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Resumo

O virus respiratério sincicial (VRS) € referido como o principal agente viral de doenca
respiratéria aguda (DRA) em recém nascidos e lactentes, causando principalmente
bronquiolite € pneumonia. Dois subgrupos antigénicos, A e B, sdo conhecidos, entretanto ha
divergéncias a respeito da gravidade da doenga causada por esses subgrupos. Para tentar
caracterizar 128 amostras de VRS obtidas de criancas menores de cinco anos de idade com
DRA, foi utilizada a transcri¢do reversa da reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR).
Desta maneira, foram subgrupadas 64,1% (82/128) das amostras, sendo 64 VRS A e 18 VRS
B. No periodo de estudo o VRS A predominou sobre o B e em quatro anos observou-se a co-
circulag@o alternada de ambos, sendo o VRS B mais detectado em dois deles. O critério de
gravidade foi definido com base nas informagdes clinicas e nos dados demograficos obtidos
das criangas infectadas. Dentre os pacientes com infeccdo pelo VRS A, a taxa de
hospitalizacdo foi de 53,1% (34/64) e para o VRS B de 27,8% (5/18) (p=0,067; OR=2,947;
RR=1,250; IC 95%=0,940-9,235; mediana de idade: 2,1 e 3 meses, respectivamente). Das
criangas infectadas pelo VRS A, 59,4% (38/64) eram <6 meses de idade, enquanto que para o
VRS B esse percentual foi de 55,6% (10/18). Todavia, dentre os infectados pelo VRS B
nenhum era <1 més. Aproximadamente 35,0% (29/82) das criangas apresentaram doencga de
base e prematuridade. Quando se excluiu esses fatores de risco e procedeu a uma andlise,
observou-se uma taxa de hospitalizagdo de 47,6% (20/42) e 18,2% (2/11), respectivamente
para os casos de VRS A e B (p=0,097, OR=4,091; RR=1,281; IC 95%=0,788-21,249).
Concluindo, ndo foi observada diferenca estatistica para gravidade clinica entre os subgrupos
do VRS, mas apenas uma tendéncia de doen¢a mais branda pelo VRS B. Embora pacientes
infectados pelo VRS A tenham sido mais hospitalizados do que os infectados pelo VRS B,
inclusive os casos sem doenca de base e prematuridade, a gravidade da doenca ndo pdde ser

atribuida aos subgrupos do VRS.

Palavras chaves:

- virus respiratério sincicial
- subgrupos

- RT-PCR

- criangas

- gravidade



Abstract

Respiratory syncytial virus is well recognized as the most important pathogen accounting for
acute respiratory disease in infants and young children, mainly bronchiolitis and pneumonia.
Two major antigenic subgroups, A and B, have been identified; however, there is a
disagreement between the severity of the disease caused by them. This study investigated a
possible association between RSV subgroups and severity of the cases. Reverse transcription-
polymerase chain reaction was used to characterize 128 RSV nasopharyngeal specimens from
children less than five years old experiencing acute respiratory disease. It was possible to
subgroup 64.1% samples in RSV A (64) and RSV B (18). Severity was measured by clinical
evaluation associated with demographic factors. For RSV A-infected patients, 53.1% were
hospitalized, whereas for RSV B it was 27.8%. Around 35.0% of the patients presented risk
factors for severity. The hospitalization happened for 47.6% of RSV A patients and for 18.2%
of RSV B, for children without risk factors. It was observed a trend for RSV B infection to be
milder than RSV A. Even though RSV A infected patients were more likely to require
hospitalization than those infected by RSV B, including cases without underlying condition

and prematurity, the disease severity could not to be attributed to the RSV subgroups.



Introducao

O virus respiratdrio sincicial (VRS) € um dos principais agentes responsdveis por
atendimentos de emergéncia e por hospitalizagdes de lactentes e de criangas de tenra idade em
todo o mundo [Sangaré et al., 2006], principalmente devido a quadros de bronquiolites e
pneumonias [Kim et al., 1973; Queir6éz et al., 2002]. A infeccao pelo VRS nado produz
imunidade duradoura contra subseqiiente infeccido pelo virus, logo, reinfeccdes sdo comuns,
sendo que a gravidade dos sintomas diminui proporcionalmente com a idade [Black, 2003].
Seqiielas adquiridas através da infec¢do pelo VRS tém sido observadas e, na maioria das
vezes, estdo associadas com chiado persistente, aumento da hipereatividade das vias aéreas ou
asma atépica [Simoes, 2001].

Praticamente todas as criangas t€m a primeira infec¢do por esse virus até os dois anos
de idade [Parrott et al., 1974], sendo que em 40-50% dos casos hd envolvimento do trato
respiratdrio inferior e cerca de 1-2% desses requerem hospitalizacao [Yun et al., 1995]. Para
0s prematuros essa porcentagem pode ser maior. Em paises desenvolvidos, foi estimado que
0,5-1,5% dos casos hospitalizados com infec¢do por esse virus decorre em morte [Ogra,
2004].

O VRS, inicialmente denominado agente da coriza do chimpanzé, foi isolado por
Morris, Blount e Savage de um chimpanzé em 1956, que apresentava sintomas de doenga
respiratéria aguda. No ano seguinte, na cidade de Baltimore, MD, um virus semelhante foi
isolado de duas criancas, uma com pneumonia e outra com laringotraqueobronquite, sendo
entdo denominado VRS, devido a sua habilidade em formar sincicio em linhagens celulares e
pela afinidade pelo trato respiratério [Chanock and Finberg, 1957; Chanock et al., 1957]. Ja
no Brasil, esse virus foi primeiramente isolado em 1964 [Candeias, 1967].

O VRS pertence a familia Paramyxoviridae, género Pneumovirus [VanRegenmortel et
al.,, 2000] e seu genoma é composto de dcido ribonucléico (RNA) de fita simples, ndo
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segmentada, de polaridade negativa, contendo 10 genes. Um total de 11 proteinas sdo
codificadas a partir deste RNA gendmico [Cane, 2001], sendo 4 proteinas do nucleocapsideo
(N, P, L, M2-1); 3 glicoproteinas do envelope (G, F, SH); 2 proteinas nio estruturais (NS1 e
NS2), 1 de matriz (M) e 1 fator regulatério do RNA (M2-2) [Whitehead et al., 1999]. Os
genes N e F (fusdo) sdo relativamente bem conservados entre os virus isolados; em
contrapartida o gene G (adsorcdo) € altamente varidvel [Cane and Pringle, 1991]. A estrutura
do VRS € pleomoérfica e seu virion € composto por um nucleocapsideo de simetria helicoidal,
com didmetro variando entre 12 e 15nm. O envelope € constituido de dupla camada lipidica
com espiculas das glicoproteinas F e G, sendo que a estrutura viral completa apresenta de 150
a 300nm [Collins et al., 1996].

O virus infecta as células epiteliais ciliadas que compdem as vias aéreas [Alberts et al.,
1998], sendo que a rdpida destruicdo destas resulta nos sintomas caracteristicos da infeccio
[Black, 2003] como: febre, rinorréia, tosse e chiado [Park and Barnett, 2002] e possivelmente
otite média aguda [Monobe et al., 2003].

Os isolados do VRS podem ser divididos em dois subgrupos, A e B, devido a
diferencas antigénicas e genéticas [Anderson et al., 1985; Peret et al., 1998], que resultaram
em especulagdes sobre gravidade e recorréncia da doenca causada por esses virus [Straliotto
et al.,, 1994]. Estudos relacionados aos aspectos clinicos associados a cada subgrupo tém
produzido resultados limitados e conflitantes [Devincenzo, 2004; Imaz et al., 2000; Siqueira
et al., 1991; Walsh et al., 1997]. Entretanto, sugestdes terapéuticas e profilaticas t€m sido
disponibilizadas, e possiveis diferengas entre a gravidade da doenga e os subgrupos podem
auxiliar nas estratégias de tratamento [Papadopoulos et al., 2004].

Nao hé até o momento nenhuma vacina eficaz disponivel e a terapia com a ribavirina,
um andlogo sintético da guanosina, tem apresentado modestos resultados [Walsh et al., 1997].

Além disso, criancas de tenra idade tendem a apresentar uma doenca mais prolongada e pouca

4



resposta a medicamentos em geral [Howidi et al., 2007]. Por outro lado, o palivizumab, um
anticorpo monoclonal humanizado (IgG1K), dirigido contra um epitopo localizado no sitio
“A” da proteina F do VRS, tem sido efetivo tanto na redugdo da incidéncia quanto da
gravidade da infeccao pelo virus, em criangas consideradas de alto risco [Black, 2003] como,
prematuras, com doenca cardiaca congénita, com condi¢des cronicas do pulmio (fibrose
cistica ou broncodisplasia pulmonar), e ainda as imunosuprimidas [Welliver, 2003] devido a
quimioterapias, transplantes de medula ou 6rgios sdlidos e aquelas apresentando deficiéncia
de imunidade celular.

Em climas temperados, epidemias pelo VRS ocorrem anualmente nos meses do
inverno, enquanto que em climas tropicais, os surtos sdo associados a estagdo chuvosa [Cane,
2001]. Entretanto, em climas semitropicais o virus tem circulado principalmente durante o
outono [Costa et al., 2006; Vieira et al., 2001]. Ambos os subgrupos podem circular
concomitantemente em cada surto epidémico e o subgrupo A tem sido o mais prevalente na
maioria deles. Vérios trabalhos indicam que os subgrupos do virus alternam em prevaléncia
durante os sucessivos anos [Mufson et al., 1988; Sullender, 2000].

No Brasil, estudos tém identificado a circulagdo simultinea dos subgrupos em
diferentes anos nas regidoes norte [Mello and Silva, 1992], nordeste [Moura et al., 2003],
sudeste [Cintra et al., 2001; Siqueira et al., 1991] e sul [Straliotto et al., 2001], porém nenhum
padrio epidemioldgico foi estabelecido para Minas Gerais.

Entre 2000 e 2004, a equipe de Virologia da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU) realizou um estudo para detectar os principais virus envolvidos na doenga respiratéria
aguda (DRA), em criancas menores de cincos anos de idade da regido. O VRS foi o agente
mais freqiientemente identificado, sendo encontrado em 26,4% dos casos investigados [Costa

et al., 2006].



Com o propésito de aprofundar o conhecimento sobre o VRS, tentou-se subgrupar em
A e B um total de 128 amostras desse virus, obtidas de criancas com DRA entre 2000 e abril
de 2007, e foi investigado se esses subgrupos estariam associados com gravidade, analisando

os aspectos clinicos e demograficos dos casos.



Objetivos

1.

Subgrupar em A e B os virus respiratdrios sinciciais (VRS) obtidos de aspirado de
nasofaringe de criancas menores de cinco anos de idade, com doencga respiratéria

aguda, por transcri¢do reversa da reagcdo em cadeia pela polimerase;

Investigar uma possivel associacio dos VRS A e B com a gravidade dos casos

atendidos no Hospital de Clinicas entre 2000 e abril de 2007;

Dar continuidade ao estudo da circulagdo do VRS na cidade de Uberlandia, MG, pélo
de referéncia para onde se encaminham pacientes de regides urbanas e rurais

circunvizinhas.



Materiais e Métodos

Pacientes e espécimes

Desde abril de 2000, vem-se investigando virus respiratérios pela técnica de
imunofluorescéncia indireta (IFI) em aspirado de nasofaringe (ANF) de criangcas menores de
cinco anos de idade, com doenca respiratdria aguda, atendidas no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), MG. A coleta do ANF recebeu parecer favoravel
do Comité de Etica em Pesquisa da UFU (CEP/UFU) (ANEXOS A, B e O).

Ap6s obter o consentimento por escrito dos pais de cada crianca (ANEXO D) incluida
no estudo, foi preenchido um questiondrio com os dados clinicos e demograficos (ANEXO
E), como idade, género, idade gestacional, sintomas clinicos e fatores predisponentes para
gravidade, como: imunodeficiéncia, desordens respiratérias cronicas (broncodisplasia
pulmonar e fibrose cistica), doenga cardiaca congénita e prematuridade. Também foram
obtidas informacgdes sobre a necessidade de hospitalizacdo em unidade de terapia intensiva
(UTD) e de utilizag@o de ventilagdo mecanica.

Nesta investigacdo, também aprovada pelo CEP/UFU (ANEXO F), a avaliacao clinica
se baseou nos seguintes critérios: sinais e sintomas clinicos, achados laboratoriais,
radiografias de pulm@o e patologias descritas na 10" Revisdo da Classifica¢do Internacional de
Doencas da Organizacdo Mundial da Satde, de 1994, sendo que os diagnésticos clinicos
foram agrupados em bronquiolite, bronquite (que incluiu laringotraqueobronquite,
broncoespasmo, ‘“Pertussis like syndrome”, tosse coqueluchdide e bronquite), pneumonia
(broncopneumonia e pneumonia) e infecgdes das vias aéreas superiores - IVAS (otite média
aguda, rinite, sinusite, gripe e IVAS).

A hospitalizagdo foi considerada somente para os pacientes que apresentavam doenga

moderada ou grave.



Os ANF foram coletados no pronto atendimento pediatrico (PAP), no pronto socorro
de pediatria (PS-Ped) e nos setores de internagdo: bercirio (SEBER), enfermaria de pediatria
(ENF-Ped) e unidade de terapia intensiva (UTI), conforme descri¢do a seguir. A secrecio de
nasofaringe foi aspirada através de uma sonda tipo uretral nimero seis, conectada a uma
camara gotejadora ligada a um sistema de vacuo. Essa sonda foi inserida delicadamente, por
rotacdo, em uma das narinas, paralelamente ao palato, até a regido da nasofaringe. Para a
coleta do muco da outra narina procedeu-se da mesma maneira. Na presenca de pouco muco,
instilou-se 0,5mL de soro fisiol6gico estéril em cada uma das narinas. Imediatamente, o ANF
foi transferido para um frasco também estéril e transportado em gelo para o Laboratério de
Virologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFU.

Em no médximo quatro horas a amostra clinica foi acrescida de 1 mL de solug@o salina
fosfatada tamponada estéril, homogeneizada e dividida em quatro aliquotas, sendo: (i) uma
para a realizacdo da IFI; (ii) duas “in natura” — armazenadas em nitrogénio liquido e em
freezer -70°C — para a extragdo de 4dcidos nucléicos e estudos futuros e; (iii) a ultima foi
tratada com solucdo de antibidticos (penicilina: 10.000U/mL + streptomicina: 10.000pg/mL)
por 30 minutos em geladeira e combinada com meio de congelamento (10% de
dimetilsulféxido + 90% de soro fetal bovino) numa concentracdo de 1:2, para posterior
inoculacdo em cultura de células.

A TFI foi realizada para sete virus respiratérios mediante a utilizagdo do kit comercial
Respiratory Panel 1 Viral Screening and Identification Kit (Chemicon Internacional, CA,
USA) de acordo com as instru¢gdes do fabricante. O anticorpo monoclonal (MADb) desse kit
contra o VRS ¢€ especifico para a proteina F do virus. Desta maneira, um total de 128 amostras

positivas para o VRS detectado até abril de 2007, constituiu o objeto deste estudo.



Isolamento do VRS em cultura de células

Com o objetivo de amplificar o niimero de particulas virais para subgrupagem e
também para facilitar um futuro seqiienciamento das amostras isoladas do VRS, fez-se a
inoculacdo de 77 espécimes de ANF em linhagens de células HEp-2 (ATCC: CCL-23), como
procedido por Queir6z et al [2002].

O sobrenadante, tanto das culturas que apresentaram efeito citopético (ECP), quanto
das que ndo apresentaram, foi coletado e armazenado em freezer -70°C para posterior
investigacdo dos subgrupos A e B do VRS, por transcri¢io reversa da reagdo em cadeia pela
polimerase (RT-PCR). O sedimento foi utilizado para a reagdo de IFI para confirmacio do
possivel isolamento do VRS. Quando ndo foi possivel isolar o virus, aliquotas de ANF “in
natura” foram testadas diretamente pela RT-PCR, quando disponiveis em estoque.

Entretanto, devido a problemas de contaminacdo com a linhagem celular e
conseqiientemente a exigiiidade do tempo, 82 amostras foram testadas diretamente pela RT-
PCR a partir dos ANF “in natura”.

Como controles positivos, foram utilizadas as cepas padrao Long e CH18537 dos
subgrupos A e B do VRS, respectivamente, gentilmente fornecidas pela Dra. Marilda Siqueira
(Fiocruz/Rio de Janeiro, RJ). Essas amostras, foram propagadas na linhagem de células HEp-
2 e quando a monocamada apresentou ECP caracteristico, as células foram coletadas e

estocadas em freezer -70°C até o uso.

Caracterizacdo molecular do VRS

O RNA viral foi extraido de 250uL do ANF ou de 125uL do lisado celular utilizando-
se 750uL ou 375uL, respectivamente de Trizol® (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA). O cDNA
e a reacdo de PCR foram desenvolvidos conforme previamente descritos por Stockton et al.,

1998. Os iniciadores utilizados para a subgrupagem foram produzidos contra as proteinas N e
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P do genoma viral, também de acordo com Stockton et al [1998]. Os iniciadores “RSVAB
forward (F), RSVAB reverse (R)” foram utilizados numa concentracdo de 5pmol durante a
primeira amplificacdo e os “RSVA F, RSVA R, RSVB F, RSVB R” em 25pmol para a reagio
de nested — a TABELA 1 mostra as seqii€ncias dos iniciadores e a polaridade dos mesmos.
Finalmente, 10 uLL do produto da PCR foi separado em gel de agarose (Gibco®-BRL, Life
Technologies, Paisley, Scotland) em concentragdo de 1,5% em TBE (Tris-Borate-EDTA:
[0,5x]), contendo brometo de etidio 0,5mg/mL e em seguida foi fotografado pelo equipamento
ImageMaster® VDS — GE Healthcare. Amostras padrdo do VRS (Long e CH18537) e controle
negativo (dgua), correram juntas em cada processo da RT-PCR, com o objetivo de validar a
amplificacdo dos fragmentos e excluir a presenca de contaminantes. O tamanho dos

fragmentos esperados era de 334pb para o VRS A e 183pb para o VRS B.

Tabela I: Oligonucleotideos utilizados na RT-PCR para subgrupagem do VRS

. . A e s s .~ tamanho do
Iniciadores Sequéncia (5’-3’) posicao do gene fragmento (pb)
la PCR
RSVAB F GTCTTACAGCCGTGATTAGG N 838
RSVABR GGGCTTTCTTTGGTTACTTC P
Nested
RSVAF GATGTTACGGTGGGGAGTCT N 334
RSVA R GTACACTGTAGTTAATCACA N
RSVBF AATGCTAAGATGGGGAGTTC N 183
RSVB R GAAATTGAGTTAATGACAGC N

Anadlise estatistica dos resultados

Para os resultados obtidos utilizou-se o programa WINKS 4.8a (TexaSoft, Cedar Hill,
TX, USA) com nivel de significancia estatistica de 0,05. Varidveis ndo continuas foram
examinadas utilizando-se o teste exato de Fisher, com intervalo de confianca (IC) de 95%.
Para a andlise das varidveis dependentes continuas, o teste ndo pareado de Mann-Whitney foi

utilizado.
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Resultados

Utilizando-se a técnica da transcricdo reversa da reacdo em cadeia pela polimerase
(RT-PCR) foi possivel caracterizar 64,1% (82/128) das amostras do virus respiratdrio
sincicial (VRS), sendo que 78% (64/82) delas foram do subgrupo A e 22% (18/82) do
subgrupo B. Do total de 128 amostras, 36,0% provieram do pronto atendimento pediitrico,
30,5% do pronto socorro de pediatria e 10,1% do bercario e da enfermaria de pediatria e
23,4% da unidade de terapia intensiva.

Referente aos 77 aspirados de nasofaringe (ANF) inoculados em cultura de células, foi
possivel isolar e subgrupar o VRS de 38 (49,4%) deles, (VRS A - 27 e VRS B - 11), enquanto
que, testando-se as 82 ANF “in natura”, conseguiu-se subgrupar 57,3% (47/82) (VRS A - 40;

VRS B - 7) (TABELA 1I).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 M

334 pb

183 pb

Figura 1: Produtos da transcricio reversa da rea¢do em cadeia pela polimerase (RT-PCR) obtidos por
eletroforese em gel de agarose. Linha M, marcador de peso molecular; tamanhos (de cima para baixo)
1000 — 200pb; Linhas 1 e 8 amostras VRS A; Linha 10 amostra VRS B; Linhas 3 e 9 controles
positivos VRS A (cepa Long); Linhas 6 e 12 controles positivos VRS B (cepa CH18537); Linhas 2,
4,7, 11, 13 amostras negativas para os subgrupos do VRS; Linha 5 controle negativo (4dgua).
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Table II: Amostras de VRS subgrupadas pela RT-PCR a partir de virus isolados em células
HEp-2 e/ou em aspirados de nasofaringe “in natura”

Inoculadas em HEp-2 “in natura” ANF Subgrupadas
(N=T77) (N=82)
35 NT 35
NT 44 44
3 3 3*
38 (49,4%)* 47 (57,3%)" 82

ANF: aspirados de nasofaringe; NT: ndo testadas; * trés das amostras de VRS subgrupadas foram
coincidentes; * p> 0.05.

Sobre a circulacdo do VRS, observou-se que houve predominio do VRS A e que
ambos os subgrupos co-circularam alternadamente em quatro anos (2001, 2002, 2003 e 2007),
sendo que o VRS B foi mais detectado em 2003 e 2007 (FIGURA 2). De modo geral, esses
virus circularam entre os meses de janeiro e junho — final do verdo e final do outono — com
pico entre abril e maio. Entretanto, em 2001 foi detectado um caso positivo no més de agosto

e em 2006, outro caso em setembro.
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Figura 2: Distribui¢@o sazonal dos subgrupos A e B do VRS detectados em criangas atendidas no
HC/UFU entre 2000 e abril de 2007.
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Referente ao gé€nero, um percentual de 57,8% (37/64) das criancas infectadas pelo
VRS A era do sexo masculino, comparado com 44,4% (8/18) pelo VRS B (p=0,42)

(TABELA TII).

Tabela III: Distribuicdo das idades e género dos 82 pacientes atendidos no HC/UFU com
doenca respiratéria aguda, entre 2000 e abril de 2007

Idade VRS A VRS B
(meses) N (%) Género (&3) N (%) Género (&)
<1 9 (14,1) 5 0 (0,0) 0
1-3 18 (28,1) 11 6 (33,3) 3
3-6 11 (17,2) 7 4 (22,2) 2
6-12 10 (15,6) 6 3 (16,7) 2
>12 16 (25,0) 8 5 (27,8) 1
Total 64 (100,0) 37 (57,8)* 18 (100,0) 8 (44,4)*
* p=0,42

Em termos da faixa etaria, a TABELA III mostra que os casos com infec¢do pelos
VRS A e B apresentaram medianas similares (4,0 e 4,2 meses, respectivamente). Das criancas
infectadas pelo VRS A, 59,4% eram menores de seis meses de idade, enquanto que para o
VRS B essa taxa foi de 55,6%. Entretanto, para esse ultimo ndo foi detectado nenhum
paciente com idade inferior a um més.

Em relacdo as diferentes caracteristicas clinicas apresentadas pelas criangas, a
bronquiolite foi o diagndstico mais comumente encontrado tanto para o VRS A quanto para o

VRS B, ao passo que a pneumonia foi observada somente em uma criancga infectada pelo VRS

B (TABELA V).
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Tabela IV: Caracteristicas clinicas e demogréficas de acordo com os subgrupos do VRS e os
pacientes

VRS A VRS B valor de P
N (%) idade® género (3) N (%) idade® género (&) N! idade?

VRS 64 (78,0) 4 37 18 (22,0) 472 8 0,35
Sintomas
clinicos
bronquiolite 30 (46,9) 2 19 6 (33,3) 2,2 4 0,42 0,78
pneumonia 5 (7,8) 6 2 1 (5,6) 4 0 1,00 1,00
bronquite 9(14,1) 8 6 50278 14 2 0,18 0,51
ITRI 20 (31,2) 6 10 6 (33,3) 5,5 2 1,00 0,69
Gravidade
clinica
Leve 29 (45,3) 8 13 12 (66,6) 8,5 5 0,18 0,37
Moderada 18 (28,1) 4,3 13 3(16,7) 1,6 2 0,38 0,27
Grave 17 (26,6) 2 11 3(16,7) 4 1 0,54 0,17
Hospitalizados 34 (53,1) 2,1 23 5(27,8) 3 3 0,07 0,75
Ventilagao 8(12,5) 17 4 1 56) 27 0 0,68 0,33
mecanica
UTI 16 (25,0) 2,1 11 3(16,7) 4 1 0,54 0,24
Fator derisco’ 22 (34,4) 4,5 12 7 (38,9) 3 3 0,78 0,84

%: mediana da idade em meses; ': Teste exato de Fisher; *: Mann-Whitney; 3 doenca de base e
prematuridade; ITRI: infec¢do do trato respiratrio inferior; J': sexo masculino.

De acordo com a gravidade clinica, a infeccdo pelo VRS B apresentou uma tendéncia
de ser mais branda que pelo VRS A (p=0,18) e, com uma excecdo, todas as criancas com
doenca grave eram menores de seis meses de idade (TABELA 1V). Além disso, houve
registro de 6bito de uma crianga com infec¢@o pelo VRS A, no nono dia de hospitalizagdo na
UTL

Sobre o requerimento de ventilacio mecanica entre os subgrupos (VRS A: 8/64; VRS
B: 1/18) e a hospitaliza¢do na unidade de terapia intensiva (VRS A: 16/64; VRS B: 3/18),
nenhuma diferenca estatistica foi observada.

Referente a prematuridade e as doengas de base que predispdem a gravidade na
infec¢do por esse virus, um percentual de 35,4% (29/82) dos pacientes apresentava tais fatores
de risco (VRS A: 22/64; VRS B: 7/18). Em adicdo, 66,7% (26/39) dos casos hospitalizados

eram do sexo masculino (VRS A: 23/34; VRS B: 3/5) (TABELA 1V).
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A FIGURA 4 mostra que 53,1% (34/64) dos pacientes hospitalizados estavam com

infeccdo pelo VRS A e 27,8% (5/18) pelo VRS B (p=0,067; OR=2,947; RR= 1,250; IC

95%=0,940-9,235); mediana de idade: 2,1 e 3 meses, respectivamente). Quando se procedeu a

andlise dos casos sem doencgas de base e/ou prematuridade, a taxa de hospitalizacdo para os

infectados pelo subgrupo A foi de 47,6% (20/42) e pelo B de 18,2% (2/11) (p=0,097, OR=

4,091 RR=1,281; IC 95%=0,788-21,249).
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Figura 4: Pacientes hospitalizados no periodo 2000 a abril de 2007 no HC/UFU, com
diagnéstico de infecg@o pelo VRS A ou B, com e/ou sem fatores de risco, apresentando
doenca moderada ou grave.
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Discussao

Esta € a primeira investigagdo que busca correlacionar os virus respiratdrios sinciciais
dos subgrupos “A” (VRS A) e “B” (VRS B) com dados clinicos e demograficos de criancas
menores de cinco anos de idade, com doenga respiratéria aguda, atendidas em um hospital
publico do Estado de Minas Gerais.

A habilidade em subgrupar 64,1% dos espécimes clinicos, positivos para o VRS,
deve-se a utilizacdo do método de transcri¢do reversa da reacdo em cadeia pela polimerase
(RT-PCR), tanto em amostras dos virus isolados em cultura de células HEp-2, como em
aspirados de nasofaringe (ANF) “in natura”.

Utilizando-se a RT-PCR em ANF “in natura” foi possivel subgrupar 57,3% das
amostras testadas, semelhantemente aos 59,0% obtidos por Papadopoulos et al. [2004], que
também utilizaram as mesmas seqiiéncias de iniciadores [Stockton et al., 1998]. Por outro
lado, empregando-se esse mesmo método em amostras inoculadas em cultura de células, o
percentual de isolamento viral foi de 49,4%.

A despeito do custo elevado da técnica de RT-PCR, o protocolo aqui utilizado
demonstrou ser de ficil execucdo para a subgrupagem das amostras de VRS e permitiu obter
algum conhecimento sobre a epidemiologia molecular desses virus.

O fato de terem sido isoladas somente 49,4% das amostras de VRS em células HEp- 2,
pode ser devido a alguns fatores tais como: perda da infectividade do virus ou mesmo
dificuldade na replicacdo dentro das células, que pode ser atribuido ao longo tempo de
estocagem dos espécimes. Além disso, tem sido mostrado que cepas do VRS B tendem a
“crescer’” mais lentamente em cultura de células, podendo inclusive perder a caracteristica de
formar sincicios [Hall et al., 1990].

Referente a observacdo de que o VRS A predominou sobre o VRS B (78% x 22%)

estd de acordo com a maioria dos estudos de subgrupagem [Martinello et al., 2002; McIntosh
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et al., 1993; Savon et al., 2006], embora ha cerca de 10 anos na Dinamarca tenha sido referida
uma predomindncia do VRS B [Johansen et al., 1997]. Espécimes ndo subgrupados também
foram relatados por outros autores [Cintra et al., 2001; Straliotto et al., 1994; Walsh et al.,
1997].

A deteccdo do VRS B em anos alternados também € concordante com outros estudos
[Arbiza et al., 2005; Galiano et al., 2005]. Mufson et al. [1987] sugeriram que uma infeccio
pela VRS A protege contra reinfec¢do pelo mesmo subgrupo do virus no ano seguinte. Neste
estudo, acredita-se que o fato de o VRS B nao ter sido detectado em 2005, seja devido ao
pequeno nimero de espécimes clinicos coletados naquele ano. Essa diminui¢cdo de amostras
também ocorreu nos anos seguintes, devido a mudangas politico-administrativas
implementadas no municipio, que repercutiram no Hospital de Clinicas. Anderson et al.
[1985] descreveram esses dois subgrupos hd mais de 20 anos e relataram naquela época a
possibilidade de ambos co-circularem durante um surto epidémico e de apresentarem uma
distribuicdo mundial.

Tem sido observado que o niimero de individuos do género masculino com doenca
grave € maior do que os do género feminino [Burr et al., 1993; Queiréz et al., 2002]. Isto
também foi observado neste estudo, onde a maioria das criancas com infeccdo pelo subgrupo
A pertencia ao género masculino, o que também estd de acordo com Sangaré et al. [2006], que
relataram que individuos do género feminino foram mais protegidos contra a hospitalizacio
pelo VRS.

Em concordancia com um estudo prévio [Imaz et al., 2000], aqui foi observado que
pacientes infectados pelo VRS A apresentavam uma leve tendéncia de serem mais novos que
os pelo VRS B. Além disso, neste estudo as criancas menores de 1 més de idade foram
infectadas somente pelo VRS A, contrariamente ao observado por Papadopoulos et al. [2004],

que utilizando médias de idade relataram infec¢do pelo VRS B em criangas mais jovens.
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Com relacdo as infec¢bes do trato respiratdrio inferior por este virus, os resultados
aqui obtidos estdo de acordo com Garzon et al. [2002], que mostraram que a bronquiolite foi o
diagnéstico mais encontrado, seguido pela pneumonia. Achados semelhantes foram também
mostrados por outros investigadores [Bakir et al., 1998; Henrickson, 1998; Queir6z et al.,
2002; Talbot et al., 2005].

Papadopoulos et al. [2004] utilizando o tempo de hospitalizacio como um marcador
de gravidade, ndo encontraram diferenca significante entre os subgrupos do VRS. Eles
argumentaram que esse parametro estaria além de decisdes clinicas e, portanto, ndo poderia
ser controlado. Entendendo da mesma maneira, por envolver aspectos clinicos subjetivos, o
tempo de internacdo ndo foi considerado neste estudo. Todavia, a taxa de hospitalizag¢do para
os pacientes infectados pelo VRS A foi significativamente mais elevada do que para os
infectados pelo VRS B.

Em criancas hospitalizadas menores de um ano, COATES et al. [1963] verificaram
que o VRS A causou doenca mais grave e foi mais freqiiente do que o VRS B. Entretanto,
outra investigacao diferiu em relacdo a gravidade da doenca [Palomino M. et al., 2004]. Em
adi¢do, outros autores ndo encontraram nenhuma diferenga [Cintra et al., 2001; Coggins et al.,
1998], o que foi similar ao observado neste estudo.

Também a observag@o de que os pacientes graves tinham idade inferior a seis meses
foi concordante com outros autores [Cintra et al., 2001; Imaz et al., 2000]. O fato de ter sido
observado apenas uma tendéncia de maior gravidade pelo VRS A sobre o VRS B deve-se
provavelmente ao reduzido nimero de amostras ou ainda a subjetividade dos parametros
selecionados.

Concluindo, ndo foi observada diferenca estatistica para gravidade clinica entre os subgrupos
do VRS, mas apenas uma tendéncia de doen¢a mais branda pelo VRS B. Embora pacientes

infectados pelo VRS A tenham sido mais hospitalizados do que os infectados pelo VRS B,
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inclusive os casos sem doenca de base e prematuridade, a gravidade da doenca ndo pdde ser

atribuida aos subgrupos do VRS.
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Conclusoes

1. A técnica de RT-PCR demonstrou ser de ficil execu¢do para a subgrupagem das

amostras de VRS.

2. Em Uberlandia, o VRS A circulou em todos o0s oito anos do estudo e co-circulou com

o VRS B em quatro desses anos.

3. Nao se observou diferenca estatisticamente significante na gravidade da infecc¢io pelos
subgrupos do VRS, mas apenas uma tendéncia de maior gravidade nas criancas

infectadas pelo VRS A.

4. Embora pacientes infectados pelo VRS A tenham sido mais hospitalizados do que os

infectados pelo VRS B, inclusive os casos sem doenca de base e prematuridade, a

gravidade da doenca ndo pdde ser atribuida aos subgrupos do VRS.
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Anexo A

@' Universidade Federal de Uberlandia
EDE

Av. Jodo Naves de Avila, n;° 2160 o Bloco J - Campus Santa Monica - Uberlindia-MG —
CEP —-38400-089 (034) 239 4131 - 235-2078

PARECER COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA N.° 0018/2000

PROJETO DE PESQUISA: “Caracteriza¢ao molecular de amostras do Virus
Respiratério Sincicial Humano (VRSH) a avaliacdo da resposta imune em criangas de 0-
2 anos de idade de regies do Tridngulo Mineiro”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Divina * Q. Queiroz

INSTITUICAOQ: -UFU

MERITO:
De margo de 2000 a agosto de 2001 espécimes clinicos serdo coletados, de
2° a 5° feira, de cerca de 500 criangas de 0-2 anos de idade, atendidas no Hospital

de Clinicas em Uberlandia-MG, provenientes da cidade e outras regides urbanas
e rurais da regido, ap0s o consentimento expresso dos pais e responsaveis.

PARECER:

O projeto ndo trara nenhum prejuizo para as pessoas envolvidas. Somos de
parecer favoravel a sua execugdo.

Uberlindia 14 de abril de 2000.

Prof. Humpérto Eustdquio Coelho
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Anexo B

) 1.
CEP -38400-089 = (034) 239 4131 - 235-2078

Uberlandia, 24 de setembro de 2001.

Processo n°® 018/2000- 2* fase

PROJETO DE PESQUISA: “Caracterizagio Molecular de amostras do Virus
Respiratério Sincicial humano (VRSH) e avaliacio da resposta imune em criangas de —0-
2 anos de idade de regides do Tridngulo Mineiro™.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Divina aparecida Oliveira Queiroz

O projeto acima identificado, foi aprovado para ser realizado conforme os autores se
comprometem.
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Anexo C

Universingre_Federal de Uberlandia

e OMIT
Av. Joiao Naves de Avila, n.° 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberlindia-MG —
CEP -38400-089 2 (034) 239 4131 - 235-2078 :
PARECER DO COMITE DE ETICA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA DE N*
007/2003
[Ima. Sra. Uberlandia, 07 de fevereiro de 2003.

Profa. Dra. Divina Aparecida Oliveira Queiroz
Prezada Professora,

Informamos-lhe, que o Comité de Etica da Universidade Federal de Uberlandia, examinou e
APROVOU sem restricio de ordem ética, o projeto de pesquisa “Detecgdo de virus respiratorios
por reagdo de polimerizagdo em cadeia (PCR) em secregdes de nasofaringe de crian¢as de 0-5
anos de idade, residentes no Tridngulo Minciro™, cuja vigéncia serd de julho de 2003 a junho de
2005, protocolado sob o namero 018/2000 do qual V.Sa. figura como pesquisador responsavel.

Em adendo, informamos que o prazo para entrega de relatério final é de 120 dias apos o
término da execugio prevista no cyonograma do projeto, conforme norma da Res. 196/96/CNS.

/ 'rof. Dr. I\?guel Tanus Jorge
oordenador do CEP/UFU

IX.2 - Ao pesquisador cabe:

\

a) apresentar o protocolo, devidamente instruido ao CEP, aguardando o pronunciamenfo deste, antes de iniciar a

pesquisa;
b) desenvolver o projeto conforme delineado;
c) elaborar e apresentar os relatérios parciais e final;
d) apresentar dados solicitados pelo CEP, a qualquer momento;

e) manter em arquivo, sob sua guarda, por 5 anos, os dados da pesquisa, contendo fichas individuais e todos os

demais documentos recomendados pelo CEF:

f) encaminhar os resultados para publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal

técnico participante do projeto;
g} justificar, perante o CEP, interrupgdo do projeto ou a nao publicagdo dos resultados.
Responsabilidades do Pesquisador:

a) Reafirma-se a responsabilidade indelegével e intransferivel do pesquisador nos termos da Resolugdo 196/96.
Da mesma forma, reafirmam-se todas as responsabilidades previstas na referida Resolug&o, em particular a

garantia de condigées para o atendimento dos sujeitos da pesquisa.

Il - RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR

I1.1 - Reafirma-se a responsabilidade indelegével e intransferlvel do pesquisador nos termos da Resolugdo
196/96. Da mesma forma reafirmam-se todas as responsabilidades previstas na referida Resolugdo, em particular a
garantia de condigbes para o atendimento dos sujeitos da pesquisa.

1.2 - O pesquisador responsdvel deverd:

a - Apresentar ao Comité de Etica em Pesquisa - CEP - o projeto de pesquisa completo, nos termos da
Resolugédo, 196/96 e desta Resolugdo.

b - Manter em arquivo, respeitando a confidencialidade e o sigilo as fichas correspondentes a cada sujeito
incluldo na pesquisa, por 5 anos, apés o término da pesquisa.

¢ - Apresentar relatério detalhado sempre que solicitado ou estabelecido pelo CEP, pela Comissdo Nacional
de Etica em Pesquisa - CONEP ou pela Secretaria de Vigildncia Sanitdria - SVS/MS.

d - Comunicar ao CEP a ocorréncia de efeitos colaterais e ou de reagGes adversas ndo esperadas

e - Comunicar também propostas de eventuais modificagées no projeto e ou justificativa de interrupgao.
aguardando a apreciagdo do CEP, exceto em caso urgente para salvaguardar a protegdo dos sujeitos da pesquisa,
devendo entdo ser comunicado o CEP a posterior, na primeira oportunidade.

f- Colocar & disposigdo, do CEP, da CONEP e da SVS/MS toda informagdo devidamente requerida.

g - Proceder & anélise continua dos resultados. & medida que prossegue a pesquisa, com o objetivo de
detectar o mais cedo possivel beneficios de um tratamento sobre outro ou para evitar efeitos adversos em sujeitos de
pesquisa.

h - Apresentar relatérios periédicos dentro de prazos estipulados pelo CEP havendo no minimo, relatério
semestral e relatério final

j - Dar acesso aos resultados de exames e de tratamento ao médico do paciente e ou ao préprio paciente
sempre que solicitado e ou indicado

J - Recomendar que a mesma pesso0a n3o seja sujeito de pesquisa em novo projeto antes de decorrido um ano de

sua participagdo em pesquisa anterior, a menos que possa haver beneficio direto ao sujeito da pesquisa.
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Anexo D
Termo de consentimento livre e esclarecido

Pesquisa de virus respiratorios e aspectos da resposta imune em espécimes clinicos

obtidos de criancas de 0-5 anos de idade de regioes do Triangulo Mineiro, MG

Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia

Sr. Pais/Responsaveis,

Os virus respiratérios sdo os principais agentes causadores de doenca respiratdria
aguda em criangas menores de cinco anos de idade, razdo pela qual a equipe de Virologia da
UFU vem desenvolvendo pesquisa nesse assunto.

A detec¢d@o do agente viral que estd causando a infec¢do em seu filho, além de auxiliar
o médico a tratd-lo, ird fornecer informacdes para trabalhos sobre mecanismos de infeccdo e
sobre a circulagdo dos principais virus respiratérios em nossa regiao.

E importante lembrar que a participacio neste estudo é voluntdria, que o nome de seu
filho ndo serd divulgado e que as amostras clinicas ndo serdo utilizadas para nenhum outro
estudo.

Se for do seu consentimento a coleta de secrecdo de nasofaringe (aspirado) e de  2-
3mL de sangue de seu filho, favor assinar este documento.

Uberlandia: [/

Nome do pai/mée ou responsavel:

Assinatura:

Meédicos responsaveis:
Profs. Drs. Orlando César Mantese e Hélio Lopes da Silveira

Coordenadora do Projeto:

Profa. Dra. Divina A. O. Queiréz
(34) 3218-2664

Comité de Etica em Pesquisa da UFU
(34) 3239-4131
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Anexo E

FICHA CLINICA - PROJETO VIRUS RESPIRATORIOS

Prontudrio:

Local atendimento: Data: _ / /
Data nascimento: __ / [/ Idade: Géneroo M F
Durag@o da gestacdo: semanas (definir: pré-termo ou termo) Cor:
Aleitamento materno: ndo  sim (duragao: )

Pais fumantes: ndo  sim Pais at6picos: ndo  sim

Doenca de base presente (descrever qual patologia apresenta)

Cardiopatia: nio sim
Displasia broncopulmonar: ndo sim
Imunodeficiéncia: nao sim
Outras (definir): ndo sim

Descricao do quadro clinico

= Inicio dos sintomas: dias = Dor de garganta:  ndo sim
= Febre: dias =  Dor no corpo: nio sim
=  Coriza: ___dias =  Mal estar: nao sim
=  Tosse: __ dias = Secrecdo ocular: nao sim
= Espirros: __ dias = Hiperemia ocular: nio sim
=  Qutros:

Freqiiéncia respiratoéria: irpm

Murmurio vesicular: Chiados (sibilos): nao sim

Retragdes toracicas (tiragens): ndo  sim
Apnéia ao atendimento (maior 20 seg com cianose ou bradicardia): ndo sim

Medicagd@o em uso:

Rx de térax: Hiperinsuflagdo ndo sim

Consolidagdo  ndo sim

Atelectasia ndo sim
Gasometria arterial: pH= PaCO,= PaO,=
HCOs= SatO,= BE=
DIAGNOSTICO NOSOLOGICO:
Admissao: /[ Local:
Ventilagdo artificial: ndo sim(____ dias)
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Anexo F

Uj Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagéo
~ COMITE DE ETICA EM PESCUISA - CEP
Av. Jodo Naves de Avila, n® 2160 - Bloco J - Campus Santa Modnica - Ubertandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131
PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA N° 249/05
Registro CEP: 145/05

Projeto Pesquisa: “Correlagdo enfre severidade clinica e infeccéc pelos
subgrupos A e B do virus respiratdrio sincicial em criangas afendidas no hospital
publico de Minas Gerais”

Pesquisador Responsével: Divina Aparecida Oliveira Queiroz

De acordo com as atribuigdes definidas na Resolucgdo CNS 196/96, o CEP
manifesta-se pela aprovacéo do projeto de pesquisa proposto.

Situagio: Projstc aprovado

Uberlandia, 08 de setembro de 2005.

: J ;
e E
- fi i T 4[
z-(l/k,: i ‘,'\l = L ~ c ¢ S ij' n At
B P

\/E\\%" i (,L\(-‘- “
Profa. Dra. Sandfa Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CEP/UFU

Orientagdes ao pesquisador:

{Para parecer Aprovado ou Aprovado com Recomendagdes)

+ O sweito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de tetivar seu consentimento em qualquer fase
da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuiza ao seu cuidade (Res. CNS 196/96 - [tem IV.1.0) e
deve receber uma cépia do Termo de Consentimento Livie e Esclarecido, na integra. por ele assinedo
(ltemn IV.2.0).

= O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada e protocolo aprovado ¢ descontinuar o estude
somente apds andlise das razfes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Ttem 111.3.2),
aguardando seu parecer, exceto quande perceber risce ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (lem V.3) que
requeiram acfo imediata.

= O CEP deve ser informado de todes os efeites adversos ou fatos relevantes que alterem o curse normal do estudo
(Res. CNS ltem V.4) E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido cm owire centro) e enviar notificagio 1o CEP ¢ 2 Agéncia
Nacional de Vigilincia Sanitiria - ANVISA — junte com sen posicionamento.

* Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara ¢ sucinta,
identificande a parte do prelocole a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetes do Grupo |
ou I apresentados anteriormente 3 ANVISA, o pesquisador cu patrocinador deve envid-las também 4
mesma, junto com ¢ parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial { Res. 251/97,
item 1112 e} O prazo para entrega de relatémio ¢ de 120 dias apés o término da execucio previsia no
cronegrama do projeto, conforme notma da Res. 196/96 CNS.
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