio século resultaram em melhores
taxas de sobrevida, menor tempo de internagcdo e queda das taxas de
morbidade e mortalidade, devido ao desenvolvimento de protocolos de
reanimacdo, melhora no suporte respiratorio, suporte para a resposta
hipermetabdlica, melhor controle da infeccdo, melhora na cicatrizacdo das
feridas e nutricdo enteral precoce (1). Os cuidados intensivos do paciente

queimado exigem uma equipe multidisciplinar.

2.4. Diagnéstico da Injuria Inalatéria:

Para o clinico, o diagndstico da injuria inalatoria € em partes subijetivo,
baseado em grande parte na historia de exposicdo a fumaga em ambiente
fechado. Achados no exame fisico, incluindo lesao facial, como queimaduras
de vibrissas, fuligem em vias aéreas proximais, produgdo de expectoragcéo
carbonacea e alteragdes na fala podem auxiliar no diagnéstico (19, 20, 21).

Uma limitagdo significativa para os médicos que estudam inalagdo por
fumaca tem sido a falta de critérios uniformes para o diagndstico da leséo
inalatoria, escalas de gravidade e identificagdo com terminologia comum para
descrever os resultados (2).

Assim, estudos comparativos sao dificeis para avaliar estes pacientes.
Alguns estudos descrevem pacientes que necessitam de intubagdo e
ventilagdo mecanica apoés inalacdo de fumaca. Outros estudos enfatizam a
cintilografia pulmonar para o diagnostico de lesdo inalatéria. Os estudos
multicéntricos sofrem o impacto da confusédo de diferentes definicdes da lesao
inalatéria.

Apesar de todas as limitagbes expostas acima, a fibrobroncospia
fornece o diagndstico padrdo ouro para injuria inalatéria. Além de prover o

diagndstico, é frequentemente empregada como forma de higienizagao das
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vias aéreas, através da remogao do material particulado, de tampdes mucosos
brénquicos obstrutivos e da grande quantidade de secregéao inflamatoria que se
forma pela necrose celular (6,18). Adicionalmente, essa ferramenta é capaz de
predizer a evolugao do ponto de vista respiratério. O escore fibrobroncoscopico
chamado Abbreviated Injury Score (AlS), mediante o qual a magnitude do
insulto térmico das vias aéreas é classificada em 0 (sem les&o), 1 (leséo leve),
2 (lesédo moderada), 3 (lesdo grave) e 4 (lesdo macigca) associou-se a
decréscimos na relagdo PaO2/FiO2 nas primeiras 24h da admissao na UTl em
32 pacientes grande queimados em uma coorte retrospectiva (4). Outro
trabalho evidenciou que maiores escores na admissdao de pacientes grande
qgueimados correlacionaram-se com um maior tempo de ventilagdo mecanica,
uma tendéncia a maior realizac&do de traqueostomias € uma maior permanéncia
na UTI (22). A repeticao seriada de fibrobroncoscopias apds o fornecimento do
diagnostico ainda é motivo de controvérsia entre os especialistas. Nao existem
estudos prospectivos ou de intervengcao analisando especificamente esse
topico na literatura. A injuria térmica desencadeia uma intensa reacao
inflamatoria nas vias aéreas, com ativacdo de fatores procoagulantes e
liberacdo de radicais livres de oxigénio, o que explica sua intima associagao
com o desenvolvimento de SARA (6).

2.5. Tratamento da Lesao Inalatéria:

Manutengao das vias aéreas:

Identificar os pacientes com alto risco para obstrugdo das vias aéreas
superiores e intervir precocemente nos quadros com lesdo ja instalada é um
dos pontos principais no tratamento dos pacientes com lesdo inalatoria,
reduzindo significativamente a mortalidade dos mesmos. Sinais clinicos
compativeis com obstrucdo secundaria a lesao de vias aéreas superiores, ou
ainda evidéncias broncoscopicas desse processo, indicam a intervencao
precoce. Preferéncia por canulas de grande calibre, durante a intubacao,
facilitam a higiene brénquica (13).

Oxigénio: Importante para a a reversdo dos quadros de intoxicagao por
monoéxido de carbono. Nos casos suspeitos de intoxicacao, esta indicado o uso

de altas fragdes de oxigénio, mesmo em pacientes oligossintomaticos. O
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oxigénio nestes casos aumenta a reserva da troca gasosa do paciente,
revertendo o efeito da inalagdo do gas hipoxico. Pacientes com doenca
pulmonar obstrutiva crénica associada a retencdo de dioxido de carbono e
pacientes comatosos mostram-se como indicagdo absoluta a intubacao
imediata sendo a alternativa mais indicada para aumentar a fragcao inspirada de
oxigénio sem os potenciais efeitos deletérios de uma retenc&o maior de dioxido
de carbono (23).

Ventilagcao Mecanica: Ndo € o modo ideal de estratégia ventilatoria, o
suporte ventilatério deve manter limites de pressdo, combinado com
hipercapnia permissiva e manejo rigoroso da secrecao. Um numero
significativo de pacientes com injuria inalatéria vai desenvolver pneumonia
associada a ventilagdo mecanica. Rotinas de prevencdo como elevacédo da
cabeceira, alternancia de decubito e higiene oral devem ser otimizadas. Terapia
antibidtica profilatica ndo se mostra como regra pois pode aumentar as taxas
de infeccdo. Membrana de oxigenagdo extracorpérea € talvez a terapia
indicada na fase mais dramatica embora ainda nao haja aplicabilidade clara
como sendo terapia padrdo. Terapias simples como posicdo prona sdo mais
praticas para o tratamento da hipoxemia refrataria (2).

Tratamentos ainda em estudo: A injuria térmica desencadeia uma
intensa reacgado inflamatéria nas vias aéreas, com ativacdo de fatores
procoagulantes e liberagdo de radicais livres de oxigénio, o que explica sua
intima associacdo com o desenvolvimento de SARA. Trabalhos avaliando o
papel concomitante da heparina e N-acetilcisteina inalatéria em adultos
concluiram que poderia haver melhora da relacdo PaO2/FiO2, porém sem
efeitos duradouros em comparacao ao grupo sem tratamento (24).

Outro estudo publicou resultados mais expressivos nos parametros de
hipoxemia e complacéncia pulmonar quando intervengcdo combinada,

reduzindo a mortalidade mesmo apos 150 dias de acompanhamento (25).

2.6. A Proteina 1 Relacionada a Uteroglobulina:
O avango no tratamento da lesdo inalatéria talvez venha a ter um
impacto tdo significativo na evolugdo do paciente queimado quanto foi a

instituicdo da ressuscitagao volémica, principalmente com o desenvolvimento
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de métodos que permitam a modulagdo da resposta inflamatéria do sistema
respiratério (23).

Reduzir a resposta inflamatéria local apdés a injuria por inalagao
teoricamente reduziria a obstrugdo mecanica das vias aéreas, havendo um
decréscimo a longo tempo das reacdes fibréticas induzidas pela inalagado. Ha
uma série de agentes que tem sido estudadas para reduzir a inflamacgao,
primeiramente em modelos animais (2). Novos mediadores envolvidos na
resposta inflamatoria a diferentes doencas pulmonares estdo em estudo, neste
contexto surgem as secretoglobulinas, proteinas com elevada expressao nas
vias aéreas e que podem estar relacionadas a injuria inalatéria (7).

A Proteina 1 Relacionada a Uteroglobulina (UGRP1) € uma dessas
proteinas que tem sido estudadas. O gene que codifica para a secretoglobulina
(SCGB3A2), conhecida como UGRP1 (7), esta localizado dentro do
cromossoma 5q31-33. Esta regido do cromossoma humano 5 também contém
muitos outros genes candidatos para doengas pulmonares, tais como
interleucinas - IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13; colbnias de macrofagos, fator
estimulador de crescimento (CSF) e receptor b2-adrenérgico (ADRB2) (7). A
Secretoglobulina 3A2 (SCGB3A2) é um membro da superfamilia de genes de
proteinas composto por proteinas secretoras com baixo peso molecular, sendo
proposta como uma nova citocina (4), altamente expressa nas células epiteliais
da traquéia, brénquios e bronquiolos (26). Secretoglobulinas sdo encontradas
em altos niveis na maioria das secrecdes, incluindo uterinas, prostaticas,
pulmonares, lacrimais e glandulas salivares, com alguma secretoglobulina
frequentemente sendo expressada em mais de um tecido (27).

Com base nas varias linhas de evidéncia, a SCGB3A2 foi proposta para
desempenhar um papel na inflamagao pulmonar (4,28). O padrdo de expresséo
sugere a possibilidade de a SCGB3A2 estar envolvida numa fungéo diferente
da inflamagédo. A UGRP1 foi originalmente sugerida como tendo uma funcéo
antiinflamatodria devido a sua semelhanga com a proteina de secregao da célula
clara (7). A elevada expressdo desta proteina em células epiteliais das vias
aéreas sugere um possivel papel na resposta inflamatéria alérgica das vias
respiratorias. Evidéncia adicional do papel da UGRP1 ¢ vista na regulagéo por

varias citocinas T-reguladoras tais como a IL-10, IL-5 e IL-9, sugerindo o seu
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envolvimento na resposta alérgica (29). Claire et al. demonstraram que existe
um aumento na UGRP1 na expectoracédo induzida de pacientes com asma e
rinite, sugerindo um possivel papel em doencgas inflamatérias (4). Resultados
anteriores demonstraram que polimorfismos no gene da UGRP1 poderiam
predispor um individuo a inflamacédo alérgica (30). Srisodsai et al.
demonstraram que num modelo em ratos, a administracdo de IL-10 aumentou
a expressao de RNAm constitutiva e a UGRP1 foi sugerida como um potencial
alvo para a atividade antiinflamatoria da IL-10 no pulmé&o (29,30). Chiba et al.
demonstraram que a UGRP1 pode suprimir a inflamacdo em um modelo de
rato para a inflamacao alérgica das vias respiratérias e também mostra a
UGRP1 como um candidato terapéutico para o tratamento de inflamacgao
pulmonar (30). Esses relatos destacam um papel potencial para UGRP1 no

tratamento de doencgas inflamatorias das vias respiratorias.
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3. JUSTIFICATIVA:

O desastre envolvendo centenas de vitimas fatais e nao fatais no
incéndio em Santa Maria é, felizmente, um evento raro. A coorte formada por
pacientes sobreviventes da injuria por inalagdo internada no HCPA apds o
acidente € uma rara oportunidade para se estudar os mecanismos envolvidos
na lesdo secundaria a inalacdo de fumaca em ambiente fechado. O
entendimento dos mediadores envolvidos pode ajudar no diagndstico e até no
desenvolvimento de novas terapias. A UGRP1 surge como um potencial
mediador, particularmente envolvida na antiinflamacéo das vias aéreas que

pode ser estudada em lesdo pulmonar aguda, tal qual a injuria por inalagéo.
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4. OBJETIVOS:

4.1. Objetivo Geral:
Investigar o processo inflamatério em pacientes queimados que

sofreram lesdo pulmonar inalatéria.

4.2. Objetivos especificos:

Investigar a expressdo da UGRP1 precocemente apds a queimadura e
inalacao por fumaca.

Correlacionar as concentracdes séricas de UGRP1 com a gravidade da

lesdo inalatodria.



26

5. ARTIGO EM PORTUGUES

PROTEINA 1 RELACIONADAD A UTEROGLOBULINA E GRAVIDADE DA
INJURIA INALATORIA

Sabrina Frighetto Henrich MD'
Tatiana Helena Rech PhD?
Felipe Dal Pizzol PhD3

Gilberto Friedman PhD!

' Universidade Federal do Rio Grande do Sul, PPG Ciéncias Pneumologicas, Porto Alegre,
Brasil
2 Universidade Federal do Rio Grande do Sul, PPG Endocrinologia, Porto Alegre, Brasil

3 Universidade do Extremo Sul Catarinense, PPG Ciéncias da Salde, Criciima, Brasil

INTRODUCADO:

As queimaduras sdo um importante problema de saude publica global.
Estima-se que mais de 300 milhdes de vitimas de queimaduras morrem a cada
ano em todo o mundo. A maioria dos acidentes sdo domésticos ou no local de
trabalho e envolvem principalmente mulheres e criangas. Com os avangos no
cuidado dos pacientes queimados, a mortalidade tem diminuido nos ultimos
anos e a lesao inalatodria tornou-se a principal causa de morte nesses pacientes
(3). A injuria inalatdria resultado da inalagdo de fumacga ou produtos quimicos
da combustdo estd associada a significativa morbidade e mortalidade. A
mortalidade associada a inalagdo de fumaga isolada pode ser baixa (0-11%),
mas a inalagdo combinada com queimaduras na pele pode chegar a 90% (2).
Mesmo isolada, a lesdo por inalacdo pode ser associada com disfungao
pulmonar a longo prazo. Combinado com queimaduras cutadneas, a injuria por
inalagdo aumenta o requerimento de ressuscitacdo volémica, a incidéncia de

complicagdes pulmonares e mortalidade global da injuria térmica. Infelizmente,
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uma estratégia diagnodstica e terapéutica consistente ainda ndo esta disponivel
sendo o tratamento em grande parte suportivo (1). Muitas das consequéncias
da inalacdo de fumaca resultam de uma resposta inflamatéria envolvendo
mediadores cujo numero e fungdo ainda permanece incompreendida, apesar
da melhora dos instrumentos para o processamento do material clinico.
Melhorias na mortalidade pela lesdo inalatéria sdo na sua maioria devido a
melhorias generalizadas nos cuidados intensivos, em vez de intervengbes
voltadas para a inalagdo de fumaca (5).

Entender a interacado entre estes mediadores em face a doencga critica
continua na vanguarda dos esfor¢os de investigacao clinica e laboratorial. Em
pacientes queimados com inalacdo de fumacga a resposta inflamatéria
pulmonar esta aumentada nos piores graus de lesdo por inalacdo e aqueles
que morrem da injuria tém uma capacidade de resposta imunologica pulmonar
atenuada em comparagao com os sobreviventes (6).

Métodos nao-invasivos para avaliar a resposta inflamatdria das vias
aéreas, 0s quais sao centrais para a patogénese de diversas doengas, foram
desenvolvidos na ultima década, com a esperangca de monitorar com
seguranga e precisao o progresso do paciente e a resposta a terapéutica. Uma
ferramenta desenvolvida recentemente consiste no estudo de proteinas
especificas do pulmao secretadas para o fluido de revestimento das vias
aéreas por ambos células de conducéo e células epiteliais (34,35).

A proteina 1 relacionada a Uteroglobina (UGRP1), uma pequena
proteina pertencente a familia da secretoglobulina CC16 foi avaliada em varios
estudos. UGRP1 é uma proteina de 17 kd, homodimérica, especifica do
pulmdo também chamado de proteina 2 normal ou secretoglubulina 3A2.
UGRP1 tem sido sugerida para desempenhar um papel na inflamagdo do
pulmédo e das doencas alérgicas (4,7). A UGRP1 também foi demonstrada
como sendo uma importante pneumoproteina com potencial diagnéstico como
um biomarcador de danos pulmonares.

Nas primeiras horas do dia 27 de Janeiro de 2013, 234 vitimas adultas
jovens morreram imediatamente durante o incéndio em uma boate na cidade
de Santa Maria, Brasil. Dos sobreviventes, 88 foram foram admitidos na UTI

com lesao grave por inalagdo de fumaga e variando as percentagens da
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superficie corporal queimada, bem como com outras lesées, a maioria das
quais de gravidade moderada. Dezesseis pacientes foram transferidos de
Santa Maria para o Hospital de Clinicas de Porto Alegre devido a SARA
secundaria a injuria inalatoria. Portanto, este estudo investigou a expressao da
UGRP1 no plasma destes pacientes logo apdés a queimadura e inalagdo de
fumaca, com o objetivo de correlacionar esta secretoglobulina com a gravidade

da lesao inalatéria.

METODOLOGIA:
Este estudo foi aprovado pelo Comité em Etica Médica do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre.

Delineamento do estudo
Estudo observacional, de coorte retrospectiva.

Populagao em estudo
Composta por uma coorte de 16 pacientes criticos vitimas da catastrofe

de Santa Maria que foram internados no HCPA.

Protocolo do estudo

Foi feita revisdo dos prontuarios dos 16 pacientes vitimas do incéndio de
Santa Maria, internados no HCPA, com o uso de ficha de coleta de dados
apresentada no anexo 1. Foi utilizado termo de compromisso para uso de
dados. Foi coletado uma amostra de sangue venoso destes pacientes,
conforme consta no termo de consentimento livre e esclarecido, nas primeiras

24h de internacao na UTI, para posterior analise.

Pacientes e Parametros

Entre 27 e 28 de janeiro de 2013, foram realizadas broncoscopias em 16
pacientes consecutivos admitidos na Unidade de Terapia Intensiva do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre dentro das primeiras 72 horas da injuria inalatoria
em todos os casos. Todos os pacientes foram mecanicamente ventilados por

SARA secundaria a injuria por inalagao. Os critérios para broncoscopia



29

incluiam evidéncia de escarro carbonaceo, fuligem em narinas, queimaduras
em cabega e pescogo, injuria dentro de espago fechado. Foi coletado amostra
de sangue venoso na admissao a UTI e dentro das primeiras 24h da injuria
nestes pacientes. Variaveis clinicas e desfechos de interesse foram
armazenados, incluindo idade, sexo, SOFA (22), balang¢o hidrico de 24h (L),
graus de injuria inalatéria, dias de ventilagdo mecéanica, tempo de internagcéo

em UTI e hospitalar e mortalidade em 28 dias.

Graus de Injuria Inalatéria e Analise Amostral

Durante a broncoscopia, a injuria inalatéria foi graduada entre os graus 1
de 5 categorias (0, 1, 2, 3, and 4), baseado no Escore Abreviado de Injuria
(EAI), com grau 0 sendo auséncia de injuria visivel e grau 4 correspondendo a
injuria macica (18).

Niveis séricos de UGRP1 foram determinados através de teste ELISA
com dois anticorpos monoclonais contra a UGRP1 humana, MoAb 4G10 e
MoAb 5B1 (28). Valores foram expressos como unidades de densidade optica/
mL de plasma. Estes resultados foram comparados de acordo com os

diferentes graus de injuria inalatdria.

Analise Estatistica

Todos os dados foram analisados de acordo com a normalidade.
Variaveis dicotdmicas foram reportadas como numero e porcentagem, variaveis
continuas foram reportadas como meédia e desvio padrdo. Significancia
estatistica foi determinada por analise unidirecional de variancia (ANOVA) com
analise post hoc com teste de Bonferroni/Dunn. Um valor de p < 0.05 foi
considerado significativamente estatistico. As analises foram feitas pelo
software SAS versao 9.1 (SAS Institute Inc, Cary, NC).

RESULTADOS:

A tabela 1 descreve as caracteristicas demograficas, clinicas e os
desfechos. A tabela 2 descreve as analises laboratoriais. A média de idade foi
2315 anos, com graus de injuria inalatoria: grau 1:(n=3), 2 (n=4), and 3 (n=9).

Os niveis de UGRP1 foram significativamente relatados de acordo com a
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severidade da injuria inalatéria (Grau 1 0.389£0.053 DO/mL vs. Grau 2 0.474+.
0423 DO/mL vs Grau 3 0.580+0.094 DO/mL, p=0.007).

DISCUSSAO:

O mais importante achado do nosso estudo é que as concentragdes
séricas da UGRP1 mostraram associagdo com a gravidade da injuria inalatoria.
As concentracdes séricas de UGRP1 aumentaram conforme a severidade da
injuria.

Estudos em animais e humanos tém investigado a resposta imune a
queimaduras, trauma, sepse e, correlacionando ambas as respostas pro e
antiinflamatoérias como potenciais determinantes da disfungdo organica com
impacto na mortalidade (6; 31,32,33). Até hoje, no entanto, nenhum mediador,
seja pro ou antiinflamatério, foi identificado como um bom candidato para
imunomodulagao. Estes resultados sugerem que tanto a nossa compreensao
da resposta imune a queimaduras, trauma e sepse € incompleta como a nossa
abordagem para imunomodulagao se mostra inadequada.

Este estudo é importante porque € um dos raros estudos que identificou
a lesao por inalacéo induzindo a mudancas sistémicas nos mediadores imunes.
Rodriguez e col. relataram que a adigdo da lesdo por inalagdo magnifica a
quantidade de IL-8 sérica circulante (29). Davis et al. mostram que os efeitos
sistémicos da lesdo por inalacdo sao por aumento nas concentracdes
plasmaticas de mediadores imunes, sendo elevados de acordo com a
severidade da injuria (6). Em nosso estudo, os efeitos sistémicos da injuria por
inalagdo foram evidenciados através da concentracdo plasmatica de UGRP1,
com aumento nos graus de maior injuria. As amostras de plasma do nosso
estudo foram coletadas num periodo maximo de 24 horas da injuria,
minimizando, assim, o efeito do tempo de lesdo em concentragbes de
mediadores do sistema imunoldgico.

Nosso resultado parece confirmar a UGRP1 como determinante e/ou
marcador de lesdo inalatéria em pacientes com queimaduras. Como uma
pneumoproteina, a UGRP1 foi originalmente sugerida para ter uma fungcao
antiinflamatdéria devido a sua semelhanga com a uteroglobina/proteina de

célula clara (28). A UGRP1 esta localizada na regiao 5q31-32 do cromossoma,
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locus atribuido a susceptibilidade a asma e onde ha elevada expressao desta
proteina em células epiteliais da via aérea sugerindo um possivel papel na
inflamacéao alérgica das vias respiratérias. Outra evidéncia do papel da UGRP1
€ visto em sua regulagédo por citocinas T-reguladoras tais como IL-10, IL-5 e
IL-9, sugerindo seu envolvimento na resposta alérgica (30). Claire et al.,
demonstraram que nao existe aumento em UGRP1 na expectoracido induzida
de pacientes com asma e rinite, sugerindo ainda um possivel papel em
doengas inflamatérias. A evidéncia experimental sugere que a sua secregao €
uma resposta contra estimulos inflamatérios. Acredita-se que o gene URGP1 é
sobreregulador por Th1, mas suprimido por citocinas Th2, e ambientes com
UGRP1 reduzida tendem a ser proinflamatérios (28). Assim, parece que a
UGRP1 nas fases iniciais apds lesdo por inalacdo pode ser um mecanismo
adaptativo na tentativa de controlar a inflamagao pulmonar.

Em acordo com outros estudos relatamos o que ja se falou sobre a
injuria inalatoria, sobre a gravidade da injuria por inalagdo, que € um
determinante importante da resposta imune sistémica para queimaduras,
principalmente quando ha combinagdo da lesdo cutanea com a inalagao de
fumaca. Além disso, amostras de plasma foram coletadas em nosso estudo em
uma janela de um maximo de 24 horas apods a lesdo, minimizando, assim, o
efeito do tempo da lesdo em concentracbes de mediadores do sistema
imunoldgico.

A associacao entre UGRP1 e a severidade de diferentes doencas
pulmonares ja foram demonstradas. Burbure et al. mostraram aumento da
UGRP1 no escarro de pacientes com asma e rinite (7). Na asma, Inoue et al.
mostraram que a severidade da asma apresentava maiores niveis de UGRP1
(28). Curiosamente, eles encontraram que os niveis de UGRP1 foram menores
em pacientes com asma sem uso de corticosterdides orais, particularmente nos
casos severos, sugerindo que a auséncia desta proteina antiinflamatéria possa
ter um papel significativo na asma. A associagdo entre severidade da injuria
inalatoria sugere resposta antiinflamatéria a lesdo térmica ou a injuria  por
inalacado de fumaca.

Temos de reconhecer limitagbes importantes para o nosso estudo. Em

primeiro lugar, o tamanho de amostra de 16 doentes é relativamente pequeno.
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Em segundo lugar, nosso estudo tem um viés de selegao inerente ao fato, em
que apenas aqueles com SARA e uma suspeita de lesdo inalatéria foram
incluidos. Além disso, uma medida dinamica dos niveis no plasma pode ser de
extrema importancia, porém seria de se esperar que uma medida apds lesao
por inalacdo com uma diminuicdo da UGRP1 poderia estar associado com
hiperinflamagao e agravamento da lesdo pulmonar. Por fim, nosso estudo nao
fornece dados mecanicos adicionais além da aparente importancia da UGRP1
em induzir seus efeitos.

Em conclusdo, temos demonstrado que os niveis UGRP1 no plasma
humano, aumenta apds lesdo inalatéria em pacientes queimados. Além disso,
os niveis séricos UGRP1 estdo associados com a gravidade da lesdo por

inalagao.
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Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes.

Parametros
Idade (anos) 2345
Sexo (M/F) 11/5
Tempo de Ventilacao Mecanica (dias) 10+6
Tempo de internacao em UTI (dias) 14+9
Tempo de internacao hospitalar (dias) 19+9
Mortalidade em UTI (n) 1
Mortalidade em 28 dias (n) 1
SOFA

Dia 1 4.5+2.4

Dia 3 4.7+3.8
Relacao Pa0./FiO; 342+139
Balanco hidrico em 24h (L) 5733+4917
Injdria inalatéria (n)

Grau 1 3

Grau 2 4

Grau 3 9

Os dados apresentados estdo expressos em meédiatdesvio padrao. UTI,
unidade de terapia intensiva; SOFA, escore sequencial de faléncia organica;
Relagdo PaO2/FiO2, relagdo entre a presséo parcial de oxigénio arterial pela

fracao inspirada de oxigénio.



Tabela 2. Analises Laboratoriais.

Parametros

Pico de Lactato (mmol/L) 2.3+1.9
Pico de PCR (mg/dL) 190+87
ACTH (pg/dL) 6.46x5.21
TSH (mU/L) 1.42+2.03
T4 livre (ng/dL) 21.17+34.69
IL-10 (pg/mL) 31.38+10.65
IL-6 (pg/mL) 16.28+3.01
IL-8 (pg/mL) 54.06+26.07
UGRP1 (DO/mL) 0.52+0.11
Antisurfactante (DO/mL) 0.43+.13

Dados sao representados como médiatdesvio padrdo. Lactato, PCR
(proteina C reativa); ACTH (horménio adrenocorticotrofico); TSH

(horménio estimulante da tiredide); T4 livre;
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Figura 1. As concentragbes séricas de Proteina 1 relacionada a Uteroglobulina

(UGRP1) (densidade optica\mL) estdo relacionadas a gravidade da injuria

inalatoria.
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INTRODUCTION:

Burns are a major global public health problem. It is estimated that over
300 million burn victims die each year worldwide. Most accidents are domestic
or on workplace and involve mainly women and children. With the advances
made in the care of burned patients, the mortality has decreased in recent
years and the inhalation injury has become the leading cause of death in these
patients (3). Respiratory injury resulting from inhalation of smoke or chemical
products of combustion is associated with significant morbidity and mortality.
Mortality associated to smoke inhalation alone may be low (0-11%), but the
inhalation combined with skin burns can reach 90%(2). Even in isolation,
inhalation injury can be associated with longstanding pulmonary dysfunction.
Combined with cutaneous burns, inhalation injury increases fluid resuscitation
requirements, incidence of pulmonary complications and overall mortality of
thermal injury. Unfortunately, a consistent diagnostic strategy is unavailable and

treatment is largely supportive (1). Many of the consequences of smoke
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inhalation result from an inflammatory response involving mediators whose
number and role remain incompletely understood despite improved tools for
processing of clinical material. Improvements in mortality from inhalation injury
are mostly due to widespread improvements in critical care rather than focused
interventions for smoke inhalation (5).

Understanding the interplay between these mediators in the face of
critical illness remains at the forefront of clinical and laboratory research efforts.
In burned patients with smoke inhalation the pulmonary inflammatory response
is enhanced with worse grades of inhalation injury and that those who die of
injuries have a blunted pulmonary immune responsiveness compared with
survivors (6).

Noninvasive methods for assessing the airway inflammatory response,
which is central to the pathogenesis of different pathologies, have been
developed in the last decade with the hope to reliably and accurately monitor
patient progress and response to therapy. One such newly developed and
evolving tool consists in the study of lung-specific proteins secreted into the
airways lining fluid by both the conducting and the respiratory airway epithelial
cells (34,35).

Uteroglobin-related protein 1 (UGRP1), a small protein belonging to
secretoglobin family CC16 has been evaluated in several studies. UGRP1 is a
17-kd, homodimeric lung-specific protein also called high in normal 2 protein or
secretoglobin SCGB3A2. UGRP1 has been suggested to play a role in lung
inflammation and allergic diseases (4,7). UGRP1 has also been shown to be an
important pneumoprotein, with diagnostic potential as a biomarker of lung
damage.

In the early hours of January 27, 2013, 232 young adult victims died
immediately during the fire at a nightclub in the city of Santa Maria, Brazil. Of
the survivors, 88 were admitted to the ICU with severe smoke inhalation injury
and varying percentages of total body surface area (TBSA) burned, as well as
with other injuries, most of which were of moderate severity. Sixteen patients
were transferred from Santa Maria to the Hospital de Clinicas de Porto Alegre

due to ARDS secondary to inhalation injury. Therefore, this report investigated
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the serum UGRP1 expression early after burn and smoke inhalation, aiming to

correlate this secretoglobulin with the severity of inhalation injury.

METHODS
This study was approved by the Research Ethics Committee of the

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Study Design

Observational, retrospective cohort.

Population Study
A cohort of 16 critically ill victims of the Santa Maria catastrophe were
hospitalized at the HCPA.

Patients and Parameters

In 27t-28t January 2013, bronchoscopy was performed on 16
consecutive patients admitted to the Intensive Care Unit of the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre within 72 hours of injury in all cases. All patients were
mechanically ventilated with ARDS secondary to smoke inhalation injury. The
criteria for bronchoscopy included evidence of carbonaceous sputum, soot at
the nares, burn of the head and neck, injury within a confined space. Plasma
was collected at the time of ICU admission within 24 hours after the inhalation
injury. Clinical variables and outcomes of interest were recorded, including age,
sex, Sequential Organ Failure Assessment score (22), 24 hour fluid balance (L),
grade of inhalation injury, ventilator days, intensive care unit and hospital length

of stay, and 28t day mortality.

Grading of Inhalation Injury and Sample Processing

During bronchoscopy, inhalation injury was graded into 1 of 5 categories
(0, 1, 2, 3, and 4), based on Abbreviated Injury Score criteria, with grade 0
being the absence of visible injury and grade 4 corresponding to massive injury
(18).
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UGRP1 serum levels were determined using ELISA with two monoclonal
antibodies against human UGRP1, MoAb 4G10 and MoAb 5B1 (28). Values are
expressed as arbitrary optical density units/ml serum. These results were
compared for those with different grades of inhalation injury.

Statistical Analysis

All data were assessed for normality. Dichotomous variables are reported as a
percentage and number, continuous variables are reported as a mean with
standard deviation. Statistical significance of difference was determined by one-
way analysis of variance (ANOVA) with post hoc Bonferroni/Dunn test. A value
of P < 0.05 was considered to be statistically significant. Statistical analyses
were calculated with SAS version 9.1 (SAS Institute Inc, Cary, NC).

RESULTS:

Table 1 described the demographics, clinical characteristics of patients
and outcomes. Table 2 described the laboratorial analyses. The mean age was
2315 years, with inhalation injury: grades 1 (n=3), 2 (n=4), and 3 (n=9). UGRP1
levels were significantly related to the severity of inhalation (Grade 1
0.389+0.053 OD/mL vs. grade 2 0.474+.0423 OD/mL vs grade 3 0.580+0.094
OD/mL, p=0.007).

DISCUSSION

The most important finding of our study is that we’ve shown that UGRP1
serum concentrations were associated to the severity of smoke inhalation injury.
UGRP1 serum concentrations were increased with worse grades of inhalation
injury.

Animal and human studies have investigated the immune response to
burns, trauma, and sepsis, implicating both pro and anti-inflammatory
responses as potential determinants of organ dysfunction, outcomes and
survival (6, 31,32, 33). To date, however, no single mediator, be it pro- or anti-
inflammatory, has been identified as a successful candidate for

immunomodulation. These findings suggest either that our understanding of the
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immune response to burns, trauma, and sepsis is incomplete or that our
approach to immunomodulation is inappropriate.

This study is important because it is one of the rare studies to have
identified inhalation injury as inducing systemic immune mediator changes.
Rodriguez et al reported that the addition of inhalation injury magnified the
amount of circulating IL-8 detected (29). Davis et al. studied the systemic
effects of inhalation injury are by numerous plasma immune mediator
concentrations being elevated in response to more severe grades of inhalation
injury (6). In our study, the systemic effects of inhalation injury are evidenced by
UGRP1 concentrations being elevated in response to more severe grades of
inhalation injury. Our results are in accordance with others that did take into
account the severity of inhalation injury, which, as we have observed, is an
important determinant of the systemic immune response to burns combined
with smoke inhalation. Further yet, plasma samples were collected in our study
in a post injury window of a maximum of 24 hours, thus minimizing the effect of
time since injury on immune mediator concentrations.

Our study seems to confirm UGRP1 as a determinant and/or marker of
inhalation injury in patients with burns. As a pneumoprotein, UGRP1 was
originally suggested to have an anti-inflammatory function due to its similarity to
uteroglobin/Clara cell secretory protein (28). UGRP1 is localized in the
chromosome 5q31-32 region where asthma susceptibility locus has been
assigned and the high expression of this protein in epithelial cells of the airway
suggests a possible role in allergic airway inflammation. Further evidence of the
role of UGRP1 is seen in its regulation by T-regulatory cytokines such as IL-10,
IL-5 anda IL-9 (130), suggesting its involvement in allergic response. Claire et
al., have shown that there is increase in UGRP1 in the induced sputum of
patients with asthma and rhinitis, further suggesting a possible role in
inflammatory diseases. The experimental evidence suggests that its secretion is
a response against inflammatory stimuli. It is believed that URGP1 gene is up-
regulated by Th1, but suppressed by Th2 cytokines, and environments with
reduced UGRP1 production tend to be pro-inflammatory (28). Thus, it seems
that UGRP1 in the early phases after inhalation injury could be an adaptive

mechanism trying to control lung inflammation.
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The association between serum UGRP1 and severity of different lung
diseases has already been demonstrated. Burbure et al. showed that UGRP1 is
increased in the sputum of asthma and rhinitis (7). In asthma, Inoue et al.
showed that in severe asthma UGRP1 serum levels were increased (28).
Interestingly, they found that UGRP1 levels were lower in asthma patients
without oral corticosteroids, particularly in the severe cases, suggesting that the
lack of this anti-inflammatory protein may have a significant role in asthma. The
association between the severity of inhalation injury in our patients suggests an
anti-inflammatory response to the thermal or smoke lung injury.

We must acknowledge important limitations to our study. First, a sample
size of 16 patients is relatively small. Second, our study has an inherent
selection bias, in that only those with ARDS and a suspected inhalation injury
were enrolled. In addition, a dynamic measure of plasma levels could be of
importance, it would be expected that late after inhalation injury a decrease of
URGP1 could be associated with hyperinflammation and worsening of lung
damage. Finally, our study does not provide mechanistic data that may hold
additional clues as to how seemingly important UGRP1 may induce its effects.

In conclusion, we’'ve demonstrated that UGRP1 levels in human serum,
an anti-inflammatory lung secretoglobulin increases after inhalation injury in
burn patients. In addition, serum UGRP1 levels are associated with the severity

of inhalation injury.
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Parameters
Age (years) 2315
Sex (M/F) 11/5
Ventilator days 106
ICU length of stay (days) 14+9
Hospital length of stay (days) 19+9
ICU mortality (n) 1
28t day mortality (n) 1
SOFA

Day 1 4.5+2.4

Day 3 4.7+3.8
Pa0O2/FiO; ratio 342+139
24 h Fluid balance (L) 5733+4917
Inhalation injury (n)

Grade 1

Grade 2 4

Grade 3

Data are presented as meantSD. ICU, intensive care unit; SOFA,

sequential organ failure assessment score; PaO/FiO. ratio, ratio of

arterial oxygen partial pressure to fractional inspired oxygen;



Table 2. Laboratorial analyses.

Parameters

Peak Lactate (mmol/L) 2.3+1.9
Peak CRP (mg/dL) 190487
ACTH (pg/dL) 6.46x5.21
TSH (mU/L) 1.42+2.03
Free T4 (ng/dL) 21.17+34.69
IL-10 (pg/mL) 31.38+10.65
IL-6 (pg/mL) 16.28+3.01
IL-8 (pg/mL) 54.06+26.07
UGRP1 (OD/mL) 0.52+0.11
antisurfactant (OD/mL) 0.43+.13

Data are presented as meantSD. Lactate, CRP (C-Reactive Protein);
ACTH (adrenocorticotropic hormone); TSH (thyroid-stimulating hormone);

Free T4 (free thyroxine);
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Figure 1. Uteroglobin-related protein 1 (UGRP1) serum concentrations (optical

density\ml )are related to the inhalation injury severity.
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7. Conclusoes:

Este estudo permite concluir que os niveis de UGRP1 no plasma dos
pacientes vitimas de queimaduras e inalacdo de fumaca estdo aumentados.
Além disso, os niveis de UGRP1 se correlacionam com a gravidade da injuria
inalatoria.

Embora a populagdo estudada seja pequena, a relagdo da UGRP-1 e
injuria inalatoria permite considerar a dosagem desta citocina como um
marcador de injuria por inalagédo e de gravidade nesta situagao.

Sao necessarios mais estudos com UGRP1 na injuria inalatéria para

definir melhor o seu papel diagndstico e seu poder em avaliar a gravidade.
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8. Consideragoes finais:

Deve-se atentar para a injuria inalatéria em todos os pacientes vitimas
de queimaduras por inalacdo de fumaca, principalmente em ambientes
fechados. Nos dias de hoje, a injuria inalatéria € o principal determinante
progndstico de pacientes queimados.

O entendimento da fisiopatologia da injuria inalatéria € importante para o
diagnostico. O diagnéstico e a avaliagdo da gravidade ainda depende muito de
critérios clinicos pois 0s mecanismos da injuria inalatéria ainda ndo sdo bem
conhecidos. Por isso, estratégias diagndsticas e de avaliagdo progndstica
devem ser constantamente aprimoradas. Nestes pacientes deve-se levar em
consideragao a possibilidade de coleta de amostra de sangue nas primeiras
24h do acidente para a dosagem de marcadores sistémicos que indiquem a
possibilidade e a extensdo da injuria inalatéria e com isso novas e precoces
abordagens possam ser definidas. A UGRP1 plasmatica surge como um
possivel marcador nesta condigao.

Serdo necessarios mais estudos nesta area para definir a validade
externa do uso desta citocina como um marcador para tal injuria.
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10.ANEXOS:

10.1. Ficha de coleta de dados gerais

Anexo 1. Ficha para coleta de dados dos pacientes de Santa Maria

Nome:

Prontuario: Idade:
Sexo:

Peso: Altura:

Data de internacéo:

Horario da internacéo:

Doencas prévias? () sim () nao Qual?
Complicag¢des na chegada:

Presenca de: ( )cateter central ( ) SNE () SVD () linha arterial
()drenodetérax ()TET () outros

Superficie corporal queimada estimada em:

Queimadura predominante em:

Escarotomia no dia: Fasciotomia no dia:
Infecgéo cutédnea?

Recebeu profilaxia tétano? () sim () nao

Dialisou? () sim () n&o Inicio de dialise dia: Término dia:
Ventilagdo mecanica: () sim () néo Inicio dia: Término dia:
Extubacao dia:

Necessidade de reintubagao? () sim () néo

PAV? () sim () nao diagnodstico no dia............ da internacao
Diagnéstico de sepse dia:

Fibrobroncoscopia dia:

Resultado da fibrobroncoscopia:

Complicagdes da internacgao: ( ) barotrauma () broncoespasmo

() atelectasias () PCR
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Necessidade de transfusao: () sim () nao
Data alta CTI:

Data alta hospitalar:

Condigbes da alta: () vivo () Obito

Dosagem de cianeto? () sim () néo
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