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FOI DEMONSTRADO QUE O NIVEL DE HBP AUMENTA EM INDIVIDUOS QUE
SUBSEQUENTEMENTE DESENVOLVEM SEPSIA GRAVE. DESTE MODO, O NIVEL DE HBP, A
RAZAO HBP/WBC OU A RAZAO HBP/CN NUM INDIVIDUO PODEM SER UTILIZADOS PARA
DETERMINAR SE UM INDIVIDUO ESTA OU NAO EM RISCO DE ACQAO DESENVOLVER SEPSIA
GRAVE.
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RESUMO

“Método de diagnéstico”

Foi demonstrado que o nivel de HBP aumenta em individuos
que subsequentemente desenvolvem sepsia grave. Deste modo, o
nivel de HBP, a razdo HBP/WBC ou a razao HBP/CN num individuo
podem ser utilizados para determinar se um individuo estd ou

nao em risco de accgao desenvolver sepsia grave.
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DESCRICAO
“Método de diagnéstico”

Campo da invencao

A invencao refere-se ao diagndéstico de susceptibilidade
a, e a prevencgao do desenvolvimento de sepsia grave.

Anterioridade da invencao

A  sepsia é uma resposta inflamatdéria sistémica a
infecgao, que provoca a falha de Orgaos e a morte em cCasos
graves. E uma causa cada vez mais comum de morbidade e
mortalidade, particularmente em individuos idosos,
imunocomprometidos e criticamente doentes. A sepsia foi
relatada como a causa mais comum de morte na unidade de
cuidados intensivos n&o corondrios (Bone RC et al.; Chest.
1992 Jun;101 (6):1644-55). Ocorre em 1-2% de todas as
hospitalizacdes e as taxas de mortalidade variam de 20% para a
sepsia a 40% para a sepsia grave e >60% para o choque séptico
(uma subcategoria de sepsia grave) (Leibovici; Ann Intern Med
1991; 114(8):703, Martin et al.; N Engl J Med. 2003 Apr
17;348(16) :1546-54) .

A definicdo clinica da sepsia consiste na presenca de
duas ou mais das seguintes condic¢des:

(1) febre (temperatura >38°C) ou hipotermia (temperatura
<36°C);

(2) ritmo cardiaco >90 batimentos por minuto;

(3) taxa respiratdria >20 inspiracodes por minuto ou
PaCO; <32 mm Hg; e

(4) contagem de glébulos brancos do sangue
>12 (x10° células/L) ou <4 (x10° células/1),

ao mesmo tempo que uma infeccao confirmada ou suspeita.

As condigdes (1) a (4) sao conhecidas como critérios de
SIRS (do inglés, “Severe Inflammatory Response Sindrome”,
sindrome de resposta inflamatdéria grave) (Bone RC et al.;
Chest. 1992 Jun; 101(6) :1644-55) e constituem um padrao
internacional reconhecido para o diagnéstico de inflamacgao
grave. Um individuo que exiba dois ou mais dos critérios de
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SIRS sem uma infeccg¢do confirmada ou suspeita é classificado
como possuindo SIRS nao associada a infeccéao.

A definicdo clinica de sepsia grave é a sepsia conforme
definida acima, associada a hipotensdao induzida por sepsia,
disfuncao de ¢rgaos ou anomalias de perfusao. A hipotensao
induzida por sepsia € definida como uma pressao sanguinea
sistdlica <90 mm Hg ou uma reducgdo <40 mm Hg a partir na linha
de Dbase na auséncia de outras causas de hipotensado. As
anomalias de ©perfusao podem incluir, mas nao se lhes
limitando, hipoperfusdo, acidose léctica, oliguria, ou uma
alteracao aguda no estado mental. A sepsia grave inclui, como
subcategoria, a condicdo de choque séptico. Esta condicdo é
especificamente definida pela presenca de hipotensdao induzida
por sepsia apesar de adequada ressuscitacdo de fluidos
juntamente com a presenga de anomalias de perfusao. Os
individuos gque recebem agentes inotrdépicos ou vasocompressores
podem nao estar hipotensos no momento em que sao medidas as
anomalias de perfusao.

Para o tratamento de sepsia grave, o diagndéstico antes do
inicio de sintomas mais graves (hipotensao, disfuncao de
6rgaos ou hipoperfusdo) com a instituicdo de tratamento
adequado é da maior importédncia para um resultado bem-sucedido
(Rivers E et al. N Engl J Med 2001; 345(19): 1368-77). Por
exemplo, Kumar et al. mostraram dgque a mortalidade estava
correlacionada com o numero de horas passadas apds o inicio da
hipotensao induzida por sepsia antes de ser dado o primeiro
tratamento (Kumar et al. Crit Care Med 2006;34(6):1589-96). Um
marcador bioldgico ou clinico fidvel para determinar téo
precocemente quanto possivel se um individuo estd em risco de
desenvolver sepsia grave é necessdrio para minimizar o atraso
da instituicao do tratamento.

Sumdrio da invencgdo

A proteina de ligacao a heparina (HBP, CAP37,
Azurocidina) é um homdélogo de serina-protease glicosilado, de
cadeia simples, negativamente carregado, de 37 kDa, inactivo,
que exibe 44% de identidade de sequéncia com a elastase de
neutréfilos humana. A estrutura tridimensional da HBP foi
publicada (Iversen et al. Nat Struct Biol. 1997 Apr; 4(4):265-
8). Estda contida nos gréanulos azurofilicos de neutrdédfilos
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humanos (Lindmark et al., J Leukoc Biol 1999; 66(4):634-43). E
uma proteina multifuncional que se mostrou induzir derrame
vascular por alteracadao do equilibrio do ca’" do citoesqueleto
dos wvasos sanguineos (Gautam et al., Nature Medicine 2001;
7(10):1123-7). Mostrou-se que a proteina M de estreptococos do
grupo A (GAS) em complexo com fibrinogénio induz a libertagéo
de HBP por estimulacao do receptor de B2-integrina de
neutréfilos (Herwald et al., Cell 2004; 116(3):367-79). O LPS
pode também induzir libertacdo de HBP através de um mecanismo
desconhecido (Rasmussen et al., FEBS Lett 1996; 390(1): 109
12). A sequéncia de HBP estéd disponivel ao publico (por
exemplo no NCBI com o numero de acesso NP_001691 REGIAO:
27..248) e estd reproduzida adiante em SEQ ID NO.1

SEQ TD NO: 1
IVGGRKARPROFPFLASIQNQGRHFCGGALTHARFVMTAASCEQSQNPGYSTVVLGAY DLRRRE
RQSROTFSISSMSENGY DPQONLNDLMLLOLDREANLTSSVT ILFLELONATVEAGTRCQVAGH
GSORSGGRLSRFPRFVNVIVTPEDQCRENNVCTGVLTRRGGICNGDGGT ELVCEGLAHGVASES
LGPCGRGEDFFTRVALFRDWIDGVLNNPGR

Os niveis de HBP em individuos gque exibem um ou mais dos
critérios de SIRS nao foram previamente investigados. Os
inventores mostraram pela primeira vez que os niveis de HBP
estao aumentados em individuos que subsequentemente
desenvolvem sepsia grave. 0s niveis de HBP estao aumentados
até 12 horas antes de ser registada hipotensao induzida por
sepsia, mas diminuem rapidamente ser for instituida a terapia.
Os inventores mostraram também pela primeira vez que a razao
HBP/Contagem de gldébulos brancos do sangue (WBC) estd elevada
em individuos que subsequentemente desenvolvem sepsia grave.

De acordo com a invencdo, € assim proporcionado um método
de identificacdo se um individuo estd ou ndo em risco de
desenvolver sepsia grave, método este que compreende a medicao
da HBP numa amostra de fluido colhida do individuo e desse
modo a determinacdo se o individuo estd ou ndo em risco de
desenvolver sepsia grave.

O método da invencao pode ainda compreender a medicao da
contagem de WBC ou de neutrdédéfilos (CN) num individuo, o
cdlculo da razdo HBP/WBC ou da razao HBP/CN respectivamente, e
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desse modo a determinacdo se o individuo estd ou ndao em risco
de desenvolver sepsia grave.

O método da invencao pode assim compreender a medicdao da
HBP num individuo e o cdlculo do nivel de HBP/WBC ou a razao
HBP/CN num individuo, e desse modo a determinacdo se o
individuo estd ou ndo em risco de desenvolver sepsia grave.

A invencao adicionalmente proporciona:

e a utilizacdo in vitro de um anticorpo especifico de HBP, ou
de um seu fragmento capaz de ligacao a HBP, para determinar
se um individuo estd ou ndo em risco de desenvolver sepsia
grave;

e um kit de teste compreendendo um anticorpo especifico de
HBP, ou um seu fragmento capaz de ligacao a HBP, e meios
para a medig¢do dos WBC num individuo.

Também ¢ divulgado um método de reducdo do risco de um

individuo desenvolver sepsia grave compreendendo:

(i) a determinacdo se um individuo estd ou ndo em risco de
desenvolver sepsia grave utilizando um método da

invencao; e

(ii) a administragado a um individuo identificado em (i) como
estando em risco, de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um agente adequado para o tratamento de
infeccdo e/ou fluidos intravenosos.

Descricdo das Figuras

A Figura 1 mostra a concentragao de HBP (Figura la), as
razdes HBP/WBC (Figura 1b), os niveis de CRP (Figura 1lc), os
niveis de IL-6 (Figura 1d) e os niveis de lactato (Figura le)
no grupo de sepsia grave (n=51), no grupo de sepsia (n=95), no
grupo de infecgao sem SIRS (n=44) e no grupo de SIRS sem
infeccao (n=12). Linha dentro da caixa: mediana; lados da
caixa: quartis (Ql, Q3); bigodes: gama de valores; x e O0:
valores de desvio identificados pelo numero do paciente. As
linhas representam os valores limite de exclusao, para o nivel
de HBP de 20 ng/ml e para a razao HBP/WBC de 2, para as
Figuras la e 1lb, respectivamente
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A Figura 2 mostra uma curva ROC para o nivel de HBP e/ou
a razao HBP/WBC, o nivel de HBP, a razdao HBP/WBC, o lactato, a
contagem de gldébulos brancos do sangue, CRP e IL-6. A linha
recta de 0,0 a 1,1 é uma linha de referéncia. Os segmentos
diagonais sao produzidos por empates.

A Figura 3 mostra a razdao HBP/WBC (Figura 3a) ou a
concentracao de HBP (Figura 3b) para cada individuo (n=51) no
grupo de sepsia grave, representadas em funcao do tempo desde
a colheita da primeira amostra de plasma relativamente ao
tempo da pressao sanguinea mais baixa medida (indicada pela
seta as 0 h). Os circulos a branco na Figura 3a representam
pacientes que caiem abaixo do nivel limite de exclusao da
razdo HBP/WBC mas estavam classificados acima do nivel limite
de exclusao da concentracao de HBP. Os circulos a branco na
Figura 3b representam pacientes qgue caiem abaixo do nivel
limite de exclusao da concentracao de HBP mas estavam
classificados acima do nivel limite de exclusao da
razao HBP/WBC.

A Figura 4 mostra a alteragcdo na razdo HBP/WBC em
amostras de plasma consecutivas colhidas de 16 pacientes com
sepsia grave ao longo de 96 horas (Figura 4a) e de 7 pacientes
com sepsia, 1infecgcdo sem SIRS ou sem infec¢do ao longo de
72 horas (Figura 4b). Cada 1linha representa um paciente
individual.

Descrigcdo detalhada da invencéao

Diagnéstico

A presente invencao refere-se a um método de
identificacdo se um individuo estd ou nao em risco de
desenvolver sepsia grave. A invencao refere-se portanto ao
diagnéstico da susceptibilidade de um individuo a sepsia
grave. 0O individuo em teste é tipicamente suspeito de estar em
risco de desenvolver sepsia grave. O individuo ¢é tipicamente
um mamifero. O mamifero €& tipicamente um ser humano ou um
mamifero doméstico tal como um cavalo, uma vaca, uma ovelha,
um cao ou um gato. O individuo ¢é preferivelmente um ser

humano.

O individuo pode ser suspeito de estar em risco de
desenvolver sepsia grave por ter uma confirmacao ou suspeita
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de infeccdo, e/ou apresentar um ou mais, ou dois ou mais, dos

critérios de SIRS. Os critérios de SIRS sao:

(1) febre (temperatura >38°C) ou hipotermia (temperatura
<36°C);

(2) ritmo cardiaco >90 batimentos por minuto;

(3) taxa respiratéria >20 inspiracdes por minuto ou
PaCO, <32 mm Hg; e

(4) contagem de glébulos brancos do sangue >12
(x10° células/L) ou <4 (x10° células/L).

A infeccdo confirmada ou suspeita ¢é tipicamente uma ou
mais entre uma infeccdo bacteriana, parasitica ou fungica. Uma
infecgado bacteriana pode ser causada por uma ou mais bactérias
Gram-negativas ou Gram-positivas. A uma ou mails bactérias
Gram-negativas podem ser seleccionadas entre Escherichia coli,
Klebsiella spp. (tipicamente K.pneumoniae ou K.oxytoca),
Enterobacter spp (tipicamente E.cloacae ou F.aerogenes),
Bordetella spp. (tipicamente B.bronchiseptica, B. pertussis ou
B.parapertussis), Chlamydia spp. (tipicamente C. trachomatis),
Legionella spp. (tipicamente L. pneumophilia), Pseudemonas
spp. (tipicamente P.aeruginosa), Mycoplasma spp. (tipicamente
M. pneumoniae), Haemophilus influenza, Serratia marcescens,
Proteus mirabilis, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas
maltophilia e Neisseria meningitidis (tipicamente do serogrupo
A, B, C, H, I, K, L, X, Y, Z, 29E ou W135). A uma ou mais
bactérias Gram-positivas podem ser seleccionadas entre
Staphylococcus spp. (tipicamente S. aureus ou Staphylococci
negativos para Coagulase), Streptococcus spp. (tipicamente
S. pneumoniae ou S. pyogenes) e Enterococcus spp. (tipicamente
E. faecium ou E. faecalis). Uma infecgcdo fungica pode ser
causada por um ou mails fungos seleccionados entre Candida
albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida
krusei, Candida glabrata e Aperigillus fumigatus.

A infeccao, confirmada ou suspeita, pode afectar qualquer
parte do corpo. 0Os exemplos tipicos incluem uma infeccao que
afecta os pulmdes; o tracto respiratdrio; o figado; os rins; o
tracto urindrio; a pele (cutdnea e subcuténea); o coracgao; o
estbmago; os intestinos; o sangue; o0s 0s880s; as articulacgdes
ou qualguer sua combinacao. A infeccao confirmada ou suspeita
pode ser meningite.
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A infeccdo pode ser confirmada por praticas de diagndstico
conhecidas na especialidade, por exemplo cultura microbiana de
amostras colhidas do individuo, teste aos antigénios na urina
ou outras amostras de fluidos colhidas do individuo
(especialmente para infecgbes por S. pneumoniae e Legionella
sp.) ou andlise por PCR (especialmente para pneumonia atipica
causada por infeccao bacteriana e.g. Mycoplasma, Legionella,
Chlamydia e B. pertussis). Mais recentemente foram
desenvolvidas técnicas de PCR multiplex que permitem o teste
simultdneo de maltiplas infeccdes bacterianas e fungicas.

A infeccdo pode ser suspeita devido a presenca de um ou
mais dos seguintes sintomas gerais: febre superior a 38°C;
arrepios; dor; uma dor macante persistente ou sensibilidade;
sensacao geral de cansaco; suores nocturnos; e uma ferida ou
incisao com vermelhidao, calor, inchaco ou dor associados, ou
que exsude um fluido que é branco, amarelado ou esverdeado.

A presente invencaoc pode ser utilizada para confirmar a
susceptibilidade de um individuo com um ou mais factores de
risco adicionais e/ou uma ou mais predisposicgdes para o
desenvolvimento de sepsia grave. Os factores de risco que
aumentam a susceptibilidade para o desenvolvimento de sepsia
grave incluem tipicamente qualquer factor que aumente a
susceptibilidade a infecgao. Estes factores podem incluir um
Sistema imunitdrio enfraquecido (i.e. o individuo é
imunocomprometido), ou a presenca num paciente hospitalizado
de uma linha intravenosa, ferida cirurgica, dreno cirdrgico,
ou um local de quebra da pele conhecido como UuUlceras de
decubito ou uUlceras de pressdo. Um individuo diabético é mais
propenso ao desenvolvimento de sepsia grave. O método de
diagnéstico da invencdo pode ser realizado em conjunto com
outro ensaio ou teste genético para refinar a previsao do
risco.

Tipicamente, o individuo nado possui uma doenca crénica
associada a inflamagdo e/ou ndo exibe sintomas gque estao
especificamente associados com estas doencas. 0s exemplos
destas doencas 1ncluem aterosclerose, doenca de Alzheimer,
asma, artrite reumatdide, osteocartrite e doencas inflamatédrias
do intestino tais como a doenca de Crohn, a colite ulcerativa,
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a sindrome do intestino irritdvel e a doenca inflamatdria dos
intestinos. Se o individuo tem uma doencga crdédnica associada a
inflamacao, tem adicionalmente uma infeccao confirmada ou
suspeita como definido acima e/ou apresenta um ou mais, ou
dois ou mais, dos critérios de SIRS.

Tipicamente, o individuo né&o tem sepsia grave nem exibe
sintomas que possam conduzir a um diagndéstico de sepsia grave.
Tipicamente, estes sintomas incluem hipotensadao induzida por
sepsia, disfuncao de ¢rgaos ou anomalias de perfusdao. A
hipotensao induzida por sepsia é definida como uma presséao
sanguinea sistdélica <90 mm Hg ou uma redugdao <40 mm Hg a
partir na linha de base na auséncia de outras causas de
hipotensao. As anomalias de perfusdo podem incluir, mas nao se
lhes limitando, hipoperfusao, acidose lactica, oliguria ou uma
alteracao aguda no estado mental. A sepsia grave inclui, como
subcategoria, a condigcdo de chogque séptico. Esta condicgdo é
especificamente definida pela presenca de hipotensao induzida
por sepsia apesar de adequada ressuscitacao de fluidos
juntamente com a presenga de anomalias de perfusao. Os
individuos gque recebem agentes inotrdpicos ou vasocompressores
podem nao estar hipotensos no momento em que sao medidas as
anomalias de perfusao.

A presente invencado envolve a medicdo do nivel de HBP num
individuo. Tipicamente, o nivel de HBP ¢é medido ©pela
determinacao da concentracao de HBP numa amostra de fluido
colhida do individuo. De acordo com a presente invengao, um
nivel aumentado de HBP comparativamente com o nivel ou
concentragcdo na linha de base indica que o individuo é
susceptivel a, ou estd em risco de desenvolver, sepsia grave.
O nivel na linha de base é tipicamente o nivel de HBP num
individuo que se suspeita estar em risco de desenvolver sepsia
grave mas nao desenvolve subsequentemente sepsia grave. Por
exemplo, o0s inventores mostraram que, quando o nivel de HBP é
medido pela determinacao da concentragdao de HBP numa amostra
de plasma colhida de um individuo, os individuos gue néo
desenvolvem sepsia grave tém uma concentracdo mediana de HBP
de cerca de 8,5 ng/ml, os individuos que tém uma infeccéo
confirmada ou suspeita mas exibem um ou menos critérios de
SIRS tém uma concentragdo mediana de HBP de cerca de
6,5 ng/ml, e os individuos que apresentam dois ou mais



EP 2 129 391/PT

critérios de SIRS na auséncia de infecgdo tém uma concentracao
mediana de HBP de cerca de 9 ng/ml. A concentracdo mediana de
HBP para todas as categorias de individuos que se suspeita
estarem em risco de desenvolver sepsia grave mas nao
desenvolvem subsequentemente sepsia grave é de cerca de
8 ng/ml.

Na presente invencao, numa amostra de fluido colhida de um
individuo, uma concentracao aumentada de HBP associada a um
aumento da susceptibilidade a, ou do risco de desenvolvimento
de sepsia grave é tipicamente superior a cerca de 15 ng/ml, ou
superior a cerca de 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 ou
24 ng/ml. A concentragcdo aumentada de HBP associada a um
aumento da susceptibilidade a, ou do risco de desenvolvimento
de sepsia grave ¢é preferivelmente superior a cerca de
20 ng/ml.

De acordo com a presente invenc¢ao, o aumento no nivel ou
concentracao de HBP associado a aumento de susceptibilidade a,
ou do risco de desenvolvimento de sepsia grave é€ de pelo menos
2 vezes, 2,5 vezes ou 3 vezes relativamente ao nivel ou
concentragcdo na linha de Dbase. O aumento no nivel ou
concentracao de HBP associado a aumento da susceptibilidade a,
ou do risco de desenvolvimento de sepsia grave é
preferivelmente de pelo menos 2,5 vezes relativamente ao nivel
ou concentracao na linha de base.

A presente invencdao pode portanto também envolve a
determinacdo da razao HBP/contagem de gldébulos brancos do
sangue (WBC) para determinar o risco de desenvolvimento de
sepsia grave.

De acordo com a presente invencdo, uma razdo HBP/WBC
aumentada comparativamente com a razado na linha de base indica
que o individuo € susceptivel a, ou estd em risco de
desenvolver sepsia grave. A razdo na linha de base ¢é
tipicamente a razdo HBP/WBC num individuo que se suspeita
estar em risco de desenvolver sepsia grave mas nao desenvolve
subsequentemente sepsia grave. Quando a concentracao de HBP
numa amostra de fluido é medida em ng/ml e os WBC numa amostra
de sangue sao medidos em numero de células xlOg/L, 0s
inventores mostraram que, por exemplo, individuos gue nao
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desenvolvem sepsia grave tém uma razao HBP/WBC mediana de
cerca de 0,7:1, os individuos que tém uma infeccdo confirmada
ou suspeita mas exibem um ou menos critérios de SIRS tém uma
razao HBP/WBC mediana de cerca de 0,85:1, e os individuos que
apresentam dois ou mais critérios de SIRS na auséncia de
infecgcdo tém uma razdo HBP/WBC mediana de cerca de 0,9:1. A
razdo HBP/WBC mediana para todas as categorias de individuos
que se suspeita estarem em risco de desenvolver sepsia grave
mas nao desenvolvem subsequentemente sepsia grave €& de cerca
de 0,75:1.

Na presente invencao, quando a concentracao de HBP numa
amostra de fluido é medida em ng/ml e a contagem de WBC numa
amostra de sangue é medida em numero de células x10°/L, uma
razao HBP/WBC aumentada associada com um aumento da
susceptibilidade a, ou do risco de desenvolvimento de sepsia
grave ¢é tipicamente superior a cerca de 1,4:1, ou superior a
cerca de 1,5:1, 1,6:1, 1,7:1, 1,8:1, 1,9:1, 2,0:1, 2,1:1,
2,2:1, 2,3:1 ou 2,4:1. A razado HBP/WBC aumentada associada com
um aumento da susceptibilidade a, ou do risco de
desenvolvimento de sepsia grave é preferivelmente superior a
cerca de 2,0:1.

De acordo com a presente invencao, o aumento na razao
HBP/WBC associado com um aumento da susceptibilidade a, ou do
risco de desenvolvimento de sepsia grave ¢é de pelo menos
1,5 vezes, 2 vezes, 2,5 vezes ou 3 vezes relativamente a razdo
na linha de base. O aumento na razdo HBP/WBC associado com um
aumento da susceptibilidade a, ou do risco de desenvolvimento
de sepsia grave ¢é preferivelmente de pelo menos 2,5 vezes
relativamente a razdo na linha de base.

Os presentes inventores determinaram a contagem média de
neutrdéfilos (CN) em individuos suspeitos de estarem em risco
de desenvolver sepsia grave é de cerca de 80% da contagem de
glébulos brancos do sangue (WBC). A presente invengao pode
também determinar a razdo de HBP/CN para determinar o risco de

desenvolvimento sepsia grave.

De acordo com a presente invencdo, uma razdo HBRP/CN
aumentada comparativamente com a razaoc na linha de base indica
que um individuo € susceptivel a, ou estd em risco de
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desenvolver sepsia grave. A razdo na linha de Dbase ¢é
tipicamente a razdo HBP/CN num individuo que nao tem uma
infeccdo e/ou ndo exibe qualguer dos critérios de SIRS. Quando
a concentragao de HBP numa amostra de fluido é medida em ng/ml
e a contagem de CN numa amostra de sangue € medida em numero
de células x10°/L, os inventores mostraram que, por exemplo,
os individuos gque nao desenvolvem sepsia grave tém uma razao
HBP/CN mediana de cerca de 0,55:1, os individuos que tém uma
infeccao confirmada ou suspeita mas apresentam um ou menos
critérios de SIRS tém uma razdo HBP/CN mediana de cerca de
0,65:1, e os individuos que apresentam dois ou mais critérios
de SIRS na auséncia de infeccdo tém uma razdo HBP/CN mediana
de cerca de 0,7:1. A razdo HBP/CN mediana para todas as
categorias de individuos que se suspeita estarem em risco de
desenvolver sepsia grave mas nao desenvolvem subsequentemente
sepsia grave é de cerca de 0.6:1.

Na presente invencao, quando a concentracdao de HBP numa
amostra de fluido é medida em ng/ml e a contagem de CN numa
amostra de sangue é medida em numero de células x10°/L, uma
razao HBP/CN aumentada associada com um aumento da
susceptibilidade a, ou do risco de desenvolvimento de sepsia
grave é tipicamente superior a cerca de 1,1:1, ou superior a
cerca de 1,2:1, 1,3:1, 1,4:1, 1,5:1, 1,6:1, 1,7:1, 1,8:1 ou
1,9:1. A razdo HBP/CN aumentada associada com um aumento da
susceptibilidade a, ou do risco de desenvolvimento de sepsia
grave é preferivelmente superior a cerca de 1,6:1.

De acordo com a presente invencao, o aumento na razao
HBP/CN associado com um aumento da susceptibilidade a, ou do
risco de desenvolvimento de sepsia grave ¢é de pelo menos
1,5 vezes, 2 vezes, 2,5 vezes ou 3 vezes relativamente a razdo
na linha de base. O aumento na razao HBP/CN associado com um
aumento da susceptibilidade a, ou do risco de desenvolvimento
de sepsia grave ¢é preferivelmente de pelo menos 2,5 vezes
relativamente a razdo na linha de base.

A invencdo é tipicamente realizada in vitro numa amostra
obtida do individuo. A amostra tipicamente compreende um
fluido corporal do individuo. A amostra € preferivelmente uma
amostra de sangue, plasma, soro, urina, fluido cerebrospinal
ou fluido articular. A amostra ¢é muito preferivelmente uma
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amostra de sangue. A amostra é tipicamente processada antes de
ser ensailada, por exemplo por centrifugacadao. A amostra pode
também ser tipicamente armazenada antes do ensaio,

preferivelmente abaixo de -70°C.

Podem ser utilizados métodos padréo conhecidos na
especialidade para ensaiar o nivel de HBP. Estes métodos
tipicamente envolvem a utilizacao de um agente para a deteccao
de HBP. O agente tipicamente liga-se especificamente a HBP. O
agente pode ser um anticorpo especifico para HBP. Por
especifico, deve entender-se que o agente ou o0 anticorpo se
liga a HBP sem reactividade cruzada significativa com qualquer
outra molécula, particularmente qualquer outra proteina. Por
exemplo, um agente ou anticorpo especifico para HBP néao
apresentard reactividade cruzada significativa com elastase de
neutrdéfilos humana. A reactividade cruzada pode ser
determinada por gqualguer método adequado.

Um anticorpo utilizado no método da invengadao pode ser um
anticorpo completo ou um seu fragmento que seja capaz de se
ligar a HBP. O anticorpo pode ser monoclonal. Um anticorpo
completo ¢é tipicamente um anticorpo que ¢é produzido por
qualguer método adequado conhecido na especialidade. Por
exemplo, o©0s anticorpos policlonais podem ser obtidos por
imunizagdo de um mamifero, tipicamente um coelho ou um
ratinho, com HBP, sob condicdes adequadas, e 1isolamento das
moléculas de anticorpo, por exemplo, do soro do referido
mamifero. Os anticorpos monoclonais podem ser obtidos por
métodos recombinantes ou de hibridomas.

Os métodos de hibridomas envolvem a imunizacao de um
mamifero, tipicamente um coelho ou um ratinho, com HBP, sob
condicdes adequadas, depois a colheita das células do baco do
referido mamifero e a sua fusdo com células de mieloma. A
mistura de células fundidas ¢é entédo diluida e sao crescidos
clones a partir de células individuais progenitoras. Os
anticorpos segregados ©pelos diferentes clones sao entao
testados quanto a sua capacidade para se ligarem a HBP, e o
clone mais produtivo e estdavel é entdo crescido em meio de
cultura até um volume elevado. O anticorpo segregado é colhido
e purificado.
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Os métodos recombinantes envolvem a clonagem em fagos ou
leveduras de diferentes segmentos de genes de imunoglobulina
para criar Dbibliotecas de anticorpos com sequéncias de
aminodcidos ligeiramente diferentes. As sequéncias que
originam anticorpos que se ligam a HBP podem ser seleccionadas
e as sequéncias podem ser clonadas, por exemplo, numa linha de
células bacterianas, para produgao.

Tipicamente, o anticorpo ¢ um anticorpo de mamifero, tal
como um anticorpo de primata, humano, de roedor (e.g. ratinho
ou rato), de coelho, ovino, porcino, equino ou de camelo. O
anticorpo pode ser um anticorpo camelideo ou anticorpo de
tubardao. O anticorpo pode ser um “nanocorpo”. O anticorpo pode
ser qualquer classe ou isotipo de anticorpo, por exemplo IgM,
mas €& preferivelmente IgG.

O fragmento de anticorpo completo gque pode ser utilizado
no método compreende um local de ligacdao ao antigénio, e.qg.
fragmentos Fab ou F(ab)2. O anticorpo completo ou fragmento
podem estar associados a outras porcgdes, tais como ligantes,
que podem ser utilizados para juntar 2 ou mais fragmentos ou
anticorpos. Estes ligantes podem ser ligantes quimicos ou
podem estar presentes na forma de uma proteina de fusdao com o
fragmento ou o anticorpo completo. Os ligantes podem assim ser
utilizados para juntar anticorpos completos ou fragmentos que
tém as mesmas ou diferentes especificidades de ligacao, e.g.
que se podem ligar ao mesmo ou a diferentes polimorfismos. O
anticorpo pode ser um anticorpo biespecifico que é capaz de se
ligar a dois antigénios diferentes, tipicamente quaisquer dois
dos polimorfismos aqui mencionados. O anticorpo pode ser um
'diacorpo' formado pela unido de dois dominios varidveis
“costas com costas”. No caso em que os anticorpos utilizados
no método estdo presentes em qualquer das formas anteriores
que tém diferentes locais de ligagcao ao antigénio de

diferentes especificidades, entao estas diferentes
especificidades sao tipicamente para com polimorfismos em
diferentes posicgdes ou em diferentes proteinas. Numa
concretizacao, o) anticorpo é um anticorpo quimérico

compreendendo sequéncias de diferentes anticorpos naturais,
por exemplo um anticorpo humanizado.
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Os métodos para determinar o nivel de HBP envolvem
tipicamente o contacto de uma amostra com um agente ou um
anticorpo capazes de se ligarem especificamente a HBP. Estes
métodos podem incluir testes de vwvareta (“dipstick”) e um
ensaio imunossorvente com enzima ligada (ELISA). Tipicamente,
os testes de vareta compreendem um ou mais anticorpos ou
proteinas que ligam especificamente HBP. Se estiver presente
mais do que um anticorpo, os anticorpos preferivelmente
possuem diferentes determinantes nao sobrepostos de modo a que
se possam ligar simultaneamente a HBP.

O ELISA ¢é um ensaio em fase sdélida, heterogénea, que
requer a separacgao de reagentes. O ELISA €& tipicamente
realizado wutilizando a técnica de sanduiche ou a técnica
competitiva. A técnica de sanduiche requer dois anticorpos. O
primeiro liga-se especificamente a HBP e estd ligado a um
suporte sé6lido. O segundo anticorpo estd ligado a um marcador,
tipicamente um conjugado enzimdtico. E utilizado um substrato
para a enzima para quantificar o complexo HBP-anticorpo e
portanto a gquantidade de HBP numa amostra. O ensaio de
inibicdo competitiva de antigénio também requer tipicamente um
anticorpo especifico para HBP ligado a um suporte. Um
conjugado HBP-enzima ¢é adicionado a amostra (contendo HBP) a
ensaiar. A inibicao competitiva entre o conjugado HBP-enzima e
a HBP marcada permite a quantificacdo da quantidade de HBP
numa amostra. Os suportes sdélidos para reacgdbes de ELISA
preferivelmente contém pogos.

A  presente invencao pode também empregar métodos de
medicao de HBP que nao compreendem anticorpos. A separagao por
Cromatografia Liguida de Alto Desempenho (HPLC) e deteccgédo por
fluorescéncia ¢é preferivelmente wutilizada como método de
determinacdao do nivel de HBP. Podem ser utilizados aparelhos
de HPLC e métodos como os descritos previamente (Tsikas D et
al. J Chromatogr B Biomed Sci Appl 1998; 705: 174-6). A
separacgao durante a HPLC é tipicamente realizada com base na
dimensdo ou na carga. Antes da HPLC, aminodcidos enddgenos e
um padrao interno de L-homoarginina sao tipicamente
adicionados as amostras de ensaio e estas sao extraidas por
fases em cartuchos CBA (Varian, Harbor City, CAh) . Os
aminodcidos no interior das amostras sdo preferivelmente
derivatizados com o-ftalaldeido (OPA). A exactiddo e a
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precisao do ensaio sao preferivelmente determinadas com
amostras de controlo de qualidade para todos os aminodcidos.

Podem ser utilizados métodos padrao conhecidos na
especialidade para medir a contagem de glébulos brancos do
sangue ou a contagem de neutrdéfilos num individuo. Estes
métodos incluem contagem automdtica ou manual.

A invencgado proporciona ainda um kit de diagndstico que
compreende meios para medicado do nivel de HBP num individuo e
desse modo a determinacdo se o individuo estd ou ndao em risco
de desenvolver sepsia grave. O kit contém tipicamente um ou
mais anticorpos que se ligam especificamente a HBP. Por
exemplo, o kit pode compreender um anticorpo monoclonal, um
anticorpo policlonal, um anticorpo de cadeia Unica, um
anticorpo quimérico, um anticorpo com enxerto de CDR ou um
anticorpo humanizado. O anticorpo pode ser uma molécula
intacta de imunoglobulina ou um seu fragmento tal como um
fragmento Fab, F(ab'), ou Fv. Se estiverem presentes mais do
que um anticorpo, o0s anticorpos tém preferivelmente diferentes
determinantes nao sobrepostos de modo a que se possam ligar
simultaneamente a HBP.

O kit pode adicionalmente compreender meios para a medicao
da contagem de WBC num individuo.

O kit pode adicionalmente compreender um ou mails outros
reagentes ou instrumentos que permitam realizar qualgquer das
concretizagdes do método acima mencionadas. Estes reagentes ou
instrumentos 1incluem um ou mais dos seguintes: tampao(des)
adequado (s) (solugdbes aquosas), meios para 1isolar HBP da
amostra, meios para obter uma amostra do individuo (tal como
um vaso ou um instrumento compreendendo uma agulha) ou um
suporte compreendendo POCOS nos gqualis possam ser realizadas
reacgdes quantitativas. O kit pode, opcionalmente, compreender
instrugdes para permitir que o kit seja utilizado no método da
invencado ou detalhes relativos a que individuos o método pode
ser aplicado.

Terapia

E também divulgado o tratamento de um individuo
identificado por um método da invengdo como estando em risco
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de desenvolver sepsia grave. Assim, uma substancia para
utilizacao na redugao do risco de desenvolvimento de sepsia
grave pode ser utilizada no fabrico de um medicamento para
utilizagcdo no tratamento de um individuo identificado por um
método da invencado como estando em risco de desenvolver sepsia
grave. A condigdo de um individuo identificado por um método
da invencao como estando em risco de desenvolver sepsia grave
pode portanto ser melhorada pela administracao de uma tal
substédncia. A sepsia grave pode assim ser prevenida. Uma
quantidade terapeuticamente eficaz de uma substidncia ttil para
reduzir o risco de desenvolvimento de sepsia grave pode ser
dada a um individuo identificado por um método da invencéo
como dele necessitado. As substdncias adequadas para a reducao
do risco de desenvolvimento de sepsia grave incluem
tipicamente um ou mais antibidéticos e/ou um ou mais fluidos
intravenosos. Os um ou mais antibidéticos sdo tipicamente
antibidéticos de largo espectro. 0Os antibidéticos de largo

espectro sao tipicamente seleccionados entre um ou
mais aminoglicdésidos, cefalosporinas, fluorogquinolonas,
lincosamidas, macrdlidos, penicilinas, sulfonamidas ou

tetraciclinas. Por exemplo, o0s antibidéticos adequados incluem,
mas nao se lhes limitando, Gentamicina, Canamicina, Neomicina,

Estreptomicina, Tobramicina, Cefazolina, Cefalexina,
Cefapirina, Cefradina, Cefuroxima, Cefixima, Cefotaxima,
Ceftazidima, Ceftizoxima, Ceftriaxona, Ciprofloxacina,
Levofloxacina, Ofloxacina, Clindamicina, Azitromicina,
Claritromicina, Eritromicina, Amoxicilina, Ampicilina,
Ampicilina-Sulbactama, Cloxacilina, Dicloxacilina,

Mezlocilina, Nafcillina, Oxacillina, Penicilina G Benzatina,
Penicilina G Potdassio, Penicilina G Procaina, Penicilina V
Potdssio, Piperacilina, Ticarcilina, Ticarcilina-Clavulanato
potédssio, Pirimetamina-Sulfadoxina, Sulfadizina,
Sulfisoxazole, Sulfmetoxazole, Trimetoprim-sulfametoxazole,

Clortetraciclina, Doxiciclina e Tetraciclina.

Uma substédncia util para a redugdo do risco de
desenvolvimento de sepsia grave de acordo com a invengao é
tipicamente formulada para administragcao na presente invencao
com um transportador ou diluente farmaceuticamente aceitédveis.
O transportador ou diluente farmacéutico pode ser, por
exemplo, uma solucgdao isotdnica. Por exemplo, as formas orais
s6élidas podem conter, Jjuntamente com a substancia activa,
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diluentes, e.g. lactose, dextrose, sacarose, celulose, amido
de milho ou amido de batata; lubrificantes, e.g. silica,
talco, &acido estedrico, estearato de magnésio ou calcio, e/ou
polietilenoglicdis; agentes de 1ligacgao; e.g. amidos, goma-
ardabica, gelatina, metilcelulose, carboximetilcelulose ou
polivinilpirrolidona; agentes desagregantes, e.g. amido, acido
alginico, alginatos ou amido-glicolato de sdédio; misturas
efervescentes; corantes; edulcorantes; agentes molhantes, tais
como lecitina, polissorbatos, laurilsulfatos; e, em geral,
substancias nao todxicas e farmacologicamente inactivas
utilizadas em formulacdes farmacéuticas. Estas preparacdes
farmacéuticas podem ser fabricadas de maneiras conhecidas, por
exemplo, por meio de ©processos de mistura, granulacao,
conformacdo em comprimidos, revestimento com agucar, ou

revestimento com pelicula.

As dispersdes liquidas para administracdo oral podem ser
xaropes, emulsdes ou suspensdes. 0Os xaropes podem conter como
transportadores, por exemplo, sacarose OuU sacarose com
glicerina e/ou manitol e/ou sorbitol.

As suspensdes e emulsdes podem conter como transportador,
por exemplo uma goma natural, &gar, alginato de sdédio,
pectina, metilcelulose, carboximetilcelulose ou poli(dlcool
vinilico). As suspensodes ou solucgdes para injeccgdes
intramusculares podem conter, Jjuntamente com a substédncia
activa, um transportador farmaceuticamente aceitéavel, e.g.
agua estéril, azeite, oleato de etilo, glicdis, e.qg.
propilenoglicol, e se desejado, uma dquantidade adequada de
cloridrato de lidocaina.

As solugbes para infusdao ou administracado intravenosa
podem conter como transportador, por exemplo, Aagua estéril ou
preferivelmente podem estar na forma de solucdes salinas
isoténicas, agquosas, estéreis.

Uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma substéncia
utilizada na prevencao de sepsia grave ¢é administrada a um
paciente identificado de acordo com um método da invencao. A
dose, por exemplo de um antibidético, podem ser determinada de
acordo com varios parédmetros, especialmente de acordo com a
substdncia utilizada; a idade, peso e condicdo do paciente a
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tratar; a via de administracao; e o regime requerido.
Novamente, um médico estard capacitado para determinar a via
de administracao e a dosagem requeridas para qualgquer paciente
particular. Uma dose didria tipica é de cerca de 0,1 a 50 mg
por kg de peso corporal, de acordo com a actividade do
antibidético especifico, a idade, peso e condicgdes do individuo
a tratar e com a frequéncia e via de administracao.
Preferivelmente, os niveis de dosagem didria sao de 5 mg a
2 g. Essa dose pode ser proporcionada na forma de um unica
dose ou pode ser proporcionada na forma de miltiplas doses,
por exemplo tomadas a intervalos regulares, por exemplo 2, 3
ou 4 doses administradas diariamente.

O Exemplo que se segue ilustra a invencao:

Exemglo

1. Métodos

Participantes no Estudo

Arrolaram-se 202 pacientes adultos com infeccao
clinicamente suspeita num estudo de prospeccao na Infectious
Disease Clinic, Lund University Hospital, Suécia, entre Marco
de 2006 e Abril de 2007. Os critérios de inclusao foram febre
>38°C e tratamento com antibidéticos durante menos de 24 horas.
LA duragadao do tratamento com antibidéticos, a demografia, os
critérios de SIRS e a pressao sanguinea sistdlica (SBP) foram
registados na admissdao. Analisaram-se a proteina C-reactiva
(CRP), o lactato e a contagem de WBC, e obtiveram-se amostras
de plasma para posterior andlise dos niveis de HBP, e de IL-6
as 12 horas apds a admissdo. Em 20 pacientes obtiveram-se
amostras de plasma em série durante até 96 horas em paralelo
com o registo dos critérios de SIRS e da SBP. Apds descarga, O
diagnéstico final e a mortalidade em 28 d foram registadas e
0s pacientes foram classificados de acordo com os critérios de
SIRS (Bone et al., Chest 1992; 101(6): 1644-55).

A sepsia grave (grupo 1) foi definida como a presenca de
sepsia e SBP <90 mmHg ou uma queda de SBP >40 mmHg a partir
na linha de base em 24 h apds a colheita das amostras de
sangue, a sepsia (grupo 2) foi definida como a exibicao de
dois ou mais critérios de SIRS juntamente com uma infeccdo, a
auséncia de sepsia (grupo 3) foil definida como a exibicao de
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um critério de SIRS juntamente com uma infeccdo, e a auséncia
de infecgado (grupo 4) foil definida como a exibicgao de dois ou
mais critérios de SIRS juntamente com um diagndéstico final néao

infeccioso.

Os diagndésticos finais de infeccdo foram de pneumonia
(n=61), infeccdo do tracto respiratdério superior (n=35),
infeccdo do tracto urinario (n=38), infeccdo cutédnea e
subcutdnea (n=29), endocardite (n=4), gastroenterite (n=12),
ou outras infec¢des incluindo infecg¢des tropicais (n=11). Em
35 pacientes (17%) foi diagnosticada bacteriemia (17 bactérias
Gram-negativas e 18 Gram-positivas). Os diagnésticos nao
infecciosos com exibicdo de dois ou mais critérios de SIRS
foram de embolia pulmonar e vasculite sistémica). As amostras
de sangue foram colhidas em tubos de pldstico de citrato para
plasma de 4 mL, imediatamente centrifugadas a 3000 rpm durante
10 min, alocadas e armazenadas a —-70°C até a andlise.

Analise de HBP, IL-6, CRP, lactato, WBC e razdo HBP/WBC

A concentracdo de HBP (ng/ml) foi determinada através de
um ELISA de sanduiche como descrito em (Tapper et al.; Blood
2002; 99(5): 1785-93). Diluiram-se de 1/40 as amostras de
plasma em PBS e correram-se em duplicado. A HBP humana
recombinante foi produzida e purificada como descrito em
(Rasmussen et al.; FEBS Lett 1996; 390(1):109-12).
Prepararam-se anticorpos monoclonais de ratinho (2F23A) e
anti-soro de coelho (409A4) contra HBP recombinante e
purificaram-se como descrito em (Lindmark et al.; J. Leukoc.
Biol 1999; 66(4):634-43) e utilizaram-se a 1/3000 e 1/7000
respectivamente. Utilizaram-se IgG de cabra anti-coelho
conjugadas com peroxidase de Bio-Rad Laboratories (Richmond,
CA), a 1/3000. Calculou-se uma razdo HBP/WBC dividindo a
concentracdo de HBP (ng/ml) pelos WBC (x10° células/L).

A IL-6 foi medida com um kit comercial para IL-6 humana
(Quantikine, R&D Systems, RU), limite de deteccdo de 3 pg/mL.
Diluiram-se as amostras de plasma de 1/40. Realizaram-se
andlises da CRP e do lactato num Roche Hitachi Modular-P com
reagentes da Roche Diagnostics (Mannheim, Alemanha) de acordo
com a descricao do fabricante com a excepcao de que as
amostras para a andlise do lactato foram tomadas de tubos de
plasma em citrato em vez de tubos de oxalato-fluoreto.
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A contagem de gldébulos brancos do sangue (WBC) foi medida
num Sysmex XE2100 de acordo com a descrigcao do fabricante
(Sysmex) .

Anadlise Estatistica

Os resultados estdo apresentados como medianas, gamas
interquartil. 0 teste de significéncia foi realizado
utilizando o teste da soma de postos de Mann-Whitney. Um
valor p bicaudado <«0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. As curvas ROC (do inglés, “Receiver-Operating
Characteristic”) (DelLong et al.; Biometrics 1988; 44(3): 837-
45) e a &area sob a curva (AUC) foram determinadas para HRP,
razao HBP/WBC, CRP, WBC e IL-6. Os valores da AUC estdao

reportados com o intervalo de confianca de 95% (95% IC). As
sensibilidades, as &especificidades, os valores preditivos

positivos e os valores preditivos negativos foram calculados a
partir de tabulagdes cruzadas. A razao de probabilidade
positiva e a razado de probabilidade negativa estdo também
reportadas na Tabela 1.

2. Resultados

Caracteristicas dos Participantes no Estudo

Incluiram-se 202 pacientes que cumpriam os critérios de
inclusao. Os pacientes foram classificados nos 4 grupos que se
seguem: 51 pacientes com sepsia grave (grupo 1), 95 pacientes
com sepsia (grupo 2), 44 pacientes sem sepsia (grupo 3) e
12 pacientes sem infeccao (grupo 4), a idade mediana e a razao
masculino/feminino dos 4 grupos eram 62 anos; 31/20, 57 anos;
42/53, 44 anos; 15/29, e 73 anos; 11/1 respectivamente.
Encontrou-se bacteriemia em 22, 11 e 2 pacientes nos grupos 1,
2, e 3, respectivamente.

Andlise dos niveis de HBP e razdes HBP/WBC em Participantes no
Estudo

Na admissao, os niveis de HBP eram significativamente
superiores no grupo da sepsia grave (p<0,0001) (Fig. la), com
42/51 pacientes excedendo um nivel 1limite de exclusédo de
20 ng/ml, em comparacdo com 1/95, 0/44 e 0/12 pacientes no
grupo 2, no grupo 3 e no grupo 4, respectivamente. Também, os
pacientes no grupo da sepsia grave apresentavam razdes HBP/WBC
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significativamente superiores (p <0,0001) em comparacaoc com OS
outros grupos (Fig. 1b). Encontrou-se uma razdo HBP/WBC acima
de 2,0 em 44/51 pacientes no grupo da sepsia grave,
2/95 pacientes no grupo da sepsia, 0/44 pacientes no grupo sem
sepsia e 0/12 pacientes no grupo sem infeccdo. Adicionalmente,
no grupo da sepsia grave, 47/51 pacientes tinham um nivel
plasmatico de HBP >20 ng/ml ou uma razdo HBP/WBC >2,0, em
comparacdo com 2/95 pacientes no grupo da sepsia e 0 pacientes
nos outros 2 grupos (Tabela 1).

Similarmente, os niveis de CRP, IL-6 e lactato eram
também significativamente superiores (p=0,003, p<0, 0001,
p<0,0001) no grupo da sepsia grave embora houvesse uma
considerdvel sobreposicdo entre os grupos (Fig. 1 c-e).

Andlise do valor preditivo do nivel de HBP e da razdo HBP/WBC

Assumindo uma prevaléncia de 25% de sepsia grave, como no
presente estudo, as varidvels seguintes apresentaram melhor
especificidade, sensibilidade, wvalor preditivo positivo (VPP),
valor preditivo negativo (VPN), razao de probabilidade
positiva (RPP) e razao de probabilidade negativa (RPN) no
diagnéstico de sepsia grave comparativamente com todos o0s
diferentes niveis limite de exclusdo de CRP e IL-6 calculados:
. um nivel de HBP >20 ng/ml indica que o individuo ira
desenvolver sepsia grave; ou

) uma razao HBP/WBC >2,0 indica que o individuo ira
desenvolver sepsia grave; ou

. um nivel de HBP >20 ng/ml ou uma razdo HBP/WBC >2,0
indicam gue o individuo ird desenvolver sepsia grave.

Estas verificacdes estao resumidas nas Tabelas la, 1lb e 1c,
e sdao suportadas pela curva ROC (figura 2). A andlise

estatistica da curva ROC estd mostrada na tabela 2.

Nivel de HBP e razdo HBP/WBC prevéem sepsia grave antes do

inicio de sintomas clinicos

Em 20 dos 51 pacientes no grupo da sepsia grave, o valor
de HBP estava elevado até 12h antes de ser atingida a SBP mais
baixa (figuras 3a e 3b). O0Os niveis de HBP diminuiram
rapidamente em 24h nos 11 pacientes que foram tratados com
antibidéticos adequados e fluidos intravenosos e que
recuperaram sem complicagdes. Em 5 casos em que 0s pacientes
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continuaram a ser instédveis do ponto de vista circulatdrio, os
niveis de HBP, contudo, permaneceram elevados, 1 destes
paciente morreu 28 dias depois da data de inclusao (Fig. 4a).

Os 5 pacientes que morreram eram todos do grupo da sepsia
grave e todos morreram 1-4 dias apds a ultima colheita de
amostra com HBP elevada. Os niveis de HBP permaneceram bem
abaixo de 20 ng/ml em 6 pacientes com sepsia e 1 paciente sem
sepsia que foram seguidos com amostragens em série (fig. 4b).

20 pacientes no grupo da sepsia grave tinham niveis de
HBP ou razdes HBP/WBC aumentados na admissdo mas SBP normal,
indicando que estes indicadores eram capazes de prever a
sepsia grave antes se ser possivel o diagnéstico clinico
padrao. Isto é exemplificado por uma mulher de 70 anos que se
apresentava com um historial de 3 dias de febre, diarreia e
vémitos. O exame fisico foi normal excepto quanto a febre de
38°C, pulsacao de 100 mas SBP normal de 130 mm/Hg, e foi
hospitalizada com uma tentativa de diagndstico de
gastroenterite. Foram-lhe dados 1000 ml de fluido cristaldide
i.v.. Seils horas mais tarde desenvolveu hipotensao grave com
SBP de 70 mm/Hg, dificuldade respiratéria e foil imediatamente
transferida para a UCI, onde mais tarde foi diagnosticada SDRA
(Sindrome da Dificuldade Respiratdéria do Adulto) com
coagulacao intravascular disseminada devido a septicemia por
E.coli. Na admissdo o seu nivel de HBP era de 80 ng/ml e a
razao HBP/WBC era 4, 2.



EP 2 129 391/PT
23

Tabela la: Sensibilidade, especificidade, valor preditivo

positivo, wvalor preditivo negativo, razao de probabilidade

negativa e razao de probabilidade positiva de varidveis

testadas no diagnéstico de sepsia bacteriana grave

Varidvel Limite Sensibilidade Especificidade VPP VPN RPP RPN
de % % % %
exclusao
HBP (ng/ml) >20 82,4 99,3 97,7 94,3 118 0,18
razdo HBP/WBC >2 86,3 98,7 95,6 95,5 66,4 0,14
razdo HBP/WBC ou >2 ou 92,2 98,7 95,9 97,4 71 0,08
nivel de HBP >20
(ng/ml)
CRP (mg/l) >50 88, 2 36,4 31,9 90,2 1,39 0,32
>100 82,3 53,6 37,5 90,0 1,77 0,33
>150 64,7 71,3 42,9 85,6 2,25 0,49
>200 37,2 80,8 39,6 79,2 1,94 0,77
IL6 (pg/ml) >100 78, 4 72,8 49,4 91,0 2,88 0,30
>200 62,7 77,5 48,5 86,0 2,78 0,48
>500 47,0 84,0 50,0 82,5 2,94 0,63
>1000 43,0 90,0 59,5 82,4 4,30 0,23
Lactato (mmol/l) >2,5 27,5 98,0 82,4 79,6 13,7 0,74
>2,0 41, 2 91,8 63,6 81,8 5,0 0,64
> 1,5 52,9 77,6 45,0 82,6 2,4 0,061
>1 88, 2 46,3 36,3 91,9 1,6 0,25
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Tabela 1b: Sensibilidade e especificidade de diferentes

limites de exclusdao de niveis de HBP no diagndstico de sepsia

bacteriana grave

limite de exclusdo de Especificidade Sensibilidade
HBP (ng/ml)

>15 95,1 88,2
>16 98,0 88,2
> 17 98,6 84,3
>19 98,6 84,3
>20 99,3 82,4
>21 99,3 80, 4
>22 99,3 78,4
>23 99,3 76,5
>24 99,3 74,5
Tabela 1c: Sensibilidade e especificidade de diferentes

limites de exclusdo dos niveis de razdo HBP/WBC no diagndstico

de sepsia bacteriana grave

limite de exclusdo Especificidade Sensibilidade
da razdo HBP/WBC

1,4 87,1 92,2
1,5 95,0 88,2
1,7 95,5 86,3
1,8 96,3 86,3
1,9 98,0 86,3
2,0 98,6 86,3
2,1 98,6 84,3
2,2 98,6 81,4
2,3 98,6 78, 4
2,4 98,6 74,5

3,6 99,3 54,9
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Tabela 2: Andlise da curva ROC para varidveis testadas no

diagnéstico de sepsia bacteriana grave

Variavel (eis) do Area Erro Sig. Intervalo de Confianca
Resultado do Sob a Padrédo Assimptética Assimptdtico de 95%
Teste Curva (a) (b) limite limite
inferior superior
HBP (ng/ml) 0,954 0,017 0,000 0,920 0,988
razdo HBP/WBC 0,949 0,022 0,000 0,905 0,993
razdo HBP/WBC 0,960 0,019 0,000 0,923 0,997
ou nivel de HBP
(ng/ml)
CRP (mg/ml) 0,719 0,040 0,000 0,641 0,797
IL6 (pg/ml) 0,789 0,038 0,000 0,714 0,863
Lactato (mmol/1) 0,769 0,050 0,000 0,697 0,841
Contagem de WBC 0,511 0,050 0,820 0,413 0,608
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REIVINDICACOES

1. Método de identificacdo se um individuo estd ou nao em
risco de desenvolver sepsia grave, método este gque compreende
a medicdo da proteina de ligacdo a heparina (HBP) numa amostra
de fluido colhida do individuo e desse modo a determinacao se
0 individuo estd ou ndo em risco de desenvolver sepsia grave.

2. Método de acordo com a reivindicacgado 1, compreendendo
ainda a medicdo da contagem de gldébulos brancos do sangue
(WBC) ou da contagem de neutrdfilos (CN) numa amostra de
sangue colhida do individuo, o cdlculo da razdo HBP/WBC ou da
razao HBP/CN, respectivamente, e desse modo a determinacdo se

o individuo estd ou ndo em risco de desenvolver sepsia grave.

3. Método de acordo com a reivindicacao 1, em que a
determinacdo se o individuo estd ou nadao em risco de
desenvolver sepsia grave compreende a determinacao se a
concentracdao de HBP €& ou nao superior a 15 ng/ml ou 20 ng/ml
na amostra de fluido.

4, Método de acordo com a reivindicagado 1, em que o nivel
ou concentracdo de HBP na amostra de fluido estd aumentado em
pelo menos 2,5 vezes relativamente ao nivel ou concentracao de
HBP na linha de base.

5. Método de acordo com a reivindicagao 2, em que, gquando
a concentracdo de HBP na amostra de fluido é medida em ng/ml e
0os WBC na amostra de sangue sao medidos em numero de células
x 10°/L, a determinacdo se o individuo estd ou ndo em risco de
desenvolver sepsia grave compreende a determinacao se a razao
HBP/WBC € ou ndo superior a 2.

6. Método de acordo com a reivindicacgdo 2, em que a razao
HBP/WBC ou a razao HBP/CN na amostra de sangue estd aumentada
em pelo menos 2,5 vezes relativamente a razdo HBP/WBC ou a
razao HBP/CN na linha de base, respectivamente.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes
precedentes, em que o individuo é suspeito de estar em risco
de desenvolver sepsia grave.
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8. Método de acordo com a reivindicagcao 7, em que ©
individuo possui uma infecgdo confirmada ou suspeita e/ou
apresenta um ou mais dos critérios de Sindrome de Resposta
Inflamatdéria Grave (SIRS).

9. Método de acordo com a reivindicacao 7, em que ©
individuo possui uma infecgdo confirmada ou suspeita e/ou
apresenta dois ou mais dos critérios de SIRS.

10. Método de acordo com a reivindicacado 8 ou 9, em que a
infecgcadao confirmada ou suspeita afecta: os pulmbdes; o tracto
respiratério; o figado; os rins; o tracto urinario; a pele
(cutdnea e subcutédnea); o coracdo; o estdmago; os intestinos;
0 sangue; o0s o0ssos; as articulagdes ou dquaisquer suas

combinacdes.

11. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 7 a 10 em que o individuo €: imunocomprometido;
um diabético; um paciente hospitalizado com uma linha
intravenosa, uma ferida cirtrgica, um dreno cirurgico ou uma
Ulcera de pressao; ou quaisquer suas combinacdes.

12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes

precedentes em que o individuo é um mamifero.

13. Método da reivindicacgado 12 em que o mamifero € um ser

humano.

14. Utilizacado in vitro de um anticorpo especifico para
HBP, ou de um seu fragmento capaz de se ligar a HBP, para a
determinacdo se um individuo estd ou nado em risco de
desenvolver sepsia grave.

Lisboa, 2012-05-31
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