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Resumo

As infecgcdes respiratdrias virais sdo causas comuns de morbi-mortalidade
em adultos e idosos. Recentemente descrito, o metapneumovirus foi associado a
infeccOes respiratérias em criangas, ocorrendo com maior freqiiéncia até seus cinco
anos de idade. Investigagcbes recentes o identificaram também em adultos e
imunocomprometidos. Nesta conjuntura conduziu-se em Sao Paulo um estudo com
coleta sistematizada e consecutiva por trés anos (06/2001 a 09/2003) em trés
populagdes distintas (adultos do Pronto Atendimento, transplantados renais e
profissionais de saude) apresentando sintomas respiratorios. Cento e oitenta e
cinco pacientes com resultados negativos para outros virus por outros métodos
(influenza A e B, Parainfluenza 1,2 e 3, RSV, adenovirus, coronavirus e
enterovirus) foram investigados quanto a presenga de metapneumovirus por uma
RT-PCR otimizada em laboratério. Vinte e quatro pacientes (12,97%) apresentaram
amplificacdo especifica para o virus, caracterizada pelo fragmento de 347pb
amplificado pelos iniciadores correspondentes ao gene F. O virus foi detectado nos
meses de junho a setembro dos trés anos investigados. Houve maior frequéncia na
deteccao em 2003. As freqléncias observadas ao final do estudo nos profissionais
de saude, adultos do Pronto Atendimento e pacientes transplantados renais foram
10,75% (10/92), 18,96% (11/59), e 8,82% (3/34) respectivamente. Verificou-se uma
tendéncia associativa entre contato com paciente e infeccao por hMPV nos
profissionais de saude. Foi encontrada associagao entre infeccdo e adultos acima
de 51 anos (p=0,006). Os pacientes transplantados apresentaram sintomatologia
menos expressiva. Nao foi possivel atribuir uma sintomatologia especifica a

infeccao por hMPV.
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Summary

Viral respiratory infections are common morbi-mortality causes in adults and
in the elderly. Recent advances in viral diagnostics, such as RT-PCR, allowed for
the detection of a plethora of new viruses, until then uncharacterized. The recently
described human metapneumovirus was associated with respiratory infections by
van den Hoogen and coworkers while investigating samples from children without
etiologic causes attributable. Researchers worldwide detected the virus in samples
from children and recently in adult's samples as well. Following this approach our
study was aimed at adults over eighteen presenting with acute respiratory infections
from June/2001 to September/2003. Three groups were enrolled: patients from an
out-patient attendance, health care workers and renal transplant recipients. All
samples were submitted to routine diagnostics screening through direct
fluorescence assay provided by Light Diagnostics for seven different viruses and
negative results were set up for RT-PCR with primers selected to hMPV's F gene.
Twenty four out of 185 patients (12.97%) were considered positive after
amplification of a 347bp fragment. The virus was detected from June to September
in the 2001-02 period, peaks were higher in 2003 and began earlier, as discussed
below. Furthermore an association was found between infection and age (p=0,006)
for the whole cohort. Out-patient attendance cases exhibited a higher detection
frequency (18.92%/11:59), particularly in 2003. Health care workers and ambulatory
patients had 10.75% (10:92) and 8.82% of infections attributed to hMPV. A weak
tendency was found regarding infection and patient contact in the health care
workers population. Transplant infections were less symptomatic than the other
groups evaluated. No characteristic symptomatology could be associated with

hMPV infection by this study.
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Introducao

1. Introducao

O controle de doengas infecciosas € feito mundialmente por 6rgaos
independentes e ligados a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) que
realizam o controle de algumas doengas infecciosas, periddica ou
continuadamente, bem como doengas emergentes e re-emergentes. As
sindromes respiratorias também s&o monitoradas em larga escala. Os virus
causadores desta sindrome sao: Influenza A e B; Virus Respiratério Sincicial
(VRS), Adenovirus, Parainfluenza 1, 2, 3 e 4 (PIV 1-4).

Embora estes virus atinjam de modo geral toda a populagédo do globo,
existem grupos de risco nos quais a morbidade e mortalidade sdo maiores.
Sao estes: individuos com idade abaixo de 5 ou acima de 60 anos, pacientes
cardiopatas e com doencas pulmonares cronicas, portadores de insuficiéncia
renal, disturbios metabdlicos, hemoglobinopatias além de gestantes e
imunossuprimidos (STAMBOULIAN et al., 2000).

A grande variedade de virus respiratorios, bem como a facilidade de
transmissao destes agentes, garante a ocorréncia frequente destes agentes
em infecgdes respiratorias em pessoas de todas as idades,
imunocompetentes e imunodeprimidos. Os fatores supracitados, associados
a dificuldade na deteccdo das diversas variantes de todos agentes
causadores desta sindrome, explicam a alta incidéncia e prevaléncia de
infeccbes respiratorias de origem viral em todas as populagdes humanas.
(STOCKTON et al., 2002; THANASUGARN et al., 2003; PEIRIS et al., 2003).

Desta maneira estes pacientes representam uma grande demanda

para os servicos de saude, particularmente durante os surtos de doenca




Introducao

respiratoria na comunidade. Considerando-se as multiplas possibilidades de
transmissao destes virus é importante estudar populagbes envolvidas na
assisténcia aos pacientes com sintomas de infecgbes respiratorias. Em
2003, durante o surto epidémico de SARS alguns estudos salientaram a
importancia de uma vigilancia também juntos aos profissionais de saude.
Assim como mostram outros estudos, realizados no mesmo periodo, os
quais verificaram que o surto ocorreu predominantemente em profissionais
de saude (LAU et al., 2003; 2004).

Outro grupo considerado sob maior risco € a populagao de pacientes
vivendo com alguma forma de imunossupressao. Atualmente, o transplante
de o6rgaos se tornou um procedimento muito comum no Brasil e, em
particular, o transplante renal na cidade de Sao Paulo. As infecgdes
respiratorias podem comprometer a evolugao clinica destes pacientes, além
de aumentarem a possibilidade de rejeicdo do enxerto (DUCHINI et al.,
2000). No primeiro més ap6s o transplante cerca de 95% das infec¢des séo
resultantes de acao bacteriana e candidiases originarias da cirurgia (acesso
vascular, cateter de drenagem, etc). Dos meses sucessivos até completar o
primeiro semestre de transplante duas classes de infecgbes sdo observadas:
as originadas por virus imunomodulatérios e as causadas por patégenos
oportunistas; dos seis meses em diante esta populacao é alvo das infec¢des
adquiridas na comunidade e, dependendo da evolugao clinica do enxerto, ha
necessidade de altas doses de imunossupressao. A elevada frequéncia de
infecgcdes nosocomiais, a persisténcia das infecgdes e a maior ocorréncia de

pneumonia € morte associadas sao fatores que devem ser considerados em
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casos de infeccdo em imunocomprometidos (PATEL & PAYA, 1997,
BREDIUS, 2004). A melhor forma de proteger estes pacientes € a prevencgao
destas afeccbes e caso ocorra uma infecgao, diagndsticos rapidos e
precisos sao primordiais (PATEL & PAYA, 1997).

Com o advento das técnicas moleculares, a investigagao etiolégica
das sindromes respiratdrias tornou-se uma area de pesquisa extremamente
relevante e dinamica, considerando que os antigos métodos de detecgao
viral, em geral, tomavam uma quantidade consideravel de tempo para serem
realizados. As técnicas moleculares resolveram essa questdo sem prejuizo
para sensibilidade e com apreciavel rapidez (WRIGHT et al.,, 1995). A
integracado desta técnica com o diagnostico de agentes emergentes ou re-
emergentes tem permitido esclarecer novos aspectos epidemiologicos e
clinicos até entdo nao identificados e permitiu também que aqueles bem
conhecidos fossem melhor investigados (ZHANG, 1991; ZOU, 1997).

O trabalho realizado por Bernadette van den Hoogen et al. em 2001
descreveu um virus até entdo n&o reconhecido como potencial causador de
infeccbes respiratorias agudas em criangas. Para tanto foram usadas
amostras de 28 pacientes, a sele¢cao destes considerou como critério de
inclusdo sintomatologia semelhante a do virus sincicial respiratério humano
(RSV), que incluiu desde sintomas respiratérios moderados até tosse
intensa, bronquiolite e pneumonia, frequentemente acompanhada de febre
alta, mialgia e vémitos. Realizando o isolamento em culturas celulares da
linhagem terciaria de rim de macaco (tMK) comprovou-se a replicagao lenta

deste agente, com aproximadamente 14 dias para apresentar efeitos
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citopaticos (ECP). A replicagao ocorreu apenas na linhagem citada. Outras
foram usadas, porém nao apresentaram ECP dentro do mesmo periodo. O
teste de hemaglutinacdo foi empregado no sobrenadante destas culturas,
visando identificar o agente causador por meio desta caracteristica
intrinseca de alguns virus respiratérios, como o Influenza. Sem resultados
positivos fez-se uso de abordagem diferente. Analises moleculares tiveram
como base a técnica conhecida como RAP-PCR, propagando uma amostra
do virus, identificada como isolado 00-1, em cultura (tMK novamente) e
subsequentemente sequenciando o produto. Vinte regides diferentes foram
escolhidas para busca com o} software BLAST®

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e destas, 10 mostraram semelhanca com

sequéncias do metapneumovirus de aves (APV). Com base nessas
informacdes, iniciadores especificos para estas regides identificadas foram
desenhados e utilizados. Um novo RT-PCR (reverse transcriptase
polimerase chain reaction) foi realizado e o desfecho deste procedimento foi
a caracterizacao deste patdgeno. Estes resultados confirmaram a existéncia
de um novo agente viral com tropismo pelo aparelho respiratério e
pertencente ao género metapneumovirus, que até entdo era composto por
virus aviarios (VAN DEN HOOGEN et al.,, 2001). O virus descrito possui
RNA genbmico ndo segmentado com 13.2kb (£100kb nos subgrupos). O
grupo possui oito genes atrelados um ao outro, fita simples com polaridade
negativa (RNAss.), caracteristicas da familia Paramyxoviridae (ciclo

replicativo esquematico representado na ilustragao 1).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

Introducao

)
<y RNA

Transy wcagao
Rna Polaridade

Negativa
e —_—
mRNA+ -—
— - .‘—

— - .
Montagem -<#—r——

8;F'rc:te.'inas; O Genomas
N () A
W\

Mustracao 1: Ciclo replicativo esquematico da familia Paramyxoviridae

A replicagao citoplasmatica € lenta. Em culturas celulares verificou-se
que seu ciclo leva em torno de 14 a 30 horas para se completar, o que
reforca a classificagdo e, diferentemente dos virus Influenza A ou B, n&o
sofre agao de drogas intercalantes de acidos nucléicos como a actiomicina-D
in vitro e pode se replicar em células anucleadas. O virus possui um
envelope oriundo da célula hospedeira envolvendo o nucleocapsideo.
Apesar de muitos membros desta familia possuirem capsideos esféricos
com ~150nm de didmetro, o hMPV exibe pleomorfismo e algumas formas
filamentosas ja foram descritas, eletromicrografias sdo apresentadas na
ilustracdo 2 abaixo. Neste caso, encontra-se uma estrutura helicoidal

extremamente estavel, suportando altas concentragcbes de sais e forcas




Introducao

gravitacionais de centrifugacdo por gradiente de densidade (PERET et al.,

2002; BIACCHESI et al. 2003).

»)
s .4.

Ilustracdo 2: A- Formas pleomoérficas ao centro, figura menor a esquerda mostra o
nucleocapsideo e a direita a forma filanentosa em bastio (PERET et al, 2002). B —
Nucleocapsideo liberando o virion (CHAN et al., 2003).

No envelope localizam-se duas glicoproteinas (F e G) responsaveis
por intermediar a entrada e posterior saida do virus. Na regido central do
nucleocapsideo encontra-se 0 RNAg. circundado pela proteina N (proteina
de ligagdo do RNA ao capsideo), pela proteina P (fosfoproteina do
nucleocapsideo) e a L (subunidade maior da polimerase) que inicia a
replicacao intracelular. Entre o envelope e o nucleocapsideo esta a proteina
da matriz viral (M) relacionada a arquitetura deste e é liberada quando da
entrada na célula. A replicacdo deste grupo inicia-se com a agdo da RNA
polimerase RNA-dependente codificando o genoma a partir de suas
terminagdes 5° encapsulada, no sentido 3" poliadenilada. Outras proteinas
codificadas pelo virus sdo: a proteina de fusdo F; o fator de alongamento
transcricional, M2-1; o fator regulatorio da sintese de RNA, M2-2; pequena
proteina hidrofébica, SH e a proteina G, responsavel pelo acoplamento do

virus. Estas duas Uultimas foram recentemente descritas como as mais
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variaveis no genoma deste virus. Quando comparados sete isolados,
provenientes de diversas regides do mundo, verificou-se que a proteina SH
mantinha 58% de similaridade intergrupos e a proteina G apenas 33% de
semelhanga enquanto as outras proteinas diferiram entre 2 e 10%. Estas
proteinas, apesar de descritas, ndo foram totalmente estudadas
bioquimicamente e, portanto, ndo tém todas as suas funcdes esclarecidas
(BIACCHESI et al., 2003; VAN DEN HOOGEN et al., 2004; BASTIEN et al.,
2004).

Até o momento, a diversidade genética do hMPV se restringe a dois
subgrupos com subdivisdes internas. Com a disposicdo gendmica verificada,
melhor visualizada na ilustragdo 3 (3'-N-P-M-F-M2-1/M2-2-SH-G-L-5"), foi
levantada a correlagcdo entre o hMPV e o metapneumovirus de aves
(APV/C). Seus genomas codificam proteinas com alta porcentagem de
similaridade e ordem semelhante. O metapneumovirus de aves chamou a
atencdo causou um surto na Africa em 1970, desde entdo vem sendo
pesquisado e foi caracterizado geneticamente em dois subtipos: A e B,
ambos subdivididos em 1 e 2 (VAN DEN HOOGEN et al.,, 2004). Nos
Estados Unidos as populagdes de aves nédo apresentavam nenhum dos dois
subtipos, mas em 1997 foi encontrado e descrito o subtipo C. Um quarto
subtipo (D) foi relatado na Franga em 1985. Estes virus apresentam taxas de
morbidade de 90 a 100% e mortalidade de 0 a 30%, sendo esta ultima
elevada a 90%, quando ocorrem co-infecgbes bacterianas em aves

(NJENGA et al., 2003; JACOBS et al., 2003; YUNUS et al., 2003).
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Ilustraciio 3: Mapa génico dos isolados CAN97-83 e CAN98-75. Genes individuais indicados por
caixas com respectivos tamanhos em termos de nucleotideos e aminoacidos das proteinas
deduzidas (BIACCHESI et al., 2003).

Uma vez descrito, foram iniciados estudos na tentativa de estabelecer
parametros a respeito do hMPV. Estudos realizados na América do Norte
(BOIVIN et al., 2002; 2003; MULLINS et al., 2004) revelaram diferentes taxas
de positividade quando os autores testaram amostras frente a diferentes
ensaios de PCR. A maior positividade relatada foi de 5,8% (12/208) em
criancas hospitalizadas por infecgao respiratoria aguda, por Boivin et al
(2003) contra 3,9% (26/668) de criangas internadas por infecgdo aguda,
relatadas por Mullins et al (2004). Na Europa, por sua vez, ha maior numero
de publicagdes a respeito deste patdgeno, com positividades variando entre
2,2% a 16% em criangas hospitalizadas com relatos de até 43% dos casos
infectados por hMPV (JARTTI et al.,, 2002; STOCKTON et al., 2002;
XEPAPADAKI et al., 2004; GREENSILL et al., 2003; VIAZOV et al., 2003;
MAGGI et al., 2003). No Reino Unido, Greensill et al. (2003) detectaram
altas taxas de co-infecgao (70%) com RSV nas 30 criangas com bronquiolite
aguda estudadas. Outros trabalhos sugerem que, além de reinfecgdes, os
pacientes estdo sujeitos a um tempo maior de internagdo quando ocorrem

complicagdes mais graves por conta desta infecgao (BOIVIN et al., 2003). A
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circulacao do patégeno em pessoas de todas as idades foi levantada por
Stockton, et al. (2002) e na populagao de imunocomprometidos por Boivin et
al. (2003), ambos ressaltaram a importancia do virus neste grupo de
individuos, onde a doenga pode ser fatal.

Estudos em adultos, no entanto sdo escassos como evidenciado por
recente busca nas bases de dados dos peridédicos (Pubmed.org ;
Medline.org). Os resultados desta busca foram sumarizados abaixo. A
ilustragao 4 resume os principais estudos europeus em adultos associando-
os graficamente aos seus resultados positivos e negativos, maiores detalhes

sao pormenorizados na tabela 1.

“tiBelfast, UK _
AWest Midlands,: UK

T Roterda, NL

Ilustracio 4 Representacio geografica dos estudos epidemiolégicos em adultos da Europa
associados a representaciio griafica da detec¢do do hMPV. Imagens usadas com permissio da
Google Brasil e adaptadas pelo autor.
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Na Asia observa-se situacdo semelhante aquela retratada em outras
investigacdes no que esse refere a positividade dos ensaios. Um estudo, em
particular, abordou pacientes submetidos a internagdo por apresentarem
sintomatologia semelhante a SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome).
Os 48 pacientes foram distribuidos em 3 grupos de adultos (profissionais de
saude, estudantes alocados no hospital index para SARS e pacientes
hospitalizados) com média de idade em 35,4 anos e constatou que em
52,1% dos casos o hMPV foi diagnosticado (CHAN et al., 2003). Outro
estudo, abordando 587 amostras de criangas internadas com sindromes
respiratérias, concluiu que 5,5% estavam infectadas com o hMPV (PEIRIS et
al., 2003), pouco mais que seus colegas da Tailandia, que encontraram
4,2% de positividade para este virus quando estudaram 120 pacientes
pediatricos com infeccbes do trato respiratério (THANASUGARN et al.,

2003).

Tabela 1: Detalhamento dos estudos em adultos conduzidos na Europa

Numeragéo Local Populagéo (n) Método %+ Periodo Sazonalidade Autor/Ano

Transplante pulmonar (49) 25% (Tx) &
o

1 Austria e Cgas imunocompetentes RT-PCR (L) 14% (Cgas) 2003-2004 Inverno Larcher / 05
(186) o (L
2 Barcelona  /dultes "(';’gf:;ta"zad"s RT-PCR (L) 9% 1999-2004 Inverno Willians / 05
Adultos, criangas
3 Belfast hospitalizadas e prof. de ~ RT-PCR (L) 0,81% 2003-2005 N/A O’Gorman / 06
saude (741)

4 Rotterdam Pacientes HCT (163) RT-PCR (F) 3% 1995-1999 Inverno Englund / 06
5 Mi\évlf;t i Adultos "('ggg;ta"zad"s RT-PCR(L)  540%  2001-2003 Inverno Kaye / 05

O hemisfério sul ndo possui estudos expressivos como os citados,
porém, foi conduzido na Africa um levantamento comparando pacientes

imunocompetentes com imunocomprometidos frente a infeccdo por
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metapneumovirus. Os resultados sugerem que a condicdo imunoldgica
possibilita outras infec¢cdes que, provavelmente, competem com o hMPV
diminuindo a taxa de ocorréncia. Entretanto as complicacbes por ele
causadas sao tao importantes quanto aquelas do RSV ou influenza, segundo
Madhi et al (2003).

Galiano e colaboradores realizaram na Argentina um estudo
retrospectivo com o intuito de identificar patdégenos relacionados a
sindromes respiratorias e também associar o recém descrito hMPV a estas
enfermidades. A detecgao direta de antigenos de virus respiratérios em 440
amostras colhidas por aspiracdo do conteudo nasofaringeo e swabs, no
intervalo de cinco anos, foi realizada. O grupo selecionou 100 amostras
negativas e encontrou 11 positivas. Sugeriram como periodo de
sazonalidade do virus os meses compreendidos entre julho e janeiro.
Concluiram o estudo afirmando que o padrao sazonal do hMPV ¢ similar ao
descrito para adenovirus e parainfluenza (GALIANO et al., 2004).

No Brasil foi publicado um estudo que discute a prevaléncia do hMPV.
Cuevas e colaboradores investigaram em 111 criangas de Aracaju, com
idades variando entre um e 30 meses, com infecgdes respiratdrias agudas,
na tentativa de elucidar quais foram causadas pelo hMPV, por meio do RT-
PCR para os genes M, F e N. Foi obtida a positividade de 48% para o RSV,
17% para o hMPV e 8% de co-infecgdo, com ambos os virus. A incidéncia
do hMPV pareceu ser maior nas criangas com 6 a 24 meses de idade apesar
desta observacdo, como ressalvam os autores, ndo ser estatisticamente

significante (CUEVAS et al., 2003). Outros estudos, portanto, sao
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necessarios para que o comportamento deste virus na populagao brasileira
seja delineado.

Em suma, as populagbes de estudo, escolhidas nos trabalhos
supracitados, foram primordialmente criangas. Alguns grupos, entretanto,
investigaram pacientes imunocomprometidos soros-positivos para HIV
(MADHI et al., 2003). A amostragem dos trabalhos também variou bastante
(VIAZQOV et al., 2003; STOCKTON et al., 2002; PEIRIS et al., 2003; BOIVIN
et al., 2003; MADHI et al., 2003; MULLINS et al., 2004).

Em 2003 Bastien e cols. Investigaram 445 espécimes de diferentes
faixas etarias com infecgdo aguda do trato respiratério e detectaram 14,8%
(66/445) casos positivos. Neste trabalho sugeriram a predilecéo do virus por
populagcdes abaixo dos 5 anos e acima dos 50 de idade, € o primeiro relato
em populagdo adulta (BASTIEN et al.,, 2003). Nesta linha, Falsey et al
investigaram 984 casos dos quais 42 (4,3%) tiveram aumento de 4 titulos de
anticorpos (dosagem de IgG) contra o hMPV e destes, 48% (25 casos) foram
também positivos por RT-PCR.

Em estudo de 2003 Cane e van den Hoogen detectaram o hMPV em
um recipiente de medula 6ssea que apresentou doenca respiratéria fatal,
chamam a atengdo para a importadncia desta etiologia nesta populagao
(CANE et al; 2003). Considerando a idade das populagdes e descrevendo o
periodo de relevancia clinica, compreendido entre os meses de inverno nos
paises de clima temperado, os autores elaboraram o grafico representado na

ilustracéo (STOCKTON et al., 2002; OSTERHAUS et al.; 2003).
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Ilustracio 5: Distribuicio sazonal e etaria dos individuos infectados por hMPV em Rotterda,
Holanda (adaptado de Osterhaus e Fouchier, 2003).

A metodologia empregada em todos os artigos revisados, por outro
lado, ndo variou no que tange a técnica de detecg¢do, mas sim quanto ao uso
desta. Muitos trabalhos usaram como base para o desenho dos iniciadores
os genes: N (VAN DEN HOOGEN et al., 2001; VIAZOV et al., 2003; BOIVIN
et al., 2003; THANASUGARN et al., 2003), F (VAN DEN HOOGEN et al.,
2001; VIAZOV et al., 2003; MADHI et al., 2003; CHAN et al., 2003), M
(VIAZOV et al., 2003) e o gene L, tido como o unico capaz de detectar os
dois subtipos do Metapneumovirus, que foi o mais usado nos trabalhos
(JARTTI et al., 2002; STOCKTON et al., 2002; PEIRIS et al., 2003; VIAZOV
et al.,, 2003; MAGGI et al.,, 2003). O gene F é o mais atrativo para a
realizacdo dos testes diagndsticos, outra regido usada na literatura é a da

polimerase (L) (SKIADOPOULQOS et al., 2004).
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No Brasil diversos estudos publicados em anais de congressos
relatam evidéncias do metapneumovirus em nosso pais. A ilustracédo 6
resume 3 anos (2004 a 2006) de estudos nesta categoria. Na tabela 2,
abaixo, as informagdes disponibilizadas pelos autores nos resumos de seus

trabalhos sao detalhadas.

Vitoria
Rio de Janeiro
Sao Paulo, Brazil 7

Buenos Aires

rgentine Republic

Positivos
M Negativos

Ilustracido 6: Trabalhos publicados no cone sul e em congressos da Sociedade Brasileira de
Virologia entre 2005-06.
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Tabela 2: Detalhamento dos estudos conduzidos na América do Sul da ilustraciao 6.

Mapa Local POp:\IJ?QaO Método % + Periodo Sazonalidade Autor/Ano Public.

1 Santiago/ CHI hosf)‘f_?fsz) RT-PCR(N)  5.4% 2003 Primavera Luchsinger/05  Rev Med Chil.
2 v hosiﬁ?foo) RT-PCR(L)  11%  1998-2002 Primavera Galiano/04 J Med Virol.

3 S0 Zadlof C‘;(i?;)sa c?;:scc; 503% 2005 N/A Carvaholos 7, Rev8 Res
4 Viteria / ES Cii;j; @ ';‘*Tm;g';s(tz‘; 1520% 2004 Mar-Out/04 Santanaos V7 RS Res
5 Uerlandia/i C‘?(?Z:)Sa RT-PCR(N)  2,90%  2001-2004 Mar-Jul Cameirolop /' ReYE RS
6 Botucat/SP  Cgas (46) RT-PCR (N/A) 21,73%  Abr-Jun Abr-Jun Medeiros/0g [, X% Res
7 S0 Lautol Cff;fa C?;epscc:-n 7,80%  2003-06 Inverno Thomazelliog ', o8 e

15



Justificativa

2. Justificativa

Levantamentos epidemiologicos constituem-se em estudos muito
importantes que devem ser conduzidos mundialmente, principalmente os
que envolvem virus causadores de sindromes gripais, tendo em vista os
recentes acontecimentos como a SARS e o surto de H5N1. As informacdes
trazidas por este tipo de investigagcdo s&o uteis no monitoramento da saude
publica, profilaxia e formulacdo de vacinas. O desenvolvimento e
aprimoramento da técnica de RT-PCR focando o hMPV representam mais
um avango no sentido de esclarecer a etiologia em pacientes sintomaticos
com testes negativos para os virus respiratorios mais comuns. Este estudo
permitira também contribuir para o delineamento do perfil epidemioldgico
deste virus em Sao Paulo, até entdo inexistente nas populagdes avaliadas,
bem como a determinagcdo de quais caracteristicas clinicas sao mais
frequentemente observadas nos pacientes com testes positivos que podem
ser associadas a este patdégeno. Por outro lado a expansdo no diagndstico
das sindromes respiratorias no Laboratério de Virologia da Universidade
Federal de Sao Paulo esta inserida em uma linha de pesquisa em virus
respiratérios que vem se solidificando, formando pesquisadores,
estabelecendo parcerias cientificas para cooperagédo tecnoldgica e difusao
de conhecimentos, com diversas contribuicées na investigacdo de aspectos
epidemioldgicos, clinicos e diagnosticos da infecgdo por estes agentes em
diferentes populagdes, incluindo imunocompetentes e imunodeprimidos,
além da implementagcdo de protocolos viabilizando a assisténcia médica

destes pacientes.
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regsisténecia ao medo, dominio do medao -—
de medo. A exceCdo de uma criatura

de, ndo € elogio chnamd-la de corajosa, €

uso da palawvra. Consideremos a pulga,
sa criatura de Deus indubitavelmente,
derarmos a icnordncia do medo como

Twain, M in: A Tragédia de Pudd'nhead Wilson
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3. OBJETIVO GERAL

Investigar infeccdo respiratéria aguda causada pelo
Metapneumovirus humano em trés populagdes distintas da cidade de Sao

Paulo

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.1. Desenvolver a técnica de RT-PCR para diagndstico
laboratorial do Metapneumovirus Humano;

3.1.2. Determinar a frequéncia de Metapneumovirus em
pacientes com sindrome respiratoria aguda na cidade de S&o
Paulo durante trés periodos consecutivos em amostras negativas
para outros virus respiratorios;

3.1.3. Avaliar aspectos epidemiologicos e clinicos da infecgao
respiratoria causada pelo Metapneumovirus na populagao geral,

em pacientes transplantados renais e profissionais de saude;
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“

A ciéngcia € o crande antidoto gcontra o <veneno do
entusiasmo e superstigdo.”

N

Smith, A. in: A Rigueza das NaCOes
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4.  MATERIAIS E METODOS

4.1. Locais de realizacdo do estudo

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Virologia Clinica da
Disciplina de Infectologia da Universidade Federal de Sdo Paulo — Escola
Paulista de Medicina. Os locais envolvidos na coleta de amostras para o
estudo foram: Pronto Atendimento do Hospital Sdo Paulo, Nucleo de
Assisténcia a Saude do Funcionario (NASF) e Ambulatorio de Transplante

Renal (unidade associada ao Hospital do Rim e Hipertensao).

4.2. Amostras clinicas

Todos os pacientes incluidos neste estudo sdo adultos (maiores de 18
anos) que apresentavam suspeita de infecgdo aguda do trato respiratério
superior (gripe e resfriado), encaminhados a partir dos trés locais descritos,
no periodo de Junho de 2001 a Setembro de 2003. Todas as amostras
foram coletadas anteriormente para outro estudo e mantidas em freezer a
80°C negativos até a realizagdo dos testes moleculares.

421, NASF

Neste grupo foram incluidos os funcionarios do complexo UNIFESP —
Hospital Sdo Paulo diretamente envolvidos na assisténcia, alem daqueles
dos setores administrativos, de manutencao, pesquisadores e docentes. As
amostras foram coletadas a partir de Julho de 2001 até Setembro de 2003,
conforme ocorréncia diaria de casos no Nucleo de Assisténcia a Saude do

Funcionario.
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4.2.2. Populacao Geral — PA

Neste grupo foram incluidos pacientes atendidos na Triagem do
Pronto-Atendimento do Hospital Sao Paulo. A coleta foi realizada durante
dois ou trés dias da semana e se concentrou nos meses de Junho a
Setembro, de 2001 a 2003.

4.2.3. Transplantados Renais

Neste grupo foram incluidos pacientes atendidos no Ambulatério de
Transplante Renal, que possui atendimento de urgéncia e de rotina aos
pacientes. As amostras incluidas no programa de suporte ao transplante
renal do Hospital do Rim e Hipertensao foram coletadas conforme ocorréncia
diaria de casos nos periodos de Julho a Setembro de 2002 e Maio a
Setembro de 2003.

4.2.4. Configuragao do estudo

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UNIFESP e os pacientes assinaram termo de consentimento (anexo 1) apos
receberem informagdes sobre o estudo.

No momento da coleta foi aplicado um questionario com dados
epidemioldgicos e clinicos, considerado relevantes para o estudo (anexo 2).
Em relagdo ao quadro clinico, foram investigados: o tempo de inicio do
quadro respiratorio; a presenga de febre, sintomas respiratorios e gerais € a
presenca de comorbidades tais como cardiopatias, pneumopatias,
hipertensao arterial e diabetes. Também foi investigada a imunizagao prévia

para o virus influenza.
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Quanto aos possiveis fatores de risco para a infec¢ao por hMPV
foram investigados o contato com criangas menores de cinco anos nas trés
populagdes e, na populagdo de profissionais de saude, também foi
investigado o contato com o paciente, definido como qualquer procedimento
direto que possibilitasse a transmissao de infec¢des respiratorias.

Para cada paciente foi obtida uma amostra de lavado nasal,
instilando-se 5ml de Ringer-Lactato em cada narina e posterior recuperagao
do lavado em recipiente coletor. Apos a coleta e transporte do material em
gelo até o laboratdrio, 1ml do lavado foi separado e levado ao freezer -80°C
até o momento da extracdo do acido nucléico para a realizacdo do PCR,
outro 1ml foi separado para inoculo em cultura celular, também estocado em
-80°C. O restante foi centrifugado e o concentrado de células foi utilizado na
preparacgao dos blots da lamina de imunofluorescéncia.

Durante o periodo estudado foram coletadas 412 amostras para
analise quanto a presenca de virus sincicial respiratorio, Influenza A/B,
Parainfluenza 1,2 e 3 e Adenovirus utilizando kits de imunofluorescéncia
direta Light Diagnostics Simulfluor® Respiratory Screen and Panel
(Chemicon — Canada). Essa metodologia pertence a outro estudo e nao sera
descrita neste momento. Apés a aplicagao da técnica de imunofluorescéncia
direta, RT-PCR para picornavirus e coronavirus (PEROSA et al, 2004) 185
amostras apresentaram resultados negativos para estes virus e foram
analisadas separadamente para a presenca de hMPV por RT-PCR e inoculo

em cultura celular da linhagem LLC-MKG.
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4.3. Cultura para hMPV

Células da linhagem LLC-MK, (CCL-7"- ATCC) foram mantidas a
37°C a 5% CO; em meio RPMI (Gibco — USA) suplementado com
penicilina/streptomicina a 5upg/ml. Subcultivos na proporgdo 1:3 foram
efetuados quando as monocamadas atingiram confluéncia de 80%, por meio
do descolamento com Tripsina-EDTA 0,25% (Gibco — USA) em contato com
as células por no maximo 10 minutos. A células descoladas foram entéo
ressuspendidas em RPMI com antibiéticos e 5% de soro fetal bovino (Gibco
— USA) e mantidas a 37°C a 5% de CO..

O in6culo do hMPV (gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Eurico Arruda —
Departamento de Biologia Celular/Laboratério de Virologia — FMRP/USP e
pela Prof?. Dr? Clarisse Machado — Departamento / Laboratério de Virologia
- IMT/USP) foi feito com meio RPMI suplementado com
penicilina/streptomicina na concentragao citada anteriormente, 5% de SFB
(Gibco — USA), HEPES (Gibco — USA), D-Glucose a 0,4g/ml, tripsina a
5ug/ml (Gibco — USA), albumina a 0,01% (p/v), todas as solugdes
preparadas em laboratorio foram filtradas em membrana de 0,2um por
pressao positiva e testadas para esterilidade a 37°C em 5% de CO, por 5
dias. Dez microlitros da cepa padrao foram inoculados nas culturas e estas
agitadas circularmente por 15 minutos em temperatura ambiente. Adicionou-
se entdo 1ml do meio suplementado por tubo que foram entédo incubados por
14 dias em estufa mantida a 5% de Pcoz a 37°C, com observacgao diaria para

verificacdo de efeito citopatico.
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No intuito de melhorar a replicacao in vitro do patégeno passagens
sucessivas foram conduzidas 7 dias pds-indculo em novas culturas, com a
adicdo de 10pl do sobrenadante colhido das culturas virais iniciais, apos
centrifugacdo a 14000RPM por 15 minutos a 2°C para retirar detritos

celulares
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4.4, Titulagéo por TCIDsg

Nas condi¢cdes supracitadas, o sobrenadante de cada diluicdo da
cultura (107" a 10™"%) foi separado em duas aliquotas tubos de 0,5ml, uma
destinada a PCR e outra a titulacido em cultura. Placas de 96 escavacodes de
fundo chato para cultivo celular foram usadas nas diluigdes seriadas até a
décima poténcia; cada escavacao foi preenchida com 300ul de volume final
(270l de meio RPMI-1640 acrescidos de 30ul das diluigdes em série do
virus). Foram realizadas as titulagbes, em triplicata, para as passagens mais

elevadas dos subcultivos virais como esquematizado na figura 7.

Controles negativos
11: Tripsina / 12: Meio| |

30pl
e

30pl 30pl 30pl 30pI 30pl 30pl 30pl 30l 304l

HMPV #4 [USP/RP] |:

HMPV #3 [USP/IMT] |: .

Iustragdo 7: Esquema para titulacido por TCIDs, para as duas amostras cedidas

O calculo do TCIDs foi realizado com base no método proposto por

Reed e Muench (REED & MUENCH, 1938) e consiste na observagao do
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ECP em cada escavacao e classificagdo da extensdao do dano a
monocamada ao final do periodo pré-fixado de infeccdo em termos de
porcentagem (0 a 100%). Com base nestes dados, gerados pelo
experimento e no fator de diluicdo de cada linha da placa, determinou-se
quais foram as colunas que ao término do prazo de 21 dias atingiram 50%
ou mais de ECP, correlacionando-as por meio da distancia proporcional
entre ambas gerou-se a variavel PD, descrita nas equagdes da ilustracéo 8;
com a equagao 1 (onde: A representa a 12 porcentagem de ECP acima de
50% observada e B representa a porcentagem observada na diluicdo
seguinte) que, associada aos fatores de diluicdo por meio da equacao 2
(onde C representa o logaritmo negativo base 10 da 12 diluigdo com mais de

50% de ECP), determinou o titulo em termos de TCIDsy/0,03ml.

D — A—-50% (1)

B-50%
~10gTCIDy, = (~1ogC -PD)-d ,(2)

Iustracao 8: Equacdes para o método de Reed e Muench de calculo de TCIDs,
Para a realizacdo da sensibilidade cruzada o sobrenadante de cada

diluicdo foi separado em tubos de 0,5ml para a realizagcdo da PCR. Foi
realizada uma RT-PCR para cada uma das diluicbes e o produto amplificado
foi separado por eletroforese em procedimento descrito a seguir.

Visualizacédo de banda em 347pb caracterizou a positividade da reacgéao.
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A confirmacédo para essas diluicdes em cultura foi realizada pela
técnica de imunofluorescéncia indireta utilizando anticorpos monoclonais
dirigidos contra a proteina M-1 do metapneumovirus, getilmente cedidos pela
Dr? Tereza Peret — Centers for Disease Control (CDC) utilizando

metodologia descrita previamente (LANDRY et al., 2005).

4.5. Extracdo de RNA

O RNA viral foi extraido utilizando colunas cromatografia de afinidade
o kit QlAamp Viral RNA (QIAGEM, Gmb) conforme instrugdes do fabricante,.
Do lavado nasal foram utilizados 150yl e dos estoques de virus foram
utilizados 10l diluidos em 140ul de PBS. O volume final obtido foi de 100pl
com o tampao de eluicdo do kit. Foram extraidos os controles positivos

fornecidos pelo Professor Eurico e os propagados em cultura em paralelo.

4.6. RT-PCR para hMPV

Para a deteccdo do hMPV foi aplicado um RT-PCR desenvolvido em
nosso laboratério com base na revisao literaria. Os primers utilizados nesse
ensaio foram desenhados e testados em outro trabalho (BOIVIN et al; 2002)
e amplificam uma regido conservada da proteina de fusdo com 347nt,

ambos detalhados na tabela 3.

Tabela 3: Caracteristicas dos iniciadores utilizados na RT-PCR (FALSEY, 2003)

Tamanho do

Gene Iniciadores fragmento Sequéncias
esperado
- hMPV-FF, (S) 3470b 5-GAGCAAATTGAAAATCCCAGACA-3’
p
hMPV-FR, (AS) 5-GAAAACTGCCGCACAACATTTAG-3’
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Oito microlitros do RNA extraido foram adicionados a mistura
composta por 100U da enzima transcriptase reversa (M-MLV — Invitrogen,
USA), 4ul de tampédo cinco vezes concentrado (250mM Tris-HCI, pH
8,3,375mM KCI, 15mM MgCl;), 2ul de DTT (dithiothreitol) a 0,1M, 1ul da
mistura de dNTPs contendo 2mM de cada deoxinucleotideo (dATP; dTTP,
dCTP e dGTP), 2ul do primer FR4 a 25uM, 15U do inibidor de ribonuclease
(RNAguard — Amersham Biosciences) e agua grau molecular para completar
20ul. Essa mistura foi incubada a 37°C por 1 hora e inativada a 70°C por 15
minutos. A transcri¢cao foi realizada em termociclador MJ-Research — PCT
200.

A 2,5ul do produto da trasncrigcdo foram adicionados 2,5ul do tampao
10 vezes concentrado (100mM Tris-HCL, pH 9, 500mM KCI, 1% Triton X-
100), 2,5ul de Glicerol grau molecular a 50% (Invitrogen, USA), 2ul de MgCl,
a 25mM, 2ul do iniciador FF{ e FR4, ambos a 25uM, 0,5ul de dNTPs a
20mM, 0,5yl de Tag DNA polimerase (Promega, USA) e agua grau
molecular sufiente para completar 25ul. A reacéo foi mantinda a 95°C por 5
minutos para a separagao das fitas e submetida a 40 ciclos compostos por
um passo inicial de 30 segundos a 94°C seguido de 30 segundos a 53,2°C e
1 minuto a 68°C, manteve-se a reagdao por 10 minutos a 72°C para
finalizacdo da sintese nas fitas remanescentes. A PCR foi realizada
termociclador Applied Biosystems 9700. Controles negativos e positivos
foram incluidos em cada reagado (extracdo de culturas infectadas e nao

infectadas).
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Os produtos foram analisados por eletroforese horizontal em gel de
agarose a 2% corados com brometo de etidio e visualizados sob luz
ultravioleta em transluminador horizontal.

Foi realizada uma RT-PCR para cada uma das diluigdes para titulagao
do TCIDsy e o produto amplificado foi separado por eletroforese em
procedimento descrito anteriormente. Visualizagdo de banda em 347pb na

repeticao do teste caracterizou a positividade da reacgao.

4.7. Andlises estatisticas:

Para a analise da ocorréncia de infecgcao pelo hMPV e as
demais variaveis estudadas (sintomas clinicos, presenca de comorbidades e
fatores de risco) sera empregado o teste exato de Fisher, que demonstra a
relagdo de dependéncia entre duas varaveis dicotbmicas e para variaveis
continuas foi utilizado o teste t de student relacionando as médias e desvios
dos conjuntos de dados. A analise sera feita para cada uma das populagdes
estudadas em separado e em conjunto. Em ambos os casos foi considerado
a a 5% e nas variaveis dicotbmicas 1 grau de liberdade. A probabilidade de
erro na associacdo usada em ambos os casos foi, portanto, 0,05. Todos os

célculos foram efetuados no programa Excel v. 2002 / SP3.
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“PrevisOes s8o muito dificeis., especialmente sobre o
futuro”

Niels Bohyr
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5. Resultados

5.1. RT-PCR para a detec¢gdo de hMPV

A andlise do gel de eletroforese, considerando o tamanho do
fragmento esperado para um caso positivo pela PCR, resultou em 24
(12,9%) casos positivos, exibindo o fragmento de 347pb, como visualizado

na ilustracéo 9.

Tlustracio 9: Controles positivos para metapneumovirus ordenados em (1) Marcador molecular
de 100pb; (2) Amostra FMRP/USP; (3) Amostra UNIFESP; (4) Controle negativo

5.2. Limite de deteccdo da RT-PCR

Visando determinar a sensibilidade cruzada das técnicas empregadas
na titulagdo permitindo maior controle no estudo das amostras, cultivamos o
virus de acordo com a metodologia descrita para tanto e analisamos os
resultados de acordo com o procedimento descrito por Reed e Muench
(REED & MUENCH, 1938), como detalhado anteriormente.

Os titulos das amostras cultivadas para estoque viral bem como o
titulo das amostras cuja detecgao por RT-PCR se deu estao representados

na tabela 4 abaixo.
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Tabela 4: Titulos e relagdo TCID5, com PCR realizado para as amostras cedidas e

Diluicdo / Diluicéo / Detecgéo
Amostra/Passagem %CPE %CPE DP TCIDs,/0,03ml PCR
IMT / #1 -4/70 -5/50 1 107 10°
IMT / #3 -8/60 -9/40 0,5 107° Igual
FMRP / #3 -5/70 -6/50 1 10 107°
FMRP / #4 7170 -8/50 1 10° 1072

As amostras diluidas em serie submetidas a RT-PCR e cultura
positivaram nas diluicdes até a 10® a 10, respectivamente. A sensibilidade

da reacao equivalente a 10 TCIDs.

Iustracio 10: Imunofluorescéncia indireta para hMPV, cedidos pela Dr° Tereza Peret. A:
Controle positivo, hMPV inoculado em monocamada de LLC-MK, 14 dias p.i. corado com
MADb M-1. B: Controle negativo, RPMI suplementado com tripsina (Spg/ml) e mantido nas
mesmas condi¢oes.

5.3. Amostras clinicas e dados gerais

Entre Junho de 2001 e setembro de 2003 foram estudadas 185
amostras de lavado nasal, negativas para outros virus respiratérios em
testes realizados anteriormente, para a presengca do metapneumovirus.

A tabela 5 apresenta as caracteristicas gerais dos pacientes
estudados. Observou-se na idade o valor maximo de 83 e minimo de 15

anos. Os pacientes menores de idade foram incluidos no estudo por receber

32



Resultados

atendimento no ambulatério adulto. O tempo de inicio do quadro clinico

variou entre 60 em seu valor maximo e 1 no seu ponto minimo.

Tabela 5: Caracteristicas gerais dos 185 pacientes

Caracteristica Pacientes (%) Média Mediana
Sexo
Masculino 63(34,05%)
Feminino 122(65,94%) - -
Idade 37,34 36
Tempo de Sintomas 4,93 3,5
Contato com
crianga <5 anos 61(34,07%)
Tabagismo 38(20,54%)
Origem
PS 59(31,89%)
NASF 92(49,72%)
Renal 34(18,37%)
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5.4. Epidemiologia do hMPV

O grafico 1 mostra a distribuicdo da populagéo geral, avaliada para a
infeccdo por hMPV pela RT-PCR, ao longo do periodo do estudo excluimos
os meses onde nao foi realizada coleta. O grafico 2 usa 0 mesmo numero
total de amostras negativas representado-as ano a ano e distinguindo os
resultados positivos e negativos por populagao estudada. Os periodos onde
ndo houve coleta de amostras (dezembro, janeiro e fevereiro) foram

excluidos.

25

20

15 A

10+ | HHHE

Grafico 1: Distribuicio de casos confirmados (hMPV/RT-PCR) de junho de 2001 a setembro de
2003 nas amostras negativas para outros virus, UNIFESP/HSP.
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60

Grafico 2: Distribuicio da casos confirmados (h(MPV/RT-PCR) de junho de 2001 a setembro de
2003, UNIFESP/HSP separados por populacio e por ano.

Os periodos onde este virus foi detectado concentraram-se nos

meses de junho a agosto, a excegdo do ano de 2002 onde detectamos

casos positivos também em outubro. A Tabela 6 exibe os casos positivos e

negativos por populagéo e a respectiva frequéncia de detecgéao.

Tabela 6: Resultados da RT-PCR nas trés populacdes estudadas

Ano Totais
Populacao + - %
PS 11 48 18,64% 59
NASF 10 82 10,86% 92
Transplante 3 31 8,80% 34
Totais 24 161 12,97% 185
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Com os resultados da RT-PCR para metapneumovirus foi possivel
tracar o perfil epidemiolégico de acordo com as faixas etarias. Os diferentes
grupos estao representados em intervalos de 10 anos no grafico 3, a tabela

7 exibe os dados representados graficamente.

50+

40+

30

20

10+

<20 21a30 31a40 41a50 >51 Pos

Grafico 3: Distribuicio da casos confirmados (h(lMPV/RT-PCR) por faixas etarias.

Tabela 7: Faixas etarias das trés populacoes estudadas

Faixas etarias Negativos Positivos %(+)

<20 8 1 11,11
21a30 49 6 10,9

31a40 41 6 12,75

41 a 50 38 4 9,52
>51 24 6 20
Totais 160 23 183

Agrupando as populagdées em duas faixas etarias, abaixo e acima dos
51 anos, verificamos a existéncia de uma associacao estatistica entre a

infeccao por hMPV e adultos mais velhos. A porcentagem de casos positivos
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no grupo acima de 51 anos foi de 20% enquanto a das demais faixas situou-
se em 11,11%. Apesar da freqiéncia de ocorréncia de infeccao nos demais
grupos perante o total de individuos ser maior que a do grupo acima de 51

anos, houve diferenca estatistica na comparagao, como mostra a tabela 8.

Tabela 8: Faixas etarias agrupadas e separadas pela idade de escolha para vacinacido contra
Influenza.

Faixas etarias Negativos Positivos p
<51 136 17
0,006
>51 24 6
Totais 160 23 183

A tabela 9 apresenta os dados de positividade por ano investigado por
populacdo avaliada, associando os resultados positivos as respectivas
freqiéncias em porcentagem. As tabelas 6 e 7 incluem apenas 183
pacientes devido a auséncia de relato de idade em dois questionarios

aplicados.

Tabela 9: Freqiiéncia de deteccio do hMPYV nas populagdes estudadas no periodo do estudo.

Ano 2001 2002 2003
Populagao + - % + - % + - Y%
PS 1 20 4,8% 0 13 0,0% 10 15 40,0%
NASF 1 15 6,3% 2 51 3,8% 7 16 30,4%
Transplante 0 0 0,0% 2 20 9,1% 1 11 8,3%
Totais 2 35 5,4% 4 84 4,5% 18 42 30,0%

Com base nos resultados separamos as populagdes estudadas nos
trés grupos originais e representamos graficamente a distribuicdo dos
pacientes e dos casos positivos como anteriormente. Estes resultados, nos
trés graficos a seguir, representam respectivamente as populagbes do
Pronto Atendimento (grafico 4), profissionais de saude (grafico 5) e os

pacientes transplantados renais (grafico 6).
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Grifico 4 Distribuicio da casos confirmados (hlMPV/RT-PCR) de junho de 2001 a setembro de

2003 na populagio adulta, UNIFESP/HSP.
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Grafico 5: Distribuicio da casos confirmados (h(lMPV/RT-PCR) de junho de 2001 a setembro de

2003 na populacio de profissionais de saude, UNIFESP/HSP.
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Grafico 6: Distribuicio da casos confirmados (h(MPV/RT-PCR) de junho de 2001 a setembro de
2003 na populacio adulta, UNIFESP/HSP.

Analisando as infecgbes por hMPV em cada grupo de pacientes, as
freqUéncias gerais observadas durante todo o periodo de estudo foram para
os profissionais de saude, e transplante renal de 10,75% (10/93), 18,96%
(11/58), e 8,82% (3/34), respectivamente.

As médias das idades nas trés populagbes foram representadas na

tabela 10, com os resultados dos testes estatisticos efetuados.

Tabela 10: Media das idades e probabilidade estatistica de correlacio por populacio

Ano Média das idades
Populacéo + - p
PS 39,27 34,21 0,14
NASF 38,60 38,30 0,47
Transplante 43,50 38,06 0,38
Totais 39,35 37,11 0,22
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5.5. Dados clinicos e fatores de risco para hMPV

As amostras positivas para hMPV foram coletadas de pacientes com,
em média, 5,1 dias do inicio do quadro clinico. Um paciente com 14 dias do
inicio do quadro também teve uma amostra coletada. A mediana deste grupo
foi de 4 dias e o menor tempo decorrido foi de 1 dia do inicio do quadro, para
3 pacientes.

A média das idades foi de 39,34 anos, com mediana de 39 anos. O
valor maximo para a idade foi 59 anos e o minimo de 15 anos, este paciente
foi incluido no estudo por ter sido atendido em ambulatério adulto.

Os sintomas clinicos avaliados para as trés populagdes foram
dispostos na tabela 11 e baseados na resposta do paciente ao questionario,

quando da coleta da amostra.

Tabela 11 Freqiiéncia dos sintomas respiratorios e gerais relatados pelos pacientes positivos
para hMPYV e negativos.

Sintomas Febre Tosse Coriza  Garganta Cefaléia Mialgia  Calafrios

Positivos 54,16% 79,16% 87,50% 58,33% 75% 70,83% 45,83%
Negativos  60,24% 78,26% 80,12% 62,11% 69,37% 68,94% 46,58%

As variaveis dicotbmicas geradas pela analise dos questionarios
sobre sintomas foram testadas estatisticamente como descrito no método e
ndo determinaram significancia estatistica nas correlagbes aventadas. As

freqUéncias detectadas estao descritas na tabela 12.
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Tabela 12: Freqiiéncia dos sintomas respiratorios e gerais relatados pelos pacientes positivos
para hMPYV e negativos, por populacio

Profissionais de Saude NASF Transplante Renal

S| ntomas Positivos (n=10) Negativos (n=83) Positivos (n=11) Negativos (n=47) Positivos (n=3) Negativos (n=31)
Febre 40% 64% 81% 74% 0% 29%
Tosse 70% 78% 91% 79% 67% 7%
Coriza 90% 84% 91% 72% 67% 81%
Garganta 50% 67% 73% 68% 33% 39%
Cefaléia 90% 73% 73% 70% 33% 55%
Mialgia 90% 78% 55% 66% 67% 48%
Calafrios 50% 53% 55% 49% 0% 26%

Dadas as caracteristicas clinicas dos pacientes estudados verificamos
42% dos casos positivos nas trés populagdes com influenza-like illness (ILI),
caracterizada pela presencga de febre, um sintoma respiratério e um sintoma
geral (cefaléia, mialgia ou calafrios), entretanto, os transplantados renais nao
exibiram ILI (0%) contrapostos por 38% nas popula¢des imunocompetentes,

adulta e de profissionais de saude. Dados dispostos na tabela 13.

Tabela 13: Ocorréncia de ILI nas populacdes infectadas por hMPV

PS + NASF Transplantados Total
Influenza-like lliness 38% 0% 42%
Outros quadros 62% 100% 58%

Os fatores de risco avaliados por populagdo nao foram associados
estatisticamente a infeccdo por metapneumovirus. O contato com pacientes,
investigado na populagao dos profissionais de saude, nao foi associado a
infeccado (p=0,261). O contato com criangas, avaliado nas trés populagdes,
resultou em probabilidades de erro de associag¢ao de 0,317; 0,255 e 0,463
nos profissionais de saude, nos adultos e nos transplantados renais,

respectivamente.
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Livros ndo foram feitos para serem acreditados., mas
para serem objeto de guestionamento’.
William de Basxerville

ECQO, U. Fmn: O nome da rosa
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6. Discussao

A metodologia aplicada neste estudo inclui os iniciadores moleculares
descritos por Falsey et al. (2003) foram utilizados na triagem das amostras
negativas investigadas. A regido amplificada na RT-PCR corresponde a um
fragmento de 347 pares de bases da proteina de fusdo do hMPV,
visualizado em gel de agarose separado por eletroforese, como descrito
anteriormente.

A escolha desta regido para a amplificacdo foi baseada em estudos
canadenses pioneiros que investigaram a variabilidade de 4 genes (N, P, M
e F) na populagdo viral da regido e da Holanda e essencialmente no
alinhamento das sequéncias dos genes alvo e a subsequente definicdo dos
iniciadores com base nestes resultados pelo grupo de Atlanta (PERET et al.,
2003). A analise das sequéncias geradas para o gene N permitiu concluir
que a proteina codificada é similar em tamanho aquelas geradas por outros
pneumovirus, porem menor para membros da mesma familia
Paramyxoviridae. O isolados avaliados, no estudo canadense, para este
gene demonstraram alto grau de conservacgdo, apresentado identidade das
sequéncias da ordem de 93,8% a 100% dos nucleotideos dentro do mesmo
grupo e a identidade das sequéncias variou entre 85,3% a 86,1% entre os
dois grupos (BASTIEN et al., 2003). A validagao dos iniciadores foi realizada
em estudos conduzidos no CDC/Atlanta (FALSEY et al., 2003).

A avaliagéo clinica norteou o desenvolvimento desta investigagédo das
infecgdes respiratorias agudas causadas pelo hMPV. Com a técnica de RT-

PCR padronizada e adequada a detec¢do do metapneumovirus, por efeito
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dos testes cruzados com o padrao ouro (isolamento) e imunofluorescéncia
indireta com anticorpos monoclonais especificos para hMPV, gentilmente
cedidos ao laboratério pela Dr® Teresa Peret e seguindo metodologia
proposta no trabalho de Landry e colaboradores, foi possivel determinar a
freqUéncia deste virus nas populagbes em questdo (LANDRY et al., 2005).
Visamos explorar aspectos clinico-epidemiolégicos da infecgao postergando,
desta forma, o sequenciamento e analises subsequentes para um segundo
momento, de modo que possamos entao convergir as informacgdes geradas
por esta ferramenta criando uma visao mais abrangente da infec¢do, como
realizado nos estudos de Peret e Falsey (PERET, 2002; FALSEY, 2003).

Nosso estudo visou avaliar populagbes cujas informacdes
epidemiologicas para o metapneumovirus nao foram investigadas
sistematicamente em populagdes adultas de Sao Paulo. As amostras
coletadas de profissionais de saude, adultos da comunidade e
transplantados renais foram testadas inicialmente através da técnica de
imunofluorescéncia, rotineiramente empregada no Brasil e técnicas
moleculares foram empregadas para a detecgcdo dos coronavirus,
enterovirus e rinovirus estreitando a amostra para a investigagao proposta
neste estudo. Decidimos avaliar as amostras cujos resultados foram
negativos nestas técnicas considerando que co-infecgdes dificultariam as
associagdes clinico-etilogicas. Por esta razdo o sequenciamento das
amostras positivas nao foi uma prioridade neste primeiro momento.

Nosso estudo detectou o metapneumovirus em 12,97% das amostras

negativas, como descrito anteriormente. Esta frequéncia em adultos é
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importante posto que a maior parte dos estudos associa a infecgdo pelo
hMPV como um patégeno que acomete principalmente criangas, até os
cinco anos de idade, (VAN DEN HOOGEN et al, 2001); sendo
freqientemente relatada como a segunda maior causa de infeccbes
respiratorias no periodo de 1 a 2 anos de vida (VAN DEN HOOGEN, 2001).
A determinagao desta prevaléncia em adultos € relevante por se tratar
de estudo pioneiro em nosso meio correlacionando sintomas causados pelo

metapneumovirus nas trés diferentes populagdes estudadas.

6.1. Epidemiologia do Metapneumovirus na cidade de S&o

Paulo

A frequéncia de deteccdo nas trés populagdes variou pouco entre
2001 e 2002 (5,4% e 4,5%), mas substancialmente entre estes dois anos e
2003 (30%). Como evidenciado nos graficos 1 e 2, nossa coleta por
populacdo e mensal ndao sofreu alteracbes que permitissem o aumento
detectado. O estudo de Thomazelli e colaboradores, que investigou o
periodo seguinte (2003 a 2006) em criangas de S&o Paulo, detectou queda
na frequéncia de hMPV (13,9%/03; 10,2%/04; 9,2%/05 e 2,7%/06) o que
pode refletir um perfil diferenciado de circulagdo anual (THOMAZELLI et al.,
2006) possivelmente associado aos subtipos, como sugerido Gerna e
colaboradores (GERNA et al., 2005).

Diversos grupos internacionais investigaram a infecgdo HPMV desde
2001, inicialmente concentrados nas populagdes européias (JARTTI et al.,
2002; STOCKTON et al., 2002; XEPAPADAKI et al., 2004; GREENSILL et

al., 2003; VIAZOV et al., 2003; MAGGI et al., 2003) e americanas (BOIVIN et
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al., 2002; 2003; MULLINS et al., 2004), expandindo progressivamente para
regides asiaticas, africanas e sul americanas (CHAN et al., 2003; PEIRIS et
al., 2003; THANASUGARN et al., 2003; MADHI et al., 2003; GALIANO et al.,
2004). A grande maioria destes estudos investigou criancas hospitalizadas
até cinco anos de idade, a populagcao notadamente mais afetada pelo
metapneumovirus com uma frequéncia em torno de 5%.

Estudos brasileiros neste periodo estavam em andamento e o
primeiro relato € da regidao nordeste em Aracaju (CUEVAS, 2003), fazendo
uso da RT-PCR como nos estudos em outros paises. Criangas
hospitalizadas por sindromes respiratérias agudas foram o alvo deste
estudo, que encontrou 15,2% casos positivos do total investigado (120) no
periodo de margo a outubro de 2004. Outro estudo conduzido em Sao Paulo
(THOMAZELLI, 2006) avaliou criangas também hospitalizadas em quatro
anos consecutivos (2003-06) e encontrou maior numero de casos em 2003,
a positividade geral foi de 5,03% (147/1871) e decresceu progressivamente
até 2006, nosso estudo encontrou positividade maior também em 2003.
Outro estudo conduzido de abril a junho em Botucatu/SP (MEDEIROS,
2006) encontrou 21,73% casos positivos nas 46 criangas atendidas no
Hospital das Clinicas. Nosso estudo também detectou o metapneumovirus
neste mesmo periodo do ano.

Um estudo conduzido por do Instituto de Medicina Tropical/USP
investigou a presenga do hMPV em pacientes submetidos a transplante de
medula 6ssea no periodo de 2001 a 2003, detectando-o nos meses de

inverno. Estudos do cone sul também detectaram este agente; no Chile,
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Avendano e colaboradores concluiram um estudo onde se investigou 182
amostras e detectaram o metapneumovirus em dez delas (5,4%), apesar do
estudo ter sido conduzido em criangcas com infeccdo aguda do trato
respiratorio inferior, os meses nos quais o virus foi detectado concordam
com nossos resultados em termos de distribuicdo epidemiologica,
concentrando a detecgdo nos meses mais frios, de julho a outubro com
algumas amostras positivas em novembro, més onde as temperaturas ja
estdo elevadas (LUCHSINGER et al.,, 2005). Em um estudo argentino
(GALIANO et al., 2004), conduzido de 1998 a 2002, o grupo investigou 440
pacientes com média etaria de 5 meses por RT-PCR e sugeriu o periodo de
junho a janeiro como sazonalidade para o metapneumovirus, seguindo, na
opiniao dos autores, o mesmo perfil determinado para adenovirus e
parainfluenza, em uma regido com clima temperado da América do sul,
concordando com periodos mais extensos de prevaléncia viral na América
do sul. Nosso estudo também detectou o hMPV nestes meses de inverno,

abrangendo junho a setembro na cidade de Sao Paulo.

6.2. Aspectos da infec¢cdo causada por hMPV nas populacdes

estudadas

A positividade para hMPV encontrada nas trés populacdes estudadas
foi de 12,97%; frente os subgrupos selecionados encontramos, 18,96%
(11/58), 10,75% (10/93) e 8,82% (3/34) nos adultos da comunidade,
profissionais de saude e transplantados renais, respectivamente. Trabalhos
que utilizaram a mesma sistematica demonstraram positividade para o

hMPV de 4,5% na totalidade dos pacientes estudados por sorologia e RT-
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PCR nos EUA (FALSEY et al., 2003). Por testarmos apenas amostras
negativas para outros virus respiratorios 0 nosso resultado final ndo pode
aferir diretamente a incidéncia, considerando que a amostra inicial avaliada
para outros virus respiratorios incluiu 412 pacientes distribuidos nas 3
populacdes.

A populagdo adulta da comunidade foi pouco investigada e na
literatura encontramos poucas informacgdes relatadas (FALSEY et al., 2003).
Nosso resultado distinto das duas outras populagdes investigadas e, se
corroborado por futuros estudos, atribuira ao metapneumovirus a etiologia
de um em cada cinco pacientes com sindrome gripal (ILI) durante a estagao
de influenza.

No estudo de Atlanta em 2003 (FALSEY et al., 2003), os
pacientes foram divididos em 4 grupos que, por sua vez, foram subdivididos
em sintomaticos e assintomaticos, sucintamente: adultos saudaveis acima
de 65 anos, adultos com doenca de base cardiorrespiratéria, adultos
saudaveis com menos de 40 anos e residentes. Houve grande variagao na
positividade dos pacientes adultos jovens sintomaticos (<40 anos) estudados
prospectivamente por dois anos (2,9% - 9,1%) também os casos
assintomaticos apresentaram grande variagdo no mesmo periodo (3 a 15%),
porem o tamanho desta amostra populacional foi menor que a anterior,
podendo refletir uma tendéncia sazonal considerando que outros estudos
identificaram atividade irregular do hMPV em anos subsequentes. Nosso
estudo identificou nos adultos sintomaticos positividade de 18,96% (11/58)

concordando com os resultados descritos anteriormente, entretanto,
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ressaltando elevada positividade neste grupo frente os resultados do estudo
americano (FALSEY et al., 2003).

Por outro lado, a coleta das amostras da populagdo de adultos da
comunidade concentrou-se nos meses de maior circulagcdo do
metapneumovirus (graficos 4, 5 e 6), fator que pode contribuir para
resultados mais elevados do que os observados para as outras duas
populacdes estudadas.

Ao avaliarmos os pacientes imunocompetentes (populagdo adulta do
pronto atendimento e profissionais de saude), observamos uma positividade
mais elevada do que a observada para os pacientes imunossuprimidos. O
desenho de nosso estudo no ambulatério de transplante renal nao
selecionou os casos atendidos apenas por sindrome respiratoria aguda,
pacientes com outras afecgcdes que no momento da consulta referiam
sintomas respiratérios, também foram incluidos. Além disso, como
discutiremos mais adiante, os pacientes transplantados infectados menos
sintomaticos que os outros dois grupos. E provavel que pacientes
oligosintomaticos, por nao ser perceberem “doentes”, nao foram
encaminhados para a coleta.

Nossos resultados foram inferiores aos encontrados por Larcher e
colaboradores que investigaram uma populagdo também imunossuprimida,
porém submetida a transplante pulmonar, onde detectaram o hMPV em 25%
das 49 amostras coletadas de 26 pacientes hospitalizados com

sintomatologia variavel (LARCHER et al., 2005). Nosso estudo investigou
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pacientes ambulatoriais e casos que evoluiram com complicagdes,
consequentemente hospitalizagao, nao foram avaliados.

Nos profissionais de saude a frequéncia de infeccao por hMPV foi
10,75% (10/93). O contato direto com os pacientes exibiu uma tendéncia
associativa, apesar de nao significativa, entre positividade para o hMPV e
contato com doentes.

Consideramos que medidas preventivas devem ser reavaliadas
considerando o possivel perfil epidemiolégico deste virus no Brasil, como
relatado por nés e por outros pesquisadores: freqiéncias variando de 4% a
20% em criangas hospitalizadas e ambulatoriais (FERREIRA, 2006;
CARNEIRO, 2006; MEDEIROS, 2006; THOMAZELLI, 2006) e 18,96% de
detecgao na amostras negativas de adultos atendidos no pronto atendimento
esclarecidas em nossa investigagao, reforcam esta prerrogativa.

A avaliagao da idade como fator de risco para a aquisicdo da infecgao
por hMPV em adultos mostrou a associagao estatisticamente significante
entre a frequéncia de infeccédo e idade maior que cinqlienta anos (p=0,006)
Este limite de faixa etaria também tem sido recentemente utilizado para
recomendacgao de profilaxia para Influenza.

Em estudo conduzido no Reino Unido (KAYE, M. et al.,, 2005)
investigou-se a presencga de virus respiratérios em adultos internados com
inicio de sintomas agudos em até 14 dias. A metade dos casos incluidos
(216/435) é de pacientes com mais de 65 anos e a maioria dos casos
positivos foi detectada neste grupo. Quando avaliados quanto a presencga de

hMPV, 20 casos positivos (5,4%) foram descritos em quase todas as faixas
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etarias, a excecao do grupo com idades entre 45 a 54 anos. Este resultado
corrobora nossos achados para as faixas etarias de 20 a 30 anos e acima de
51 anos, entretanto detectamos casos positivos em todas as populagdes
estudadas com idades entre 31 a 40 anos e 41 a 50 anos, como
demonstrado anteriormente no grafico 4.

Um estudo pioneiro de Watanabe investigou idosos ambulatoriais,
vacinados para Influenza, em dois anos consecutivos, que apresentaram
sindrome gripal nos meses de inverno. Detectou apenas um caso positivo
para hMPV (2%). A maior parte das amostras coletadas neste estudo
concentraram-se nos meses de junho e julho de 2003 (WATANABE, 2005).

A abordagem dos aspectos clinicos nas trés populagdes desta
investigacdo nao permitiu associar sintomatologia especifica relacionada a
infeccdo por metapneumovirus. Assim como em outro estudo nossos
resultados ndao permitiram associar a infecgao por metapneumovirus a uma
sindrome clinica distinta com exceg¢ao de dispnéia observada em 80% (4/5)
dos casos positivos nesta investigagao (FALSEY; 2006). A febre foi relatada
em maior numero apenas na populagdo adulta da comunidade, mas nao
houve diferenca entre o grupo positivo e negativo para hMPV. Nos demais
grupos o relato de febre se manteve abaixo dos relatos dos casos negativos.
E possivel que a febre ndo seja um sintoma discriminatério para a infeccéo
por hMPV. Os pacientes da comunidade foram atendidos em um servigo de
emergéncia diferentemente dos profissionais de saude e transplantados,
atendidos em ambulatério. Esta diferenca pode ter induzido um viés de

selecdo de pacientes. Em 2003 (FALSEY et al., 2003) foi detectado que
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febre ndo era um fator comumente associado a infecgdo por hmpv quando
avaliados adultos jovens e idosos. Este grupo trés anos depois comparou
casos de infeccdo por RSV, hMPV com pacientes sem sintomatologia
respiratéria e detectou febre em 80% dos casos infectados com
metapneumovirus contra 48% dos pacientes-controle e apenas 29% nos
infectados por RSV, demonstrando que este fator ainda nao esta
determinado e pode sofrer variagdes ainda nao identificadas (FALSEY et al,
2003; 2006) tais como uma possivel associacao da patogenia a subtipos
virais distintos, o que sequenciamento genético associado a filogenia podera
trazer novas evidéncias sobre esta hipotese.

Tanto a populagao de profissionais de saude como a da comunidade
portou-se de forma analoga em relagdo aos demais sintomas relatados
quando da coleta. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre
0S grupos positivos e negativos destas duas populagdes, em nenhum dos
sintomas investigados.

Ao contrario do observado na populagdo imunocompetente, a
populacao de transplantados renais apresentou menor expressao clinica nos
casos positivos do que o observado para as outras duas populagdes. A
imunossupressao determinada pelas drogas utilizadas (corticéides,
inibidores de calcineurina) induz a supressao de determinadas citocinas e
consequente inibicdo de sintomas do tipo “Flu-Like” (febre, mialgia, calafrio,
cefaléia, fadiga). Estes achados ressaltam a importancia de estabelecimento
de vigilancia sistematica de infeccbes respiratorias em pacientes

imunossuprimidos e, quando possivel em seus contatos.
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Nosso estudo ndo incluiu pacientes transplantados hospitalizados,
mas o estudo austriaco ja citado, detectou o metapneumovirus em 25% dos
transplantados pulmonares que investigou dos quais quatro apresentaram
rejeicdo aguda somando-se dois casos com bronquiolite obliterativa,
evoluindo a 6ébito meses depois; um paciente apresentou faléncia multipla e
complicagdes infecciosas. Os demais pacientes resolveram as infecgdes
(LARCHER et al., 2005). Em um segundo momento a investigagdo de
pacientes transplantados infectados por hMPV podera elucidar o impacto na
morbidade e mortalidade deste grupo uma vez que demonstramos a
importancia deste patégeno em pacientes oligosintomaticos que freqientam
ambulatérios de transplante renal

Este estudo foi pioneiro na deteccdo do metapneumovirus nas
diferentes populagbes estudadas da cidade de Sao Paulo; verificou a
epidemiologia do hMPV associando-a a periodos esperados de circulagao
deste virus citado em outros trabalhos na América do Sul; levantou questdes
sobre a importancia deste agente nas infecgdes respiratorias que acometem
adultos imunocompetentes e imunodeprimidos. Norteara futuras
investigagcdes clinico-laboratoriais que permitirdo colaborar para o
entendimento a dindmica da ocorréncia desta infeccdo na populacéo

brasileira.
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7. Conclusoes

e A técnica de RT-PCR foi otimizada em comparagdo com o
método do isolamento em cultura para deteccdo de hMPV. A reagao
molecular teve como limite de deteccao 0,01TCID.

e As frequéncias observadas para metapneumovirus nos
profissionais de saude, adultos da comunidade e pacientes transplantados
renais foram 10,75% (10/92), 18,96% (11/59) e 8,82% (3/34),
respectivamente.

e A maior circulagdo do hMPV ocorreu nos meses de inverno.

e Os pacientes transplantados apresentaram sintomatologia
menos expressiva. Nao foi possivel atribuir uma sintomatologia especifica a

infecgao por hMPV.
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) Homem ndo nasce para resolver os problemas do uni-
verso, mas sim para descobrir o gue tem de fazer e
para manter-se dentro dos limites de sua compreen-

sdo.
Goethe, JW
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se paseia na simulaCdo, Assim, o capaz
e 0 ativo aparentard inatividade.
Yonge; @quando longe,

Todao guerreiro
se fincird incapaz
guando proOximo, finja estar

finja estar prOximo.
Sun Tzu
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Anexos

9. Anexos

9.1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Investigacdo da metodologia laboratorial de detecgdo de infecgdo pelo virus influenza

O presente estudo tem como objetivo avaliar e comparar a contribuicdo dos
diferentes procedimentos de diagnostico de infecgdo por Influenza bem como a
freqiiéncia de outras etiologias virais em pacientes com sindrome gripal durante o
periodo epidémico para influenza.

Para a realizagdo do estudo & necessaria a utilizagdo de secregdo nasal de
pessoas com sindrome gripal. A coleta de secreg¢do nasal é feita através da lavado
nasal com 5ml de Ringer-lactato instilado em cada narina e coletado a seguir. Esse
estudo € considerado de minimo risco para o paciente. A coleta de lavado nasal é
rapida, indolor e como descrito ndo requer nenhum procedimento invasivo. O uso de
Ringer-lactato intranasal ndo acarreta nenhuma alteragao fisiologica no paciente.

Todos os dados obtidos sobre os voluntarios neste estudo serdo confidenciais e
serdo utilizados com fins estritamente cientificos. A participagdo nessa pesquisa €
totalmente voluntaria e sua recusa nao acarretara prejuizo ou vantagem profissional
nessa instituigdo. As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
individuos, n@o sendo divulgada a identificagido de nenhum paciente. Se tiver interesse,
podera se manter atualizado dos resultados obtidos em suas amostras junto aos
pesquisadores. Permitindo a realizagdo de exames nas amostras coletadas vocé nao
sera favorecido diretamente, pois se trata de um estudo experimental, mas astara
contribuindo para que outras pessoas futuramente ser beneficiadas.

Qualquer etapa do estudo vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador € a Dra.
Nancy C. J. Bellei que pode ser encontrada no enderego Pedro de Toledo n® 781, 15°
andar, ou pelo telefone 5081-5394. Se voceé tiver alguma consideragao ou duvida sobre
a ética da pesquisa entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
localizado na rua Pedro de Toledo, 715, 1° andar, 5576-4564, 5571-1062.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes que li ou
que foram lidas para mim. Ficaram claros para mim quais sao os propositos do estudo,
os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participagao e isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento
hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei retirar meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo,
sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter
adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data [/ /

Assinatura da testemunha Data / {

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagdo neste estudo

Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo
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9.2. Questionario de Coleta

FICHA PROTOCOLO INVESTIGAGAO SINDROME GRIPAL

Origem

L]
Nuamero l:‘ Paciente
L]

Data coleta
Sexo

Idade

L

Contato ¢/ Cga < 5 anos sim Inéo

Inicio dos sintomas:

Febre Isim 'néo
Sintomas respiratorios tosse [con‘zalobstr —Eor garg J
Sintomas gerais cefaléia [mialgia ‘calafrios |

Doengas de base

cardiopatia |sim nao —‘
pulmonar Em nao [
diabetes lsim indo _]
nipertensao Isim !néo _J
tabagismo lsim lnéo .
outros ?

Vacina p/ influenza |sim nao J

Local de trabalho:

Tempo de transplante:
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9.3. Pareceres do Comité de Etica em Pesquisa — UNIFESP

9.3.1. Projeto: Investigagdo da metodologia laboratorial de

deteccgao de infecgao pelo virus Influenza

Universidade Federal de S&o Paulo Comité de Etica em Pesquisa
Escola Paulista de Medicina Hospital S50 Paulo

S&o Paulo, 18 de abril de 2001.
CEP 0317/01

llmo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) NANCY CRISTINA JUNQUEIRA BELLET
Disciplina/Departamento: Doengas Infecciosas e Parasitarias/Medicina da
Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital S&o Paulo

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Investigagdo da metologia laboratorial de detecgao de infecgdo pelo virus
influenza”.

Prezado(a) Pesquisador(a),

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital Sao Paulo ANALISOU e APROVOU
o projeto de pesquisa acima referenciado.

Conforme resolugéo 196/96 do Conselho Nacional de Satde s&o deveres do pesquisador:

1. Comunicar toda e qualquer alteragé@o do projeto e do termo de consentimento. Nestas circunstancias a inclus&o
de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apés andlise das mudangas
propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para
possivel auditoria dos 6rgdos competentes.

4. Apresentar primeiro relatério parcial em 15/outubro/2001.

5. Apresentar segundo relatério parcial em 13/abril/2002.

Atenciosamente,

f 7% Cop

Prof. Drl José Osmar Medina Pestana
Coordénador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de S&o Paulo/ Hospital S&o Paulo

"Ressaltamos que & de essencial importancia que seja verificado, antes da divulgago dos processos efou resultados obtidos nesta pesguisa, se
os )s sdo polenciall e | aveis ou passiveis de outras formas de protegdo intelectualfindustrial. A protegfo por meio do depésito de

patente, ou de outras formas de protegdo da propriedade intelectual, evita a agéo indevida de terceiros e confere maior seguranga quando da
publicagdo dos resultados da pesquisa.”

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - S&o Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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9.3.2. Projeto: Estudo da freqléncia de infecgao por rinovirus e

coronavirus em pacientes com doencga respiratoria aguda.

Universidade Federal da Sao Paulo Comité de Etica em Pesquisa
Escola Paulista de Medicina Unversidade Federal de So Paulo/Mospital So Paula

Sao Paulo, 11 de julho de 2003
CEP N° 0759/03
limo(a). Sr(a).
Pesquisador(a): ANA HELENA SITTA PEROSA
Disciplina/Departamento: Doencas Infecciosas e Parasitarias/Medicina
Ref.: Projeto de Pesquisa

Estudo da frequiéncia de infecgdo por rinovirus e coronavirus em pacientes com
doenca respiratoria aguda

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital Sado Paulo
ANALISOU e APROVOU o projeto acima.

Conforme resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude séo deveres do pesquisador:

1. Comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e do termo de consentimento. Nestas
circunstancias a inclusio de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta
do Comité, apés andlise das mudangas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocormdo durante o
desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro
por 5 anos para possivel auditoria dos 6rgaos competentes.

4. Apresentar primeiro relatério parcial em ©7/01/04

Atenciosamente,

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital Sdo Paulo

"Ressaltamos que €& de essencial importancia que seja verificado, antes da divulgagdo dos processos e/ou
resultados obtidos nesta pesquisa, se os mesmos s3o potencialmente patentedveis ou passiveis de outras formas
de protecao intelectualindustrial. A protegfio por meio do depdsito de patente, ou de outras formas de protegéo da

propriedade intelectual, evita a acdo indevida de terceiros e confere maior seguranga quando da publicacio dos
resultados da pesquisa.”

_.Rua Botucatu, 572 - 10 andar - CEP 04023-062 - Sao Paulo/Brasil ,
Tel.: (11) 5571.1062 Tel/Fax 5539.7162
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9.4. Carta de permissdo para utilizacdo das amostras neste

projeto

S&0 Paulo, 6 de Margo de 2007

Autlorizagao

Autorizn o Sr. Daniel Ferreira de Lima Meta, aluno de Mestrado pela
Diizciplina de Infectologia da Universidade Federal de 53o Paulo
ITHMIFESP, a ufilizar as amostras clinicas colhidas no Projeto de Peaquisa
de minha autoria: “Investigacio da metodologia laboralorial de detecciio de
infeccio pelo virus Tnfluene=a™ (CEP M 317/01).

A autorizagio serd para que  seja leita a  pesguoisa de

Metapnewmnovirus [Tumano nessas amostras. Atenciosamente,

——— s !
A e ] Il
- .

.‘:-""-\?. " i e 8 5

-
=, 1}
_.:'__. i .-__.-"'.-
[ 'l T -

___,f"

. s i

Profa.Dra. Wancy Cristina Jungueira Bellei
F L
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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