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RESUMO

O virus respiratério sincicial (VRS) é a principal causa de doenca do trato
respiratério inferior em criangas no mundo todo, principalmente nas menores de
seis meses de idade e, compreender a resposta imune contra ele € essencial para
desenvolver estratégias de intervencdo. A lectina ligante de manose (LLM) do
presente no soro, relacionada a resposta imune inata, reconhece uma gama de
patdgenos, ativa o sistema complemento e tem um papel essencial na fase inicial
da infec¢do, contribuindo para o desenvolvimento de uma resposta adaptativa.
Neste estudo, 82 criangas <5 anos de idade com infec¢ao pelo VRS confirmada e
70 controles tiveram os niveis de LLM no soro medidos por um ensaio imuno
enzimatico indireto e também fendtipos das células mononucleares do sangue
periférico (CMSP) caracterizado por citometria de fluxo. As amostras foram
distribuidas em quatro grupos: soro/caso (81), soro/controle (40), CMSP/caso
(33), CMSP/controle (58). Trinta e oito casos eram <6 meses de idade sendo que
a maioria deles foi internada (33/38). As concentracdes de LLM em todas as
idades tiveram uma ampla distribuicdo, porém, uma grande porcentagem dos
casos, isto é, 67,9% (55/81) tiveram niveis de LLM <500 ng/mL
(baixo/intermediario), comparado com 40% (16/40) dos controles. Os nivels de
LLM dos casos e controles <1 més de idade ndo foram diferentes, mas para as
criangas >24 meses de idade, os niveis dos casos foram menores (p=0,034). A
porcentagem de células T CD4" dos casos >6 meses de idade foi menor
(p<0.001) do que a dos controles. Ainda, ndo houve diferenca entre casos e
controles para as células T CD8", com excessido da faixa de idade entre 6-12
meses em que 0s casos apresentaram uma menor freqiéncia (p=0,003). A
ativacdo de células T (CD3"HLA-II") foi significativamente maior nos casos do que
nos controles (p<0,001), em contraste com as células natural Kkiller que
geralmente estiveram diminuidas nos casos (p<0,001). Estes resultados sugerem
que a infeccdo aguda por VRS nessas criangas parece estar associada com
baixos nivels de LLM, porém nao interferindo na ativagéo de linfécitos.

Palavras chave:

virus respiratério sincicial
criangas

lectina ligante de manose

subpopulacodes de linfocitos



ABSTRACT

Respiratory syncytial virus (RSV) is a major cause of serious lower respiratory
tract disease among infants and young children worldwide, and understanding the
immune response to its infection is essential for intervention strategies. The
innate-response serum mannose-binding lectin (MBL), which recognizes a broad
range of pathogens and subsequently activates the complement system, has an
essential role in the early phase of infection contributing to the development of an
acquired immune response. In this study, 82 children <5 years old with confirmed
acute RSV infection and 70 controls had MBL levels measured by an indirect
ELISA and PBMC phenotypes characterized by flow cytometry. Samples were
distributed in four groups: serum/case (81), serum/control (40), PBMC/case (33),
PBMC/control (58). Thirty eight cases were <6 months old and most of them had
been interned (33/38). The MBL concentrations from all children presented a wide
range of values, however, the greater percentage of cases, i.e. 67.9% (55/81) had
<500 ng/mL (low/intermediate) MBL levels compared to 40% (16/40) for control
subjects. Case and control MBL levels from children <1 month old were not
statistically different, but were substantially lower in cases >24 months old
(p=0.034). The CD4" T cells percentage was lower (p<0.001) in children >6
months old compared to controls, while, the CD8" T cells percentage in cases and
controls was similar except for lower frequency in the 6—-12 months old cases
(p=0,003). T cell activation (CD3"HLA-II") was significantly higher in cases
compared to controls (p<0,001), in contrast to natural killer cells which were
generally decreased (p<0,001). These results suggest that acute RSV infection in
these children seems to be associated with low MBL levels, but not interfering in T
cell activation.

Key words:

respiratory syncytial virus
infants and young children
mannose-binding lectin

lymphocyte phenotypes



1. INTRODUCAO

Os virus sé&o os principais agentes causadores de doencgas respiratérias
agudas (DRA) em criangas menores de cinco anos de idade em todo o mundo,
sendo o virus respiratério sincicial (VRS) o principal agente responsavel pela
maioria dos casos graves em neonatos e lactentes, através do comprometimento
do trato respiratério inferior, caracterizado por bronquiolite e pneumonia

(FISCHER et al., 2002; QUEIROZ et al., 2002; CALEGARI et al., 2005).

O VRS, isolado pela primeira vez de uma crianga em 1956 (CHANOCK,
FINBERG, 1957) € um membro da familia Paramyxoviridae, género Pneumovirus
e possui genoma do tipo RNA de fita simples linear com polaridade negativa
(COLLINS et al., 1996). Estudos das caracteristicas antigénicas e genéticas do
VRS mostram que este pode ser dividido em dois subgrupos — A e B
(ANDERSON et al., 1985). O genoma é traduzido em 11 proteinas (F, G, SH, M,
M2, N, P, L, NS1, NS2, S), sendo que a F e a G sdo as mais imunogénicas
(PALOMO et al., 2000) apesar dessas proteinas de superficie diferirem entre as
cepas (SULLENDER, 2000). Em vista disso, h& sugestdo de que a gravidade da
doenca respiratdria esteja relacionada com o tipo de VRS causador da infecgao
(WALSH et al.,, 1997), sendo maior a gravidade quando o agente é o VRS do
subgrupo “A” (HOLBERG et al.,, 1991; STRALIOTTO et al.,, 1994). Porém, em
termos do trato respiratério superior, estudos sugerem que a gravidade relaciona-
se principalmente com a infec¢do pelo VRS do subgrupo “B”, sendo a otite média

aguda a principal manifestacao clinica (DENNY, 1995; HEIKKINEN et al., 1995).

A primeira infec¢ao geralmente ocorre em criangas menores de seis meses

de idade apesar da presenca de anticorpos maternos (QUEIROZ et al., 2002;



HACIMUSTAFAOGLU et al., 2004). Virtualmente, todas as criangcas séao
infectadas até os dois anos de idade, com reinfec¢cdes ocorrendo ao longo da
vida, sendo que essas infeccdes prévias pela mesma cepa ou por cepa diferente

nao protege contra reinfeccées (GLEZEN et al., 1986).

Uma vacina de VRS inativada por formalina testada em meados da década
de 1960 em criangas, ndo preveniu-as contra a infeccao pelo virus selvagem;
sendo, entretanto, associada com o desenvolvimento de doenga pulmonar
aumentada nas que adquiriram uma infec¢do natural no ano seguinte (KIM et al.,
1969). Estudos restrospectivos indicam que os vacinados produziram anticorpos
especificos contra o VRS, mas ndo protetores, sugerindo que a resposta por
anticorpos pode ter contribuido para a gravidade (MURPHY, WALSH, 1988). No
entanto, estudos sobre a resposta imune humoral contra as infec¢des por este
virus demonstraram que o nivel de protecao esta ligado ao titulo de anticorpos
especificos (PIEDRA et al,, 2003). Ainda, anticorpos maternos decrescem em
criangas até os seis meses de idade, enquanto que anticorpos especificos

parecem ser produzidos por volta do 32 més de idade (QUEIROZ et al., 2002).

Hoje, o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o VRS é dificuldado
por diversos fatores tais como: modelos animais que ndo sdo completamente
permissivos, a existéncia de dois grupos antigénicos, a idade da populagao alvo e
a presenca de anticorpos maternos agindo como potenciais inibidores (CROWE,
2001). Apesar dos obstaculos, diferentes candidatas a vacina foram testadas em
humanos, como a de proteinas purificadas do VRS, a de vetores expressando
subunidades de proteinas do virus, a de proteina de fusédo (F) para imunizacao
durante a gestacédo e a de virus “vivo” atenuado (POLACK, KARRON, 2004).

Contudo, somente versdes engenheirizada desta ultima foram testadas em
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neonatos e lactentes (ENGLUND, 2005). Apesar dos recentes avancos, nao
existe uma vacina suficientemente segura e eficaz disponivel, principalmente
devido ao conhecimento limitado sobre os mecanismos de imunidade e

patogénese associada a infeccao pelo VRS (GIRARD et al., 2005).

A imunizagao passiva com palivizumab (Synagis®, Medlmmune Inc., MD)
tém sido indicada em casos de criancas com alto risco de desenvolver
bronquiolite causada pelo VRS (MITCHELL et al, 2006). O palivizumab é um
anticorpo monoclonal humanizado dirigido contra a proteina F do virus, que é
responsavel pela fusdo e entrada do virus na célula alvo. Foi demonstrado que a
administracao do palivizumab em recém-nascidos pretermos (idade gestacional <
30 semanas) sem displasia broncopulmonar, reduziu significantemente a taxa de
internacdo dessas criangas por bronquiolite causada pelo VRS (GRIMALDI et al.,
2007). Ainda, o custo da profilaxia em criangas com alto risco de hospitalizacao
(pretermos, displasia broncopulmonar e doenga cardiaca congénita) mostrou-se

menor quando comparado com o nao profilatico (NUIJTEN et al., 2007).

A imunidade inata é
amplamente aceita como a (iif)

primeira linha de defesa (ii)

LLM

contra infeccbes e possui um

Figura 1. Representacdo esquematica das
subunidades, unidades estruturais e LLM. Fonte:
VAN DE WETERING et al., 2004

papel fundamental na inducéo
da resposta adaptativa. Sendo
assim, a familia das colectinas despertou grande interesse como moléculas inatas
de reconhecimento (EPSTEIN et al, 1996). A unidade funcional basica das
colectinas é o trimero formado por subunidades de aproximadamente 31 KDa

denominado “unidade estrutural”. Essa subunidade possui quatro dominios
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diferentes: dominio N-terminal rico em cisteina (i), dominio de colageno (ii),
pescoco em a-hélice (iii) e dominio de lectina do tipo C (iv), conhecido como

“‘dominio de reconhecimento de carboidrato” (Figura 1).

Um componente da familia das colectinas é a lectina ligante de manose
(LLM), composta de 3-6 unidades estruturais formando um “ramo de tulipas”,
secretada no sangue pelo figado, que se liga a arranjos de carboidrato na
superficie de patdégenos e ativa o sistema complemento (via da lectina)
(MATSUSHITA et al., 2000; VAN DE WETERING et al., 2004). Essa via ¢ ativada
sem o envolvimento do componente C1q do complemento (IKEDA et al., 1987),
com necessidade, entretanto, da participacdo do complexo C1r2s2 e das
proteases MASP-I e Il (THIEL et al, 1997). A especificidade da LLM é
considerada ampla por reconhecer D-manose, N-acetilglucosamina e L-fucose,
presentes na superficie de varios microrganismos, como virus, bactérias, fungos e
parasitos, mas esses carboidratos ndo sao encontrados na superficie das células
de mamiferos (EZEKOWITZ et al., 1981; LEE et al., 1991), o que faz com que a
LLM seja capaz de diferenciar o proprio (“self’) do n&o-préprio (“non-self’)

(FRASER et al., 1998).

A deficiéncia na producdo de LLM ressalta a importancia desta colectina,
uma vez que esta relacionada a varias doencas (BOUWMAN et al, 2006),
incluindo infeccdes respiratorias recorrentes na infancia (KOCH et al., 2001;
CEDZYNSKI et al, 2004). As principais causas dessa deficiéncia sao
polimorfismos no exon 1 e na regidao promotora, resultando na inibicdo da unido
das unidades estruturais (KAWASAKI, 1999) e gerando falha na fixagdo do
complexo C1r2s2 do complemento (SUPER et al., 1992; KURATA et al., 1993). A

deficiéncia é observada em pessoas de varios paises em diferentes niveis, com
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uma estimativa em torno de 5-10% da populacdo em geral (CASANOVA, ABEL,
2004). Contudo, o impacto dessa deficiéncia de LLM em termos de imunidade e

defesa ainda n&o foi suficientemente explorado.

Outro fator importante na imunidade inata e ligada a atividade das
colectinas € o sistema complemento. Este sistema €& ativado em infec¢des por
alguma das vias conhecidas, isto €, classica, da lectina e/ou alternativa,
resultando em varias funcdes efetoras que contribuem na resolu¢do da infecgéo
(BLUE et al., 2004). Uma de suas funcbes efetoras é a regulagdo da resposta
adaptativa, seja diretamente por seus fragmentos (MORGAN et al., 2005) ou
indiretamente por células natural killer (KOS, 1998) e células dendriticas

(CASTELLANO et al., 2004).

Enquanto a imunidade inata possui um importante papel para impedir um
virus de causar a doencga, a imunidade adaptativa é considerada essencial para
eliminar o agente viral do organismo. Por outro lado, alguns estudos em modelos
animais demonstraram que as células T especificas contra o virus respiratorio
sincicial podem desempenhar um papel na patogénese da doenca respiratéria

aguda por esse virus (OPENSHAW, TREGONING, 2005).

Apesar de a resposta do tipo Th1 ter sido associada a infeccao pelo VRS in
vivo e a resposta do tipo Th2 a imunizagao pela vacina desse virus inativada por
formalina (WARIS et al., 1996; WARIS et al., 1997), ambos os padrdes ja foram
observados em criangas resultando em patologia (BECKER, 2006). Sendo assim,
o balanco da expressdo de citocinas Th1/Th2 é um importante determinante
imunolégico na doenga pelo VRS (OPENSHAW, TREGONING, 2005). Foi referido

que o desequilibrio para células T CD4" Th2 esta associado a uma maior



gravidade (ALWAN et al., 1994), enquanto que células T CD8" e a producéo de
IFN- y pode prevenir a eosinofilia nos pulmbes causada por citocinas Th2

(HUSSELL et al., 1997).

Para melhor compreender aspectos da resposta imune a infeccdo contra
VRS, niveis de LLM e marcadores de superficie de células mononucleares de
sangue periférico (CMSP) foram estudados em amostras clinicas de criangas

menores de cinco anos de idade com infeccao pelo virus € em controles.



2. OBJETIVOS

Determinar o perfil de resposta de lectina ligante de manose (LLM) no soro
e fendtipos em subpopulacdes de linfécitos do sangue periférico de criangas
menores de cinco anos de idade, com infeccao pelo virus respiratério sincicial

confirmada e controles.

Investigar se ha relagdo entre os niveis de LLM e os fenotipos de linfécitos

nessas amostras.



3. MATERIAL E METODOS

3.1.Casos

Amostras de secrecado de nasofaringe e de sangue de criancas menores de
cinco anos de idade, atendidas no Hospital de Clinicas da Universidade Federal
de Uberlandia (HC/UFU), vem sendo coletadas desde o ano de 2000 para a
investigacao de virus respiratérios e aspectos da resposta imune contra o virus
respiratorio sincicial (VRS). Para a inclusdo nesse estudo, o paciente tinha que
apresentar quadro de infecgao respiratéria aguda, com duracdo maxima de cinco
dias, caracterizado por coriza, tosse, sibilos e/ou dificuldade respiratéria, com ou
sem febre. A coleta da secrecdao de nasofaringe foi realizada conforme descrito
por Queiréz et al. (2002), apés o consentimento expresso dos pais ou
responsaveis (Anexo A) e preenchimento de ficha clinica (Anexo B) pelo pediatra
responsavel pelo atendimento da crianga. Foram coletados volumes de até dois
mL de sangue venoso total, de até trés mL com anticoagulante e um mL de
secrecao de nasofaringe de cada crianga. Essa coleta recebeu parecer favoravel
do Comité de Etica em Pesquisa desta Universidade (CEP/UFU), protocolado sob
n°. 018/2000 (Anexos C, D e E). Dentre esses pacientes, selecionou-se para este
estudo 82 casos com infecgédo pelo VRS confirmada no periodo entre os anos de
2000 e 2004. O quadro clinico de infeccdo das vias aéreas superiores (IVAS) foi
caracterizado po otite meédia aguda (OMA) e gripe, enquanto que a infec¢do do
trato respiratério baixo foi caracterizado por bronquiolite, bronquite, pneumonia e

broncopneumonia. A co-infecgdo com outros virus nao foi investigada.
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3.2.Controles

Mediante autorizacdo dos pais ou responsaveis (Anexo F), os mesmos
volumes de sangue venoso previamente descritos foram obtidas de 70 criancas
menores de cinco anos de idade no HC/UFU (Laborat6rio de analises clinicas,
Pronto Socorro Pediatrico, Enfermaria Pediatrica, UT| Pediatrica e Bergario) por
puncdes venosas mediante recomendagdes médicas para outros exames, sendo
que em sua maioria, foram de pacientes acidentados, cardiopatas ou para
avaliacéo rotineira. Mais de 70% dessas amostras foram obtidas fora do periodo
de circulacdo do VRS. Para os controles menores de um més de idade, os
espécimes clinicos foram coletados de recém-nascidos de até dois dias de idade
no bergario. Nao foi investigado se houve infeccao inaparente nessas criancas. A
coleta desses controles recebeu parecer favoravel do CEP/UFU n® 260/04 registro

151/04 (Anexos G e H).

3.3.Processamento do material clinico

Os espécimes foram imediatamente transportados em gelo para o
Laboratério de Virologia, onde o aspirado de nasofaringe e o sangue venoso
foram processados no periodo maximo de 4 horas. Aliquotas da secregcdo foram
preparadas e estocadas conforme previamente descrito (QUEIROZ et al., 2002) e
armazenadas em freezer -20°C e -70°C ou em contéiner de nitrogénio liquido.
Uma das aliquotas foi utilizada para reagdes de imunofluorescéncia indireta
(Respiratory Panel 1 Viral Screening and Identification IFA, Chemicon
Internacional, CA, USA) com o objetivo de investigar sete virus respiratérios: VRS,
influenza A e B, parainfluenza 1, 2 e 3 e adenovirus, e a outra aliquota foi
subdividida para isolamento viral em cultura de células e para investigacado de

acido nucléico por técnicas moleculares. Nessas amostras ndo foram realizados
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testes que verificaram possiveis co-infeccbes. Em seguida, o sangue com
anticoagulante foi processado, para a separacao de células mononucleares do
sangue periférico (CMSP) pela sedimentacdo, utilizando meio separador de
linfécitos (Ficoll-Paque™ PLUS — Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala,
Suécia), conforme instrugbes do fabricante. As CMSP coletadas foram lavadas
com PBS 0,01M (pH 7,2), adicionadas a uma mistura de soro fetal bovino (SFB —
90%) (GIBCO Laboratories, Grand Island, NY) e DMSO (10%) (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA) e divididas em trés aliquotas de um mL. O sangue
venoso total foi centrifugado a 2.500 rpm por cinco minutos para separar as
células do soro, que foi dividido em cinco aliquotas. O armazenamento desses
espécimes foi feito em freezer =70°C ou em nitrogénio liquido (QUEIROZ et al.,

2002).

3.4. Pesquisa de lectina ligante de manose (LLM)

Oitenta e uma amostras de soro de  gpg|g |- Distribuicdo por grupo das 212

amostras coletadas de 152 criangas

criangas menores de cinco anos de menores de cinco anos de idade.

idade com infecgdo pelo VRS e 40 de Grupos  Amostra clinica N
1 Soro Caso 81
2 Soro Controle 40
3 CMSP Caso 33
4 CMSP Controle 58

controles (Tabela ) foram testadas

conforme instrugdes do fabricante do kit

“Human LLM (Lectin Assay) ELISA test kit”, produzido por “Hbt - HyCult
biotechnology b. v.” e gentilmente cedido pelo Dr. Ralph A. Tripp do “Center for
Disease Intervention, Department of Infectious Diseases, University of Georgia,
College of Veterinary Medicine, Athens, GA, USA”. Para analise estatistica
utilizou-se os programas Microplate Manager® 4.0, GraphPad Prism® 3.00 e
Microsoft® Excel 2003. Diferencas entre proporcdes foram avaliadas pelo teste

Mann-Whitney. Intervalos de 95% de confianga (IC 95%) foram calculados.
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Valores de “p” menores que 0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.

3.5. Caracterizacao fenotipica de células mononucleares do sangue

periférico (CMSP) por citometria de fluxo

CMSP de 33 casos e 58 controles (Tabela I) foram descongeladas e
lavadas duas vezes com tampao especifico para o teste (PBS 0,01 M — pH 7,4
livre de ions Ca™ e Mg**). Um mL de CMSP viaveis, em concentracdo de 0,5-1 x
10° células/mL (determinada pela exclusdo do corante azul de Trypan) foi
transferido para tubos proprios para aquisicido em citdmetro de fluxo do tipo
FACScan (Becton Dickinson Pharmingen Company San Jose, CA, USA). Aos
tubos foram adicionados soro normal de camundongo, para evitar ligacdes
inespecificas, e anticorpos monoclonais (MAbs) anti-humano de camundongo
dirigidos contra os marcadores protéicos expressos na superficie das CMSP:
CD3, CD4, CD8, CD20, CD56 e HLA classe Il (Becton Dickinson Pharmingen
Company, San Jose, CA) (Tabela Il), juntamente com um controle de isotipo
negativo (isotype control - Becton Dickinson / Pharmingen) marcados com
fluorocromos do tipo isoticianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), ou
“peridinin chlorophyll protein” (PE-Cy5), seguidos de incubagédo por 30 minutos,
em temperatura ambiente. Apdés a incubagcdo, as CMSP foram fixadas com
paraformaldeido 4% e coletadas em citbmetro e a analise foi feita em um
programa de computador denominado CellQUEST, da mesma companhia. Os
experimentos em citometria de fluxo foram realizados no Centro Regional de
Hemoterapia — USP, Ribeirdo Preto, SP. Os resultados foram agrupados de
acordo com a idade dos pacientes e a andlise estatistica foi feita conforme o item

anterior, com excessao do uso do programa Microplate Manager® 4.0.
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Tabela Il: Anticorpos monoclonais utilizados para definicio das sub-populacdes
linfocitarias.

MAbs Clone Fluorocromo(s)
CD3 UCHTA FITC/PE

CD4 RPA-T4 PE
CD8 HIT8a PE-Cy5
CDh20 2H7 PE
CD56 B159 PE-Cy5
HLA-II TG39 FITC

MAbs:anticorpos monoclonais.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas clinicas das criancas
Das 82 criangas com infeccdo pelo VRS que foram examinadas, os
diagnosticos mais freqlentemente relatados foram bronquiolite (28); bronquite
(11); pneumonia (9) e doencga do trato respiratorio superior (25). Mais de 45%
(38/82) dos casos eram menores de seis meses de idade, sendo que a maioria
deles foi internada (33/38) (Tabela lll). Ainda, na faixa estaria de 3-9 meses o
sexo masculino representou 72,7%.

Tabela Ill: Distribuicao dos casos e controles antendidos no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia entre 2000 e 2005.

ldade VRS Controles

(meses) N (M) int. ndoint. DTRI DTRS género (J/2) N (M) género (J/2)

<1 8(21*) 8 - 7 1 4/4 21 (1%) 12/9
1-3 17 (2) 15 2 14 2 8/9 5 (2) 3/2
3-6 13 (4) 10 3 10 2 9/4 7 (5) 2/5
6-9 9 (8) 3 6 6 3 7/2 4 (7) 3/1
9-12 5 (9) 3 2 3 2 1/4 5(11) 2/3
12-24 19 (14) 5 14 9 9 9/10 15 (16) 8/7
>24 11 (36) 1 10 5 6 5/6 13 (33) 4/9
Total 82 45 37 54 25 43/39 70 34/36

N: nUmero de amostras; MI: mediana da idade; *idade em dias; int.: internado; DTRI: doenga do trato
respiratorio inferior; DTRS: doenga do trato respiratério superior; (3/9): masculino/feminino.

4.2. Concentracao de lectina ligante de manose
As concentragcoes de LLM dos casos (grupo 1) e controles (grupo 2)
apresentaram valores amplamente distribuidos (Figura 2); contudo, como pode
ser observado na Tabela |V, a maioria dos casos (67,9% - 55/81) apresentou uma
concentragcdo menor que 500 ng/mL (baixa/intermediaria), enquanto que nos
controles foi detectada em 40%. Além disso, ainda na Tabela IV, comparando as
medianas das concentragdes de LLM entre os grupos 1 e 2, observa-se que 0s

casos apresentaram um valor inferior ao dos controles (p=0,018).
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LLM {ngfmL)

Tabela IV: Distribuigdo dos casos e controles de acordo com a concentragao de lectina
ligante de manose.

LLM VRS - grupo 1 Controle - grupo 2
- - valor de p
(ng/mL) N (%) mediana N (%) mediana
<50 8 (9,9%) 9,6 2 (5,0%) 241
50-499 47 (58,0%) 176,9 14 (35,0%) 232,0
=500 26 (32,1%) =>1.500* 24 (60,0%) 1.312,9
Total 81 (100,0%) 300,2 40 (100,0%) 817,5 0,018

*Valor da mediana acima de 1.500 ng/mL.

Extratificando por idade (Figura 2), observa-se que para 0s recém-
nascidos, a mediana de LLM dos casos foi semelhante a dos controles, enquanto

que a partir dos 24 meses, a mediana dos casos foi menor (p=0,034).

1
21500 Aa o VYN oo A4 A oo — oo aa ooo
nD
1250 @ . ‘ . a @
oo
10004 * s a —_—
A A o
750 " "
500 : @ : °
e Og . as —_— o N
a4 A o N o
250-] R g N . - 4 o : 8
A 'Yl N o aad A, ,4 a
0 o s o Ada 4,4 as 4 o aA
<1 1-3 3-6 6-9 9-12 12-24 >24

ldade (meses)

Figura 2: Medianas dos niveis de LLM no soro de casos e controles distribuidas por
idade. A: casos; o: controles; *: p=0.034.

Nao foi observada diferenca estatistica entre os niveis de LLM dos casos

internados e dos ndo internados.

4.3. Freqiiéncia de subpopulacoes de linfocitos
Na tentativa de investigar uma possivel relacao entre os niveis de LLM e de
células da resposta imune durante a infeccdo, subpopulagdes de linfocitos do
sangue periférico de pacientes com infecgdo pelo VRS (grupo 3) e controles
(grupo 4) foram caracterizadas. Observou-se que as células T CD4" eram mais
freqiéntes nos casos e nos controles menores de um més de idade, comparado
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com as criancas mais velhas (p<0,001) (Figura 3A), havendo um declino gradual
até os seis méses de idade. Aléem disso, uma diferengca significativa na
porcentagem dessas células foi detectada entre os casos e controles a partir de 6
meses de idade (p=0.01). De forma semelhante, a porcentagem de células T
CD8" foi menor nos casos de 6-12 meses de idade do que nos controles
(p=0,003), porem um aumento nesta freqiéncia foi observado nos casos acima de
um ano (p=0,018) (Figura 3B). E importante notar que as maiores diferencas entre

as porcentagens de linfécitos T dos casos e controles ocorreram na idade de 6-12

meses.
90T 90T
A - Rs B =Rs
80t 80+
704 E Controle 704 -E-Cﬂrltrme
607 F 60T
o] +
S 50 _g 50+
S 40t 5 40+
[=n =
E 28]
w 30+ = 30+
*
20+ 20+
10+ 10+
0 1 1 1 1 1 1 'l 0 . 1 Il 1 1 1 1 'l
<1 -3 36 69 912 1224 =24 <1 1-3 36 69 912 1224 =24
ldade (meses) ldade (meses)

Figura 3: Medianas das porcentagens de células T CD4" (3A) e T CD8" (3B) no sangue
periférico dos casos e controles distribuidas por idade.

Também, na tentativa de entender a diferenca observada entre os casos e
controles, a razdo CD4":CD8" foi calculada (Figura 4). Observou-se razdes
semelhantes nos casos e nos controles menores de um més de idade e entre 12-
24 meses, sendo que nessa Ultima faixa, a razdo foi a metade do valor da
primeira. No entanto, foi observado uma razao levemente maior nos casos de 3-9

meses de idade quando comparado com os controles (Figura 4). De forma
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interessante, ocorreu uma inversao nessa razao para as criangas mais velhas

(224 meses de idade).

3.5
3 J_,_ﬂd-h_ —a— VRS

25 kc%l\\.\\—‘\\l—__ — —=—Controle
2 "
15 ~

Razdo CD4+:CD8+

0.5

2

<1 1-3 36 6-9 9-12 12-24 =24
ldade (meses)

Figura 4: Comparacédo da razao CD4":CD8" entre casos e controles distribuida por
idade.

Devido as diferengas nas porcentagens de células T CD4" e T CD8"
entre os casos e controles, a freqiiéncia de células CD3"HLA-II" foi determinada
nas CMSP com o intuito de verificar a porcentagem de linfécitos T ativados
(Figura 5). Os resultados mostram que em todas as idades examinadas, a
porcentagem de células ativadas foi estatisticamente maior nos casos do que nos

controles (p<0,001).

“=-VRs
-~ Controle

*

<1 13 36 69 l9-12 12-24 =24
ldade (meses)

Figura 5: Medianas das porcentagens de linfécitos T ativados (CD3*HLA-1I") no
sangue periférico dos casos e controles distribuidas por idade
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Sendo as células natural killer (NK) importantes efetoras inatas anti-virais, a
porcentagem de células CD56" foi determinada nos dois grupos (Figura 6). Os
resultados mostram que a infecgdo pelo VRS foi associada com porcentagens
reduzidas de CD56" no sangue periférico dos casos em todas as idades,
comparados com os controles (p<0,001). As maiores diferencas nas porcentagens
de NK entre os dois grupos foram observadas nas idades de 1-3 e 6-9 meses,

quando nos controles houve uma elevacao na freqiéncia dessas células.

90+
80- -=-VRS
70+ ~—~Controle
g 60+
m
G 50..
=
'=§ 40+
@
L 304
20+
10+

S 942 1224 324
meses)

ﬂ_ —_—
<1 1- 36
|dade

—

Figura 6: Medianas das porcentagens de células natural killer no sangue periférico dos
casos e controles distribuidas por idade.

O exame de células B CD20*"HLA-II" das CMSP n&do mostrou diferenga

significativa entre os casos e os controles.
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5. DISCUSSAO

Para melhor compreender a resposta imune contra o VRS durante a
infeccdo aguda em criangas menores de cinco anos de idade, foram examinados
aspectos da resposta imune inata e adaptativa em amostras de soro e em células
mononucleares do sangue periférico (CMSP) desses pacientes e de controles.
Também houve um esforco para tentar relacionar os resultados de lectina ligante
de manose (LLM) com porcentagens de subpopulagdes de linfécitos. E importante
notar algumas limitacées do estudo: (i) o baixo numero de controles em idades
especificas; (ii) as amostras de CMSP das criangas com infec¢do e controles nao
puderam ser testadas na mesma época e; (iii) as amostras das criangcas com
infecgcdo foram coletadas no periodo de 1-5 dias dos sintomas. Apesar destas

limitacdes, varias observagdes importantes foram obtidas.

O fato de que mais da metade dos pacientes com infeccdo tinha menos
que seis meses de idade esta de acordo com relatos prévios (QUEIROZ et al.,
2002; MOURA et al., 2003), sugerindo que os neonatos sdo mais susceptiveis a
doenca grave pelo VRS. Ha sugestdo de que as criangas deficientes em LLM
seriam as mais afetadas pela infeccao, uma vez que aventou-se a possibilidade
de essa proteina desempenhar protecdo no periodo em que 0s anticorpos
maternos decrescem e frente a uma imunidade adaptativa ainda imatura (KOCH

et al., 2001).

Quanto aos niveis de LLM no soro, a observacao de que quase 70% dos
casos apresentaram baixos niveis (<500 ng/mL), comparado com os 40% nos
controles difere de um estudo da Africa, que relatou niveis semelhantes de LLM

entre as criangas com infeccdo pelo VRS e os controles (KRISTENSEN et al.,
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2004). Essa divergéncia pode ser explicada por diferentes fatores, incluindo
gravidade da doencga, possibilidade de co-infec¢ao, infeccao por diferentes cepas
do VRS, assim como a freqiéncia dos haplétipos de LLM, que varia entre as
populacées do mundo (CASANOVA, ABEL, 2004). No estudo africano, 89% dos
casos e 91% dos controles apresentaram genoétipos ligados a maior expressao de
LLM, enquanto que em um estudo em criangas saudaveis desenvolvido no Brasil,
60% delas apresentaram os mesmos tipos de genédtipos (CHAGAS et al., 2004).
Além disso, os sete hapl6tipos conhecidos do gene responsavel pela lectina
(MBL2) também foram encontrados nas criancas desse estudo no Brasil, um fato
que pode estar ligado a grande variagdo dos niveis de LLM nos casos e nos
controles, encontrados neste estudo de Uberlandia, MG. Apesar dessa variacao,
os fatos de (i) aproximadamente 70% das criangas com infeccdo pelo VRS
apresentarem LLM <500 ng/mL (baixa/intermediaria), (ii)) a mediana de LLM dos
casos em todas as faixas etarias também ser <500 ng/mL e, (iii) nos casos e
controles maiores que 24 meses ter-se observado diferenca entre as medianas de

LLM, podem indicar a importancia desta proteina na doenca pelo VRS.

Ja foi relatado que os niveis de LLM sé&o relativamente estaveis durante a
vida e que apresentam um modesto e lento aumento durante uma infeccao
(THIEL et al., 2006), no entanto, uma grande variacao nos niveis de LLM foi
observada durante a resposta aguda por sepse e choque séptico (DEAN et al.,
2005). Apesar dessa contradicao e das limitacGes inerentes a este estudo, os
resultados apontam para a sugestao de que um baixo nivel de LLM pode ser um
dos faores predisponentes para um individuo desenvolver doenca durante a
infeccdo pelo VRS. Contudo, ndo se sabe se baixos niveis dessa proteina tém

uma explicacdo genética ou se seria uma estratégia viral de evasdo do sistema
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imune. Porém, é sabido que a infeccdo pelo VRS em humanos modifica a
resposta imune celular (TRIPP et al., 2002; BECKER, 2006). O decréscimo
gradual de linfécitos T CD4" no sangue periférico até os seis meses de idade
também foi observado por Queirdz et al. (2002). Essa alteracao pode estar ligada
aos altos niveis de IFN-a na corrente sanguinea dos lactentes (CHIBA et al.,
1987) e/ou por causa de uma producdo reduzida de IL-12 por células T nos
neonatos e baixa ativagéo do fator nuclear-kappa B (NF-kB) (KILPINEN, HURME,
1998). Uma possivel explicacdo para a menor porcentagem de células T CD4*
nos casos a partir de seis meses de idade comparados com os controles € que a
producao de IFN-a por células mononucleares infectadas pelo VRS (PRESTON et
al., 1995) pode inibir a expansao dessas células. O aumento das células T CD8"
observado para os casos a partir dos 12 meses de idade pode ter sido causado
por infeccdo repetida associada ao desenvolvimento de memdria imunoldgica
(CHIBA et al., 1989). Isto contribuiria para uma resposta mais rapida contra a

infeccao.

Apesar dessas alteragdes nas células T CD4" e CD8", observou-se uma
freqUéncia significativamente maior de linfécitos T ativados [fen6tipo CD3*HLA-II*
(REA et al., 1999; IKINCIOGULLARI et al., 2004)] nas criangas com infecgéo pelo
VRS comparado com os controles. Este achado indica que baixos niveis de LLM

nao interferiram de forma significativa na ativagdo da resposta celular.

Um outro aspecto importante foi a baixa porcentagem de células natural
killer CD56" (NK) dos casos quando comparado com os controles, que também foi
observado por Tripp et al. (2002) para o subtipo CD16"CD56". Sendo as células
NK importantes efetoras da resposta imune inata, hipotetiza-se que parte delas

tenha sido recrutada para o pulmao para assistir a infeccao.
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Apesar de nao ter sido observado alteracdes significativas na freqiiéncia de
linfécitos B no sangue periférico comparando casos e controles, sabe-se que
estas células proliferam-se nos linfonodos durante as infeccbes, onde os

antigenos sao apresentados a elas (ABBAS et al., 2003).

Finalizando, entende-se que para melhor compreender a associagao entre
niveis de LLM e a resposta imune adaptativa, € necessario um maior nimero de
amostras de casos e controles, assim como estudos que caracterizem o gene
MBL2 e o relacione com o0s niveis dessa proteina tanto em casos como em
controles. Apesar das limitacoes, este estudo apresenta evidéncias do papel da

LLM na imunidade contra o VRS e na patogénese da infeccéo.

Este é o primeiro estudo que relaciona niveis de LLM com aspectos da
resposta imune celular contra o VRS e também € o primeiro do estado de Minas

Gerais neste assunto.
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. CONCLUSOES

e Durante a infecgao primaria pelo virus respiratério sincicial (VRS), criancas
menores de seis meses de idade desenvolvem quadros clinicos mais
graves do que as criancas mais velhas.

e Os baixos niveis de lectina ligante de manose (LLM) parecem estar
associados a uma maior predisposicdo a doenca pelo VRS em criangas
menores de cinco anos de idade.

e Os baixos niveis de LLM nao impedem que linfécitos T sejam ativados
durante a infecgdo pelo VRS nas criangcas menores de cinco anos de
idade.

e A freqiéncia de linfécitos T CD4" decresce gradualmente até os seis
meses de idade.

e A freqiiéncia de linfécitos T CD8" aumenta nas criangas com infecgédo pelo

VRS a partir dos 12 meses de idade.
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ANEXO A

Termo de consentimento livre e esclarecido

Pesquisa de virus respiratorios e caracterizacao molecular de amostras
do Virus Respiratorio Sincicial (VRS) em secre¢oes respiratorias

de criancasde 0-5 anos de idade de regioes do Triingulo Mineiro, MG

Local: Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia

Sr. Pais/Responsaveis,

Solicitamos sua autorizagdo para coleta de material — secre¢do das narinas e/ou
traqueobrénquica e sangue de seu filho para pesquisar o agente viral responsdvel pela doenca

respiratéria aguda que acomete criangas, principalmente na idade até os cinco anos.

A deteccdo do agente viral que estd causando a infec¢do em seu filho poderd auxiliar o
médico a tratd-lo e também fornecer informagdes cientificas a respeito da circulagdo dos principais

virus respiratorios em nossa regiao.

Se a coleta deste material for do seu consentimento, favor assinar este documento.

Uberlandia: /1

Nome do pai (mée) ou responsavel:

Assinatura:

Meédicos colaboradores/responsaveis:

Profs. Drs. Orlando César Mantese e Hélio Lopes da Silveira

Coordenadora do Projeto:

Profa. Dra. Divina Aparecida O. Queirdz
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ANEXO B

Ficha clinica - projeto virus respiratorios

Atendimento: /! Prontuario:

Nome:

Sexo: M () F()

Data do nascimento: [/
Duracgio da gestacdo: semanas (definir se é pré-termo ou nao)
Pais fumantes: sim ndo Pais atdpicos: sim  ndo

Presenca de doenga de base (descrever qual patologia presente)

Cardiopatia sim  ndo
Displasia broncopulmonar sim  ndo
Imunodeficiéncia sim nao
Outras (definir qual) sim niao

Descricdo sumdria do quadro clinico:

Febre (duragdo): Dor de gargantasim  ndo

Coriza (durag@o): Dor no corpo sim nio
Tosse (duragdo): Mal estar sim nao
Secre¢do e hiperemia ocular: Espirros sim  ndo
Outros:

Freqiiéncia respiratéria: irpm

Apnéia no P.S. ou durante internagdo (>20 seg c/ cianose ou bradicardia): sim
Chiado (sibilos): sim ndo

Murmurio vesicular:

Retragdes tordcicas (tiragens): sim  nao
Gasometria arterial sat. O2 em ar ambiente e com O2
PCO2/ pH

RX de térax  hiperinsuflacio sim  ndo

Consolidacido sim  ndo

Atelectasia sim ndo
Admissiao: /1 enfermaria UTI
Ventilagdo artificial: sim (ndmero de dias: ) niao
HD:

nao
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ANEXO C

I DE ETICA EM
, 0.° 2160 - Bloco J - Campus
CEP -38400-089 #(034) 239 4131 - 235-2078

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

PROJETO DE PESQUISA: “Caracterizagio molecular de amostras do Virus
Respiratério Sincicial Humano (VRSH) a avaliaciio da resposta imune em criancas de 0-
2 anos de idade de regies do Tridngulo Mineiro”,

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Divina * Q. Queiroz

INSTITUICAO: -UFU

MERITO:

De margo de 2000 a agosto de 2001 espécimes clinicos serfo 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, apos o consentimento expresso dos pais e responsaveis.

PARECER:

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

Uberlandia 14 de abril de 2000.

Prof. Humpérto Eustdquio Coelho
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ANEXO D

rsidade Federal de Uberlandia

" p anta nica - Uberlandia-MG -
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 respesta imune em criangas de —0-
2 anos de idade de regioes 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 E

Av. Jodo Naves de f\‘-nlf;i, n.° 2160 - Bloco J - ésixﬁpu,ﬁ 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 ¢
APROVOU sem restrigio de ordem ética, o projeto de pesquisa “Detecgdo de virus respiratorios
por reagdo de polimerizagio em cadeia (PCR) em secregdes de nasofaringe de criangas de 0-5
anos de idade, residentes no Tridngulo Mineiro™, cuja vigéneia sera de julho de 2003 a junho de
2005. protocolado sob o nimero 018/2000 do qual V.Sa. figura como pesquisador responsavel.

Em adendo, informamos que o prazo para entrega de relatério final € de 120 dias apés o
término da execugdo prevista no cronograma do projeto, conforme norma da Res. 196/96/CNS.

/ tef. Dr. ]\?’guel Tanus Jorge
oordenador do CEP/UFU

IX.2 - Ao pesquisador cabe:

a) apresentar o protocolo, devidamente instruido ao CEP, aguardando o pronunciamento 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 momen(o;

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:

1) encaminhar os resultados para publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisaderes associados e ao pessoal
técnico participante do projeto;

g) justificar, perante o CEP, interrupgdo do projeto ou a ndo publicagdo dos resultados.

Responsabilidades do Pesquisador:

a) Reafirma-se a responsabilidade indelegdvel 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.

i - RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR

i1 - Reafirma-se a responsabilidade indeleg&vel e intransferlvel do pesquisador nos termos da Resolugdo
196/36. Da mesma forma reafirmam-se todas as responsabilidades previstas na referida Resolugéo, em particular a
garantia de condigbes para o atendimento dos sujeitos da pesquisa.

lI.2 - O pesquisador responsédvel deverd:

a - Apresentar ao Comité de Etica em Pesquisa - CEP - o projeto de pesquisa completo, nos termos da
Resolugdo, 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 témmino da pesquisa.

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

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

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

f - Colocar 4 disposigdo, do CEP, da CONEP e da SVS/MS toda informagdo devidamente requerida.

g - Proceder & andlise 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, relatdrio
semestral e relatério final.

i - 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 pessoa nao seja sujeito de pesquisa em novo projeto antes de decorrido um ano de
sua participagao em pesquisa anterior, a menos que possa haver beneficio direto ao sujeito da pesquisa.

38



ANEXO F

Termo de consentimento livre e esclarecido

Pesquisa de marcadores imunolégicos em amostras de sangue de criancas de 0-5 anos de idade de
regioes do Triangulo Mineiro, MG

Local: Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia

Sr. Pais/Responsaveis,

O virus respiratério sincicial é considerado o mais importante agente causador de doenga
respiratdria grave em criangas, principalmente nas menores de um ano de idade. Por essa razdo, o
Laboratério de Virologia da UFU vem desenvolvendo pesquisa nesse assunto, tentando contribuir

para o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra esse virus.

Diante do exposto, a continuidade do estudo depende de amostras de sangue de aproximadamente
60 criangas, isentas de processos inflamatérios e infecciosos, que possam ser utilizadas como
controle dos casos clinicos, admitidas ou atendidas no Hospital de Clinicas (Pronto Socorro,
Enfermaria, UTI e Bercério). Cada amostra serd constituida de uma aliquota de 5 mL da amostra de

sangue a ser obtida por recomendagdo médica para exames de rotina.

Se a obtencdo desta aliquota for do seu consentimento, por gentileza queira assinar este

documento.

Uberlandia: /1

Nome do pai (mae) ou responsavel:

Assinatura:

Meédicos colaboradores/responsaveis:

Profs. Drs. Orlando César Mantese e Hélio Lopes da Silveira

Coordenadora do Projeto:

Profa. Dra. Divina Aparecida O. Queirdz
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ANEXO G

Uj Universidade Federal de Uberlandia

Pr6-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacgao
~ COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Jodo Naves de Avila, n® 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (034) 239-4131
PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA N° 260/04
Registro CEP: 151/04

Projeto Pesquisa: “Quantificagdio de lecitina ligante de monose em amostras de soro obtidas
de criangcas menores de 5 anos de idade com e sem infecgdo pelo virus respiratorio
sincicial”.

Pesquisador Responsavel: Orlando César Mantese
De acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela
aprovagao, do projeto de pesquisa proposto.

Situagdo: Projeto aprovado.

Uberlandia, 05 de novembro de 2004.

. /AlcAno Eduardo Bonella
do CEP/UFU

Prof.
Coordenad:

Orientagtes ao pesquisador:

(Para parecer Aprovado ou Aprovado com Recomendagdes)

* O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer fase
da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - Item IV.1.f) ¢
deve receber uma codpia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado
(Item IV.2.d).

= O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado ¢ descontinuar o estudo
somente apés andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item II1.3.z),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano nfio previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que
requeiram agéo imediata.

= O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo
{Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
adverso grave ocorndo (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagio ac CEP e & Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

* Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo 1
ou II apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envid-las também a
mesma, junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial ( Res. 251/97,
item JI.2.€). O prazo para entrega de relatério é de 120 dias apos o término da execugfio prevista no
cronograma do projeto, conforme norma da Res. 196/96 CNS.
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ANEXOH

UJ Universidade Federal de Uberlandia

Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Jodo Naves de Avila, n® 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG -
CEP 38400-089 - FONE/FAX (034) 239-4131
PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA N° 262/04

Registro CEP: 150/04

Projeto Pesquisa: “Caracterizagdo fenotipica de células mononucleados de sangue periférico
obtidas de criangas menores de 5 anos de idade com e sem infecgdo pelo virus respiratorio
sincicial "

Pesquisador Responsavel: Orlando César Mantese
De acordo com as atribui¢des definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela
aprovagio, do projeto de pesquisa proposto.

Situagdo: Projeto aprovado.

Uberlandia, 05 de novembro de 2004.

Prof. Dr/Alcifio Eduardo Bonella
Coord or do CEP/UFU

Orientagdes ao pesquisador:

(Para parecer Apravado ou Aprovado com Recomendagdes)

» O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar cu de retirar seu consentimento em qualquer fase
da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - Ttem IV.1.f) e
deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido, na integra, por ele assinado
(Item [V.2.d).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo
somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item III.3.z),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano nfo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que
requeiram agdo imediata.

« O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo
(Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador asscgurar medidas imediatas adequadas frente a evento
adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo 1
ou II apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a
mesma, junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial ( Res. 251/97,
item MI.2.€). O prazo para entrega de relatério ¢ de 120 dias apds o término da execuglio prevista no
cronograma do projeto, conforme norma da Res. 196/96 CNS.
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