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A mente que se abre a uma nova idéia jamais
voltara ao seu tamanho original."

Albert Einstein
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RESUMO
O virus respiratorio sincicial (VRS) é referido como o principal agente responsavel por

doenca respiratoria aguda (DRA) em recém-nascidos e lactentes, causando principalmente
bronquiolite e pneumonia. Desde a década de 1960, aspectos da resposta imune contra esse
virus vém sendo intensamente estudados, entretanto, caracteristicas que podem levar a
protecdo contra a infeccdo ou agravamento do quadro clinico ainda permanecem
desconhecidas. O presente trabalho teve como objetivo investigar, tanto a ocorréncia e 0s
niveis, quanto a avidez dos anticorpos IgG total e subclasses 1gG1 e IgG3 especificos ao
VRS, por ensaios imunoenzimaticos do tipo ELISA indireta e ELISA avidez, em amostras de
soro de criancas <5 anos de idade com DRA causada pelo VRS (casos) e sem DRA
(controles). Uma possivel associacdo entre avidez e gravidade da doenca também foi
estudada. A ocorréncia e 0s niveis dos anticorpos especificos ao VRS foram idade
dependentes, corroborando com observacdes anteriores de que criancas <3 meses de idade
possuem alta prevaléncia e altos niveis de anticorpos maternos e que >2 anos apresentam
aumentada resposta de anticorpos contra reinfecgdes. Os resultados da anélise de avidez de
IgG total e IgG1l anti-VRS demonstraram que as criangas <3 meses de idade com DRA
apresentavam anticorpos de menor avidez quando comparados com as da mesma faixa etaria
sem DRA. Enquanto que, criangas >2 anos com doenca do trato respiratério inferior (DTRI)
apresentaram IgG total anti-VRS de menor avidez que aquelas com doenga do trato
respiratdrio superior (DTRS) - que apresentaram anticorpos de alta avidez. Esses resultados
sugerem que anticorpos 1gG anti-VRS de alta avidez podem estar relacionados a protecdo
contra doenca pelo VRS em criangas <3 meses e dessa forma, crian¢as com IgG materno anti-
VRS de alta avidez podem apresentar menor probabilidade de desenvolver doenca. Sugerem
também que criangas >2 anos de idade com IgG anti-VRS de baixa avidez tenderiam a

desenvolver doenca respiratdria mais grave.

Palavras chave:

virus respiratorio sincicial
criangas <5 anos de idade

doenca respiratoria aguda
anticorpos IgG total, IgG1 e 19gG3

ensaio de avidez



ABSTRACT
Respiratory syncytial virus (RSV) is well recognized as the most important pathogen

accounting for acute respiratory disease (ARD) in infants and young children, mainly
bronchiolitis and pneumonia. Since the 1960s, aspects of the immune response to RSV have
been intensively studied, however, some characteristics that may lead a protection against the
infection or severity of the illness are still unknown. This study aimed to investigate the
occurrence, levels and avidity of total 19G, 1gG1 and 1gG3 specific to RSV by indirect
enzyme linked immuno sorbent assay (ELISA) and avidity ELISA in serum samples from
children < 5 years old with RSV-ARD (cases) and without ARD (controls). Also a possible
association between the antibody avidity and severity of the disease was examined. The
occurrence and levels of RSV-IgG were age dependent, corroborating to previous observation
that infants <3 months old show high prevalence and levels of maternal antibodies and the
responsiveness capacity of children >2 years old to reinfections. The results of RSV-specific
total IgG and IgG1l avidity demonstrated that cases <3 months old show low avidity
antibodies when compared with age-matched controls. While children >2 years old with lower
tract respiratory illness (LTRI) showed lower RSV-specific total 1gG avidity than those with
upper tract respiratory illness (UTRI). These results suggest that the high avidity of RSV-
specific 1IgG may be related to protection against RSV disease in children <3 months old and
thus, children with high avidity maternal RSV-specific IgG may have a lower probability of
developing disease. They also suggest that children >2 years old with low avidity RSV-

specific 1gG showed tendency to develop severe RSV-illness.

KEYWORDS:

respiratory syncytial virus

young children

acute respiratory disease

total 1gG, 1gG1 and 1gG3 antibodies
avidity assay



1. INTRODUCAO
As doencas do trato respiratorio inferior (DTRI) constituem importante causa de

morbidade e mortalidade em criangas menores de cinco anos de idade, sendo o virus
respiratorio sincicial (VRS) considerado o principal agente envolvido nesses quadros clinicos
(FLEMING et al., 2005; FLEMING et al., 2007). Anualmente, surtos epidémicos de
bronquiolite e pneumonia causados por esse virus sdo registrados em todo o mundo,
acometendo principalmente neonatos e criancas de tenra idade (COSTA et al., 2006;
BERGER et al., 2009; DI CARLO et al., 2009).

Praticamente todas as criangas tém a primeira infeccdo pelo VRS nos primeiros dois
anos de vida (GLEZEN e DENNY, 1973), sendo o pico de incidéncia entre os menores de
seis meses (NOKES et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2008) que podem desenvolver doenca
grave e necessitar de hospitalizacdo (GLEZEN et al., 1986). Além desses casos, criangas com
doenca cardiaca congénita, doencas pulmonares crénicas, imunocomprometidas e prematuras,
também sdo tidas como grupo de risco (WELLIVER, 2003; BERGER et al., 2009; DI
CARLO et al., 2009).

O VRS, denominado inicialmente de agente da coriza do chimpanzé (ACC), foi isolado
pela primeira vez no ano de 1956, de um chimpanzé que apresentava sintomas de doenca
respiratdria aguda (BLOUNT et al., 1956). No ano seguinte, Chanock et al. (1957) isolaram
um agente semelhante de criangas com DTRI, sendo entdo denominado VRS devido sua
afinidade pelo trato respiratorio e capacidade de formar sincicios em culturas celulares.

O virus pertence a familia Paramyxoviridae, género Pneumovirus, possui envelope
derivado da membrana plasmatica da célula hospedeira e genoma do tipo RNA de fita simples
linear, de polaridade negativa, contendo 10 genes (COLLINS et al., 2007; MELERO, 2007).
Esses genes sdo transcritos sequiencialmente em distintos RNAs mensageiro e,

subsequentemente, traduzidos em 11 proteinas, sendo quatro proteinas do nucleocapsideo (N,
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P, L, M2-1); trés glicoproteinas do envelope (G, F, SH); duas proteinas ndo-estruturais (NS1 e
NS2); uma de matriz (M) e um fator regulatério de RNA (M2-2) (MELERO, 2007).

Utilizando-se anticorpos monoclonais (MAbs) ou técnicas moleculares como a reagdo
em cadeia pela polimerase precedida de transcricdo reversa (RT-PCR), os isolados do VRS
podem ser divididos em dois grupos antigénicos, A e B, que por sua vez se subdividem em
outros diferentes gendtipos (ANDERSON et al., 1985; PERET et al., 2000; ARBIZA et al.,
2005). Alguns trabalhos especulam a correlacdo entre o grupo e/ou genotipo infectante do
virus com a gravidade da doenca (PAPADOPQULOS et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2008),
porém os dados encontrados ainda sao insuficientes para uma conclusao.

Surtos epidémicos geralmente ocorrem anualmente em intervalos regulares, embora
picos difiram nas diversas partes do mundo (COSTA et al., 2006; BERGER et al., 2009; DI
CARLO et al., 2009). Esses surtos sdo causados por diferentes genétipos do virus que
conseguem co-circular em uma mesma regido, com predominancia de um grupo a cada
epidemia (ARBIZA et al., 2005). Essa alternancia anual entre os diferentes grupos e cepas do
VRS ¢ considerada uma consequéncia da pressao seletiva da resposta imune desenvolvida
pela populagdo em um surto prévio, sendo que a falta de imunidade contra uma nova cepa,
pode contribuir na transmissdo mais eficiente do mesmo e gravidade da doenga respiratoria
(CANE e PRINGLE, 1995; PERET et al., 2000).

A resposta imunoldgica desenvolvida contra 0 VRS ha muito vém sendo investigada
(HENDERSON et al., 1979; FERNALD et al., 1983; MEURMAN et al., 1984). Sabe-se que a
resposta imune humoral contra esse virus, detectada através de anticorpos presentes no soro e
mucosas, possui um importante papel protetor e que seu desenvolvimento € dependente da
idade (OPENSHAW, 2002; PIEDRA et al., 2003). Tipicamente sdo produzidos anticorpos
IgM, IgA (sérica e de mucosa), IgE e 1gG (WELLIVER, 2008). Embora a infec¢do por VRS

induza a producédo de anticorpos contra uma grande variedade de proteinas virais, apenas
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aqueles especificos as proteinas F e G do envelope viral apresentam capacidade neutralizante
e por isso conferem maior protecdo contra doenca grave (TAYLOR, 2007).

A producdo de anticorpos contra uma infeccdo priméaria em criancas nos primeiros
meses de vida é relativamente menor, quando comparada com a desenvolvida por criancas
maiores de seis meses (WELLIVER, 2008). Baixos niveis de IgM anti-VRS sao detectados
nessas criangas, e usualmente persistem por cerca de 1 a 3 meses ap6s a infeccdo (OGRA,
2004). Ja a producao de IgA sérica, segundo esses mesmos autores, ocorre varios dias apds o
inicio da infeccdo, enquanto que nas mucosas tem um pico de producéo entre o 8° e 13° dia.
Alguns estudos tém demonstrado que a producéo de IgE anti-VRS esta ligada, pelo menos em
parte, a patogenicidade da infeccédo, principalmente em criangcas com predisposicédo a alergias
(GRAHAM et al., 2000; WELLIVER, 2008).

Anticorpos 1gG anti-VRS podem ser detectados na maioria dos pacientes,
principalmente os das subclasses 1gG1 e 1IgG3 (WELLIVER et al., 1980; HORNSLETH et al.,
1985; QUEIROZ et al., 2002). Até por volta dos 6 meses de idade, as criangas apresentam
anticorpos maternos anti-VRS (QUEIROZ et al., 2002) e que segundo Wong e Ogra (1986)
sdo transferidos principalmente via placenta. Tem sido sugerido que a producdo ativa de
anticorpos especificos em resposta a infeccdo primaria estd inversamente relacionada com o
titulo de anticorpos neutralizantes, de origem materna (SHINOFF et al., 2008). Por outro lado,
altos niveis de anticorpos 1gG maternos com capacidade neutralizante desempenham um
papel fundamental no padrdo sazonal do VRS e podem proteger contra hospitalizaces
(STENSBALLE et al., 2009a; STENSBALLE et al., 2009b). Em casos de reinfec¢fes, um
efeito re-estimulatorio € notado pela producdo de altos niveis de IgG detectaveis nos
primeiros 5 a 7 dias ap0s o aparecimento dos sintomas (WELLIVER et al., 1980). Apesar de
todos 0s avangos em termos da resposta imune, até 0 momento ndo existe vacina eficaz

disponivel contra esses virus (CROWE, 2001; KARRON et al., 2005).



A primeira tentativa de imunizacdo contra o VRS foi realizada na década de 1960,
utilizando-se uma vacina constituida de particulas virais inativadas por formalina e
denominada classicamente de FIRSV (CHIN et al., 1969; KAPIKIAN et al., 1969; KIM et al.,
1969). Contudo, cerca de 80% das criangas vacinadas, ao contrairem infeccdo pelo virus
selvagem no surto seguinte, desenvolveram um quadro de exacerbacdo da doenca respiratdria,
caracterizada por broncoconstricdo e pneumonia grave. Também foram registrados dois casos
de oObito atribuidos a essa infeccdo (KIM et al., 1969). Estudos subsequientes caracterizaram o
fenotipo imune desencadeado pela FIRSV demonstrando que, apesar de imunogénica, a
vacina induziu a producdo de anticorpos sem capacidade neutralizante, os quais formavam
imunocomplexos que acabaram depositados nos tecidos afetados (BUENO et al., 2008).

Durante décadas, a principal teoria aceita atribuia a falha da FIRSV a quebra de
epitopos antigénicos chave durante o processo de inativacdo da vacina, 0s quais seriam
imprescindiveis a inducdo de uma resposta imune efetiva (PRINCE et al., 1986; MURPHY e
WALSH, 1988; MOGHADDAM et al., 2006). Entretanto, Delgado et al. (2009) recentemente
demonstraram que a falha no processo de maturacdo por afinidade de anticorpos, devido a
baixa estimulacdo de receptores Toll-like (TLRs), desencadeou a exacerbacdo da doenca
respiratdria, sugerindo que a maturacdo da resposta imune seria essencial para protecdo contra
0 VRS. No mesmo estudo, também foi estabelecida a correlagdo entre avidez de anticorpos e
capacidade neutralizante, sendo que anticorpos de alta avidez apresentariam maior capacidade
protetora contra a infeccdo pelo VRS.

Segundo Meurman et al. (1992), durante uma infec¢do aguda, a maturacdo da resposta
imune € caracterizada por alteragdes quantitativas e qualitativas nos anticorpos especificos,
que incluem mudancas na distribuicdo das classes de imunoglobulinas bem como o aumento
da afinidade ou avidez entre antigeno e anticorpo. Durante as infec¢des primarias, o estimulo

antigénico induz inicialmente a producdo de anticorpos especificos de baixa avidez (ABBAS,



2007). No caso de infec¢des secundarias ou reinfecgdes, ocorre producéo rapida de anticorpos
especificos de alta avidez e em titulos elevados (ABBAS, 2007).

Os primeiros protocolos para avaliacdo da avidez de 1gG baseavam-se em técnicas de
competicdo por afinidade (UNDERWOOD, 1988) ou em analises matematicas de curvas de
titulacdo resultantes de ensaios imunoenzimaticos (LEHTONEN e VILJANEN, 1982).
Atualmente, técnicas simples de ELISA sdo empregadas para avaliar a avidez de anticorpos
especificos, incluindo-se agentes desnaturantes nos tampdes de lavagem, os quais dissociam
as ligacbes antigeno-anticorpo de baixa avidez. Estas técnicas auxiliam no diagnostico
laboratorial de infeccdes agudas causadas por diferentes agentes, como os rotavirus, o virus da
rubéola e o Toxoplasma gondii (INOUYE et al.,, 1984, ENDERS e KNOTEK, 1989;
TANYUKSEL et al., 2004). Também sdo utilizadas na distincdo entre infeccdes primarias
recentes, de reinfeccBes ou de reativacio (DE SOUZA et al., 2004; BELA et al., 2008;
MANHANI et al., 2009) assim como na avaliacdo da eficacia vacinal (PAUNIO et al., 2000;
PANNUTI et al., 2004).

Dessa forma, entende-se que o0 estudo da avidez de anticorpos IgG anit-VRS em
criangas com doenca respiratéria aguda (DRA) causada pelo VRS, pode contribuir para a
caracterizacdo da resposta imune humoral a esse virus. Assim, investigou-se a ocorréncia e 0
nivel de anticorpos 1gG total e subclasses IgG1 e IgG3 anti-VRS, bem como sua avidez em

amostras séricas de criancas <5 anos com DRA e em controles.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

o Investigar a presenca e a avidez de anticorpos 1gG anti-VRS em amostras de soro de

criangas <5 anos de idade, com DRA e controles.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Investigar a ocorréncia e os niveis de anticorpos IgG total, IgG1 e 1gG3 anti-VRS por
ensaio imunoenzimatico do tipo ELISA indireta, em amostras séricas de criangas <5 anos de
idade com DRA e controles;

o Determinar a avidez dos anticorpos 1gG anti-VRS presente nessas amostras, por meio
de ensaio imunoenzimatico do tipo ELISA avidez;

o Investigar uma possivel associacdo da avidez dos anticorpos 1gG anti-VRS com a

gravidade dos casos.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Pacientes e amostras clinicas
No ano 2000, iniciou-se a coleta paralela de amostras de sangue total e de aspirado de

nasofaringe (ANF) de criangas atendidas no Hospital de Clinicas de Uberlandia (HCU), para
investigacdo da presenca de virus respiratorios e aspectos da resposta imune contra o VRS.
ApOs 0 consentimento expresso dos pais ou responsavel (ANEXO A) e preenchimento de
ficha clinica pelo pediatra (ANEXO B), foi realizada a coleta de aproximadamente 2ml de
sangue total e 1ml de ANF, como descrito previamente por Oliveira et al. (2008), e
imediatamente transportados em gelo para o Laboratério de Virologia da UFU, onde foram
processados.

O processamento e armazenamento dessas amostras foram realizados conforme Queirdz
et al. (2002), no periodo maximo de quatro horas apos a coleta. Uma das aliquotas de ANF foi
destinada a realizagdo do teste de imunofluorescéncia indireta (IFI - Respiratory Panel | Viral
Screening and Identification Kit, Millipore, Bradford, MA, USA) para investigacdo de sete
virus respiratérios: VRS, influenzavirus A e B (FLU A e B), parainfluenzavirus 1, 2 e 3 (PIV
1, 2 e 3) e adenovirus (AdV).

Apbs a coagulacdo do sangue total, o mesmo foi centrifugado a 2.500 x g por 5 minutos
a 25°C, para separacao das células sanguineas do soro. As amostras de soro foram entdo
aliquotadas e armazenadas em freezer -20°C e -70°C até serem utilizadas nos ensaios
imunoenzimaticos.

No presente estudo foram incluidas 104 amostras de soro de pacientes com DRA
causada pelo VRS (casos). A utilizaco dessas amostras foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Pro-Reitoria de Pesquisa e P0s-Graduacgdo da Universidade Federal de Uberlandia

(CEP/UFU), atendendo a resolucéo n°® 196/1996/CNS (ANEXO C).



Esses pacientes possuiam idade igual ou inferior a cinco anos e quadro clinico de DRA
com evolucdo maxima de cinco dias, caracterizada por coriza, tosse, sibilos e/ou dificuldade
respiratoria, com ou sem febre. Os diagnosticos clinicos foram classificados em: i) doenca do
trato respiratorio superior (DTRS), quando as criancas apresentaram otite média aguda, rinite,
sinusite, resfriado e gripe; ii) doenca do trato respiratorio inferior (DTRI), nos casos de
bronquiolite, bronquite, pneumonia e broncopneumonia.

3.2 Controles

Foram também incluidas no estudo, 66 amostras de soro de criangas sem sinais clinicos
de doenca respiratoria aparente, utilizadas como grupo controle. A coleta desses espécimes
recebeu parecer favoravel do CEP/UFU atendendo a resolucdo n® 196/1996/CNS (ANEXOS
D e E). Apos autorizacao dos pais ou responsavel, uma aliquota de até 2ml de sangue total foi
adquirida de coleta para outros exames e encaminhada ao Laboratorio de Virologia. As
amostras eram provenientes de recém-nascidos (de até dois dias), pacientes acidentados,
cardiopatas, ou que foram submetidos a avaliacdo de rotina. Ndo foi investigada infeccdo
inaparente nessas criancas, porém mais de 70% das amostras foram coletadas fora do periodo
de circulacdo do VRS.

3.3 Preparacdao e titulacdo do antigeno viral

Amostras-padrdo do VRS subgrupo A (cepa Long — clone VR 26, ATCC, Manassas,
VA, USA) e B (cepa CH18537 — clone VR 1580, ATCC) foram cultivadas em linhagem
celular HEp-2 (células de carcinoma de laringe humano — clone CCL 23, ATCC) com o
objetivo de serem utilizadas como antigeno viral nas reacdes de deteccdo de anticorpos
especificos contra 0 VRS. Resumidamente, as cepas virais foram inoculadas separadamente
em monocamadas celulares e mantidas em meio de cultura DMEM (Gibco, Paisley, UK)
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB - Gibco), 1% de L-glutamina (Gibco), 1%
de penicilina/estreptomicina (Gibco) e 0,1% de anfotericina B (Eurofarma, Sdo Paulo, SP,
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BR). Apos a deteccdo de efeito citopatico (ECP) inicial - cerca de 15% da monocamada, 0
meio de cultivo celular foi substituido por outro livre de SFB, seguida de nova incubacéo por
2-3 dias. Ao visualizar ECP avancado (75%), as células infectadas foram coletadas, com o
auxilio de um cell scraper, e submetidas rapidamente a trés ciclos de
congelamento/descongelamento em nitrogénio liquido (N2.) e banho-maria a 37°C,
respectivamente. Posteriormente, a solucdo foi centrifugada a 3.800 x g por 10 min a 4°C,
coletado o sobrenadante, aliquotado e estocado em freezer -70°C.

Paralelamente, foram cultivadas e processadas, sob as mesmas condic¢des anteriormente
descritas, culturas de células HEp-2 ndo infectadas, para serem utilizadas como antigeno
controle das reacdes imunoenzimaticas.

A titulacdo viral foi realizada conforme descrito por Trépanier et al. (1980). Aliguotas
das cepas-padrao foram inoculadas, separadamente e em duplicata, em diluicdes seriadas de
base dez (1:10° a 1:10'), em monocamadas de células HEp-2 cultivadas com meio DMEM
(Gibco) acrescido de 5% SFB (Gibco), 1% de L-glutamina (Gibco), 1% de
penicilina/estreptomicina (Gibco), 0,1% de anfotericina B (Eurofarma) e 1% de metilcelulose
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Apdés 6-7 dias de incubacdo em estufa de CO; as
culturas celulares foram fixadas com formaldeido 5% e coradas com cristal violeta 0,25%.
Posteriormente, em aumento de 40X, foram contadas as regides de crescimento viral e o titulo
expresso em unidades formadoras de placa por ml (UFP/ml). Foi entdo preparada uma
solucdo antigénica contendo proporcdes iguais das duas cepas-padrdo do VRS (10° UFP/ml) e
utilizada como antigeno viral nos ensaios imunoenzimaticos.

3.4 Deteccao e avidez de anticorpos IgG anti-VRS

Cento e setenta amostras séricas (104 casos e 66 controles) foram submetidas a reagoes

imunoenzimaticas do tipo ELISA indireta e ELISA avidez com o objetivo de detectar e

mensurar a avidez de anticorpos IgG total, IgG1l e 1gG3 anti-VRS. As reacfes foram
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realizadas conforme descrito previamente por Queir6z, et al. (2002), com pequenas
modificacdes.
3.4.1 ELISA indireta e ELISA avidez para IgG total anti-VRS

Placas de microtitulacdo de alta afinidade (Corning Incorporated Costar, Nova York,
NY, USA) foram sensibilizadas com 50ul/poco do antigeno viral ou antigeno controle
diluidos 1/20 em salina tamponada com fosfatos 0,01M (PBS, pH 7,2) e incubadas por 18
horas a temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes em PBS
contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T). Em seguida, adicionou-se 50ul/poc¢o dos soros teste,
em duplicata, na diluicdo de 1/100 em PBS-T acrescido de 5% leite em p6 Molico® (PBS-T-
M), e foram incubados por duas horas a 37°C. A seguir, as placas foram novamente lavadas
seis vezes com PBS-T. Posteriormente, foi adicionado o conjugado anti-lgG humana-
peroxidase (Sigma Chemical Co.) na diluicdo de 1/2000 em PBS-T-M, e a placa foi
novamente incubada por uma hora a 37°C. Apds nova lavagem, foram adicionados 50ul/pogo
de substrato enzimético [0,03% H,O, e 0,01M 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazol-6-acido
sulfénico (ABTS - Sigma Chemical Co.) em tampdo citrato fosfato (0,07M e pH 4,2)].

Os valores de densidade Optica (DO) foram determinados em comprimento de onda de
405nm em leitora de placas (Titertek Multiskan Plus spectrophotometer; Flow Laboratories,
McLean, VA, USA). Para cada amostra trés valores de DO foram calculados: DOygrs — a
média dos valores das DO obtidos para as amostras de soro em duplicata com o antigeno
viral; DO¢ — a média dos valores de DO obtidos para essas mesmas amostras, porém com o
antigeno controle; e DO, a diferenga entre a DOygs € @ DOc. O valor do limiar de reatividade
(cutoff) foi calculado como a média da DO, de trés controles negativos acrescido de trés
desvios padrdo (DPs). Os niveis de anticorpos foram arbitrariamente expressos como indice
ELISA (IE), de acordo com a seguinte férmula: IE = DO, /cutoff e, amostras com valores de

IE >1,2 foram consideradas positivas (SILVA et al., 2002).
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Nos ensaios de ELISA avidez para anticorpos IgG total anti-VRS, a reacdo foi
semelhante ao ELISA indireto descrito anteriormente, exceto que as amostras de soro foram
submetidas a diluicdes duplas seriadas (de 1:250 a 1:8000) e adicionadas as placas em
quadruplicata. Também, na primeira etapa de lavagem apdés a adi¢ao dos soros-teste, uma das
duplicatas foi lavada por 10 minutos com PBS-T acrescido de uréia 7M (PBS-T-U) enquanto
a outra duplicata foi lavada apenas com PBS-T e, em seguida, todos 0s pogos passaram por
trés ciclos de lavagem com PBS-T. Os resultados da avidez foram expressos em indice avidez
(IA) e para minimizar possiveis diferencas na avidez, em dependéncia da concentracdo de
anticorpos, o 1A de cada amostra foi calculado de acordo com o descrito por Wiuff et al.
(2002), com algumas modificacbes. Primeiramente foi calculado IA para as diferentes
diluicbes de cada amostra de acordo com a férmula 1A (%) = (DOy./ DOy.) X100, onde DOy«
representa a DO obtida dos pocos tratados com uréia, enquanto a DOy. foi obtida a partir dos
pocos tratados sem uréia (DOy.). Em seguida, a avidez final de cada amostra foi determinada
como a média de dois ou mais IAs, obtidos de diferentes dilui¢des positivas (IE >1,2).

A avidez dos anticorpos anti-VRS foi analisada de acordo com valores predeterminados
arbitrariamente, definidos como baixa avidez (<50,0%), avidez intermediaria (50,0-70,0%) e
alta avidez (=70,0%) e trés diferentes grupos de idade foram considerados de acordo com o
perfil dos niveis de anticorpos que apresentaram: <3 meses, 3-24 meses e >24 meses.

3.4.2 ELISA indireta e ELISA avidez para IgG1 e IgG3 anti-VRS

As reacOes foram realizadas como descritas anteriormente com as seguintes
modificacOes: as amostras de soro foram diluidas a 1:50 (1gG1) ou 1:25 (1gG3) em PBS-T-M
(1%); apos lavagem as placas foram incubadas com anticorpo secundario biotinilado anti-
IgG1 ou anti-1IgG3 humana (Sigma Chemical Co.) na diluig&o de 1:1.000 por 1h a 37°C e, em

seguida, com estreptavidina-peroxidase (Sigma Chemical Co.) na dilui¢do de 1:1.000 por 30
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minutos a temperatura ambiente. Para os ensaios de ELISA avidez de 1gG1 e 1gG3 anti-VRS,
as amostras de soro foram submetidas a diluicdes duplas seriadas, de 1:25 ou 1:50 até 1:800.
3.5 Andlise estatistica

Para andlise estatistica, foi utilizado o software GraphPad Prism, v. 4.0, (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Como as amostras ndo apresentaram distribuicdo normal
(Gaussiana) apoOs analise pelo teste de normalidade de Kolmorov-Smirnov, testes nao-
paramétricos foram utilizados. Os niveis de anticorpos foram comparados entre 0s grupos de
estudo utilizando-se o teste de Mann-Whitney. Para comparagdo de proporcdes foi usado o
teste exato de Fisher. Diferencas apresentando valores de p <0,05 foram consideradas

estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS
Cento e setenta amostras séricas foram incluidas no presente estudo, sendo 104

provenientes de pacientes com DRA causada pelo VRS (casos) e 66 de criangas sem DRA
(controles). As caracteristicas clinicas e demograficas da populacdo de estudo estdo descritas
na Tabela I. Dentre os casos, 70,2% (73/104) apresentaram DTRI, sendo bronquiolite o
diagnostico mais freqliente (63%), seguido por bronquite (16,4%) e pneumonia (13,7%). Mais
de 70% (75/104) dessas criangas eram <12 meses de idade, sendo que um alto indice de
hospitalizacdo (78,3% - 47/60) foi descrito para as criangas <6 meses. Nao foram encontradas

diferencas estatisticas em relacao ao género.

Tabela | — Caracteristicas demogréficas e clinicas de casos e controles testados para a presenca de IgG anti-VRS atendidos no
Hospital de Clinicas de Uberlandia, MG, entre 2000 e 2009

Casos Controles
Grupo etério
(meses)

Idade®* M/F  Hosp. (%) Né&o Hosp. (%) DTRI(%) DTRS (%) N Idade® M/F

<1 8 18° 4/4 8 (100,0) 0(0,0) 5 (62,5) 3(37,5) 16 1° 917
1-3 35 1 18/17 29 (82,8) 6 (17,2) 29 (82,8) 6 (17,2) 3 2 1/2
3-6 17 4 11/6 10 (58,8) 7(41,2) 13 (76,4) 4 (23,6) 9 4 3/6
6-9 10 7 6/4 4 (40,0) 6 (60,0) 7 (70,0) 3(30,0) 4 8 3/11
9-12 5 9 1/4 3 (60,0) 2 (40,0) 4 (80,0) 1(20,0) 5 11 3/2
12-24 19 14  11/8  5(26,3) 14 (73,7) 9 (47,4) 10 (52,6) 14 18 6/8
>24 10 38 4/6 3 (30,0) 7 (70,0) 6 (60,0) 4 (40,0) 15 45 5/10
Total 104 4 55/49 62 (59,6) 42 (40,4) 73 (70,2) 31(29,8) 66 14 30/36

N: nimero de amostras; * idade mediana em meses; °: idade mediana em dias; M: masculino; F: feminino; Hosp.: hospitalizados; DTRI: doenga do trato

respiratorio inferior; DTRS: doenca do trato respiratorio superior

Analises das amostras de soro testadas por meio de ELISA indireta demonstraram uma
ocorréncia de 1gG total anti-VRS em aproximadamente 73,0% (124/170) dos espécimes
estudados (Tabela Il). Entre as criangas <3 meses, foi detectada alta ocorréncia (>97%) desses
anticorpos em ambos 0s grupos e em altos niveis (IE mediana = 7,8) (Figura 1). Entretanto,
tanto a ocorréncia quanto os niveis de 1gG total anti-VRS apresentaram uma queda de acordo

com o0 aumento da idade da crianga — entre 3 e 24 meses. Dos 24 meses em diante, novamente
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observou-se alta ocorréncia e altos niveis deste biomarcador, com valores similares aos

encontrados em criangas <3 meses (Figura 1).

Para ambos o0s grupos, a 1gG1 anti-VRS foi a subclasse mais comumente encontrada,

com uma freqiiéncia de cerca de 66,0% (112/170), enquanto que a IgG3 foi detectada em

apenas 5,3% (9/170). Entre os diferentes grupos etarios, a 1IgG1 apresentou padrdo similar ao

descrito para a IgG total, com alta ocorréncia e altos niveis nas idades extremas e uma janela

soroldgica dos 3 aos 24 meses (Figura 1). Os anticorpos 1gG3 anti-VRS foram pouco

detectados na maioria dos grupos etarios, exceto nos pacientes com DRA >24 meses (Tabela

I1), nos quais trés das 10 amostras apresentaram altos niveis dessa subclasse, com valores de

IE variando entre 6,6 e 15,7 (Figura 1).

Tabela Il — Ocorréncia de anticorpos IgG total, IgG1 e IgG3 anti-VRS em amostras de soro de casos e controles

atendidos no Hospital de Clinicas de Uberlandia, MG, entre 2000 e 2009

Grupo etario Casos Controles
(meses)

N IgGtotal (%) 19G1 (%) 19G3 (%) N IgGtotal (%) 1gGl (%) 1gG3 (%)

<1 8 8 (100,0) 8(100,0) 0(0,0) 16 16 (100,0) 16 (100,0) 0(0,0)

1-3 35 34 (97,1) 33(94,3) 0(0,0) 3 3(100,0) 3(100,0) 0 (0,0)
3-6 17 13 (76,5) 8(47,1) 0(0,0) 9 8(88,9) 6 (66,7) 1(11,1)

6-9 10 2 (20,0) 1(10,0)0 1(10,0) 4 1(25,0) 1(25,0) 0 (0,0)
9-12 5 2 (40,0) 1(20,0) 0(0,0) 5 2 (40,0) 2 (40,0) 1(20,0)
12-24 19 6 (31,6) 5(26,3) 1(5,3) 14 6 (42,8) 6(42,8) 2(14,3)

>24 10 8 (80,0) 7(70,00 3(30,0) 15  15(100,0) 15 (100,0) 0 (0,0)

Total 104 73 (70,2) 63(60,6) 5(4,8) 66 51 (77,3) 49 (74,2) 4 (6,1)

N: nimero de amostras
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Figura 1 — Niveis de anticorpos IgG total, 1gG1 e 1gG3 anti-VRS mensurados por ELISA indireta e expressos em
indice ELISA (IE) em amostras de soro de criangas com DRA causada pelo VRS (a, casos) e sem DRA (b,
controles). As barras representam a mediana com a variacdo interquartil. A linha pontilhada indica o limiar de
reatividade (cutoff, IE = 1,2). *Significancia estatistica dos niveis de IgG total e IgG1 anti-VRS em comparagdo com
<1 més de idade (p <0,05, teste de Mann-Whitney). *Significancia estatistica entre os niveis de 1gG total/lgG1 e
IgG3 anti-VRS no mesmo grupo etario (p <0,05, teste de Mann-Whitney). 17



Anticorpos IgG total anti-VRS de alta avidez foram detectados em 42,1% (8/19) das
amostras pertencentes ao grupo controle <3 meses em comparacdo com apenas 9,5% (4/42)
do grupo casos com a mesma faixa etaria (p = 0,0055) (Tabela Ill). Resultados similares
foram encontrados para IgG1 de alta avidez nesse mesmo grupo etario, sendo 42,1% (8/19)
contra 4,9% (2/41) (p = 0,0009), respectivamente. Entretanto, apenas 10,5% (2/19) das
amostras controle apresentaram 1gG1 anti-VRS de baixa avidez contra 51,2% (21/41) dos
pacientes com DRA <3 meses (p = 0,0037). Tais observacdes foram enfatizadas quando
calculada a avidez mediana dos IA de IgG total e 1gG1 anti-VRS, dos diferentes grupos
etarios e comparadas entre casos e controle (Figura 2). Foi observado que os controles <3
meses apresentavam uma maior avidez mediana que 0s casos para 0s anticorpos IgG total (p =
0,0089) e IgG1 (p = 0,0003). Das nove amostras positivas para 1IgG3 anti-VRS, oito (89,0%)
apresentaram baixa avidez e apenas uma amostra apresentou avidez intermediaria. Em
decorréncia da baixa frequéncia de IgG3 anti-VRS entre as amostras estudadas, outras

analises ndo foram realizadas.

Tabela 111 — Porcentagem de amostras de soro de casos e controles com diferentes graus de avidez (baixa,
intermediaria e alta) obtidos em ensaios de ELISA avidez para anticorpos IgG total e IgG1 anti-VRS em diferentes

grupos etarios

Grau de avidez Amostras de soro (%)

Casos Controles

<3 meses 3-24 meses >24 meses <3 meses 3-24 meses  >24 meses
1gG total
Baixa (<50,0%) 26,2 21,7 12,5 10,5 41,2 20,0
Intermediaria (50,0-70,0%) 64,3 78,3 87,5 47,4 41,2 46,6
Alta (>70,0%) 9,5* 0,0 0,0 42,1 17,6 334
IgG1
Baixa (<50,0%) 51,2* 40,0 28,6 10,5 53,3 26,7
Intermediaria (50,0-70,0%) 43,9 60,0 71,4 47,4 40,0 60,0
Alta (70,0%) 4,9 0,0 0,0 421 6,7 13,3

*Significancia estatistica entre casos e controles para 0 mesmo grupo etario determinado pelo teste exato de Fisher (p <0,05).
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Figura 2 — Comparacdo da avidez mediana de anticorpos IgG total (a) e IgG1l anti-VRS (b)
mensurada por ELISA avidez e expresso em indice avidez (1A, %) entre amostras de soro de
criangas com DRA causada pelo VRS (casos) e sem DRA (controles). As barras representam a
mediana com a variacdo interquartil. *Significancia estatistica entre casos e controles (p <0,05, teste
de Mann-Whitney).
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A avidez dos anticorpos IgG anti-VRS tambem foi comparada entre as criancas do
grupo caso, buscando uma possivel associacdo com gravidade e incidéncia de hospitalizagéo.
No entanto, diferencas significantes foram encontradas apenas entre criancas da faixa etaria
>24 meses (Figura 3), nas quais aquelas com DTRI apresentaram menor avidez de anticorpos
IgG total (IA mediano = 55,7%) que criangas com DTRS (IA mediano = 63,7%) (p = 0,0357).
Diferencas significantes entre criangcas hospitalizadas e ndo hospitalizadas nao foram

observadas.
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Figura 3 — Comparacéo da avidez de anticorpos IgG total anti-VRS mensurada por ELISA avidez e
expresso em indice avidez (1A, %) entre amostras de soro de criangas com DTRI e com DTRS. As

barras representam a mediana com a variacdo interquartil. *Significancia estatistica entre DTRI e
DTRS (p <0,05, teste de Mann-Whitney).
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5. DISCUSSAO
No presente estudo, foram avaliados aspectos da resposta imune humoral em amostras

de soro de criangas <5 anos de idade com DRA, causada pelo VRS, e criancas sem sintomas
clinicos de DRA. A exemplo de estudos prévios, a maioria dos pacientes com infeccao pelo
VRS apresentava idade <12 meses, fato este que reflete uma caracteristica bem conhecida da
infeccdo causada por esse virus. O aparecimento de sinais clinicos estd intimamente
relacionado a idade da crianca, sendo o VRS responsavel por altas taxas de hospitalizacéo
entre 0s <6 meses em decorréncia principalmente do comprometimento do trato respiratério
inferior (NOKES et al., 2008; BERGER et al., 2009). Di Carlo et al. (2009) observaram que a
faixa etaria de 0-6 meses é a que apresenta maior risco de hospitalizacdo em decorréncia da
infeccdo por esse virus.

A deteccdo de altos niveis de 1gG anti-VRS nas amostras sanguineas das criangas <3
meses aqui estudadas, reflete uma transferéncia materno-fetal de anticorpos (QUEIROZ et al.,
2002; SHINOFF et al., 2008; STENSBALLE et al., 2009a), que ocorre principalmente através
da placenta durante a vida intra-uterina (WONG e OGRA, 1986). Alguns estudos tém
demonstrado que anticorpos maternos especificos contra 0 VRS com capacidade neutralizante
protegem criancas de tenra idade contra hospitalizacdo em decorréncia da infeccdo por esse
virus (STENSBALLE et al., 2009a). Por outro lado, esses anticorpos foram associados a
efeitos inibitorios no desenvolvimento da resposta imune ativa da crianca, sendo apontados
como um dos principais obstaculos na inducdo de uma resposta imune eficiente em criangas
precocemente imunizadas (CROWE, 2001). Shinoff et al. (2008) demonstraram que o nivel
de anticorpos neutralizantes preexistentes no momento da infecgdo esta diretamente ligado a
formacédo da resposta anti-VRS, sendo que baixos niveis desses anticorpos possibilitariam o

desenvolvimento de uma resposta imune efetiva mesmo em criancas de tenra idade.

21



A diminuicdo na taxa de 1gG anti-VRS, aqui observada, na faixa etaria de neonatos até
por volta dos seis meses de idade pode ser atribuida a meia-vida dos anticorpos maternos
adquiridos passivamente — tornando esses individuos ainda mais susceptiveis a infeccao pelo
VRS (HAMILTON, 1987). Por outro lado, a baixa detec¢do desses anticorpos dos seis aos 24
meses pode ser reflexo de uma inabilidade de gerar resposta rapida com niveis detectaveis de
IgG especifica ao VRS, durante a fase aguda da primoinfeccdo. Queirdz et al. (2002)
observaram altas taxas de soroconversao entre as fases aguda e convalescente da doenca, em
criancas >6 meses de idade. Outro aspecto a ser considerado e comentado por esses mesmos
autores é a dificuldade de esse virus em induzir memoria imunoldgica, pelo menos numa
primoinfeccdo. Entretanto, uma das limitagcdes de nosso estudo foi ndo ter disponivel amostras
da fase convalescente da infeccdo.

A resposta imune contra esse virus € tida como ndo duradoura e reinfec¢des sao comuns
em criangas =24 meses (WAGNER et al., 1989; NOKES et al., 2008) — a mesma faixa etaria
na qual um expressivo aumento nos niveis de anticorpos anti-VRS foi notado neste estudo.
Wagner et al. (1989) demonstraram que a producdo de anticorpos do tipo 1gG por criangas
atinge seu nivel maximo apds a segunda infec¢do pelo VRS, e tais niveis sdo similares aos
observados previamente em adultos infectados experimentalmente (WAGNER et al., 1987).

Sabe-se que em resposta as infeccdes virais, a producdo de anticorpos IgG1l e 1gG3
especificos € mais vantajosa para a eliminagdo viral, uma vez que essas subclasses de 1gG
promovem opsonizacgéo, atividade neutralizante e/ou ativacdo do complemento (HAMILTON,
1987). Em concordancia com outras investigagdes (HORNSLETH et al., 1985; QUEIROZ et
al., 2002) a subclasse de IgG anti-VRS mais comumente identificada em nosso estudo foi
IgG1, a qual demonstrou um perfil similar a 1gG total, enquanto que 1gG3 foi detectada em
apenas 5,3% das amostras de soro analisadas. Apesar de 1gG1l e 1gG3 serem as principais

subclasses transferidas através da placenta, aproximadamente 60-70% dos anticorpos 1gG
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total presentes no soro de adultos saudaveis sdo do tipo 1gG1, enquanto que IgG3 corresponde
a apenas 5-8% (HAMILTON, 1987). Outra interessante observacdo em relacdo a subclasse
IgG3 encontrada no presente trabalho, foi a incidéncia de altos niveis dessa subclasse nas
amostras de trés dos 10 casos =24 meses, enquanto que a incidéncia total de 1gG3 ndo passou
de 5,3% (9/170). Apesar do pequeno nimero de amostras com alto nivel de 1gG3, talvez
possa ser especulado que esses trés casos poderiam representar reinfeccoes.

Neste estudo, a avidez ndo foi dependente da idade, ao contrario da ocorréncia e dos
niveis de anticorpos IgG anti-VRS. O fato do indice de avidez dos casos <3 meses de idade
ter sido significativamente menor que o dos controles, sugere que a susceptibilidade ou a
protecdo contra a doenca esteja relacionada a menor ou a maior avidez de anticorpos IgG
especificos ao VRS, respectivamente. Outros estudos tém demonstrado a importancia dos
anticorpos maternos em resposta as infec¢fes pelo VRS, onde anticorpos com capacidade
neutralizante protegem contra a hospitalizacdo (PIEDRA et al., 2003; STENSBALLE et al.,
2009a; STENSBALLE et al., 2009b). Neste contexto, ja foi evidenciado que diferencas na
avidez de anticorpos anti-VRS podem interferir na capacidade neutralizante dos anticorpos
especificos (WU et al., 2007; DELGADO et al., 2009).

Por meio de estudos experimentais com modelos animais, Delgado et al. (2009)
demonstraram que o processo de maturacao por afinidade de anticorpos anti-VRS induz uma
resposta eficiente frente a vacinacdo. Esses autores atribuiram a resposta ndo protetora
induzida ap6s imunizacdo com FIRSV e ultimamente relacionada & exacerbacdo da doenca
respiratéria causada pelo VRS, a producdo de anticorpos de baixa avidez. Neste estudo, o
achado de indices de avidez de IgG anti-VRS significativamente mais elevados nos casos >24
meses de idade com DTRS, poderia ressaltar a capacidade protetora dos anticorpos 1gG
especificos ao VRS, uma vez que, anticorpos de menor avidez foram observados para 0s

casos com DTRI. Também para o virus do sarampo, outro membro da familia
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Paramyxoviridae, a resposta baseada em anticorpos de baixa avidez esta relacionada ao
desenvolvimento de doenca atipica, com manifestacGes clinicas graves ap0s a exposi¢cdo ao
virus selvagem (POLACK et al., 1999; POLACK et al., 2003).

Para finalizar, apesar de o ensaio de avidez de IgG anti-VRS apresentar pouco valor
diagnostico para a infeccdo, este estudo sugere que a avidez de anticorpos especificos ao
VRS, tanto pode estar relacionada a protecdo em criancas menores de trés meses de idade,
quanto pode estar relacionada com o desenvolvimento de doenca grave nas >24 meses. Até
onde se sabe, esta é a primeira pesquisa que buscou uma possivel correlacdo entre a avidez de
anticorpos IgG anti-VRS e a gravidade da doenca decorrente da infeccdo por esses virus em
amostras de criancas com DRA. Talvez essa correlacdo possa ser melhor esclarecida em
pesquisas futuras a partir de amostras de soro pareadas das fases aguda e convalescente,

investigando concomitantemente a capacidade neutralizante dos anticorpos IgG anti-VRS.
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6. CONCLUSOES

Nossos resultados mostraram que, tanto a ocorréncia como os niveis de anticorpos IgG
anti-VRS foram idade dependentes, com altas taxas de anticorpos maternos nas criancas <3
meses de idade e alta producédo de anticorpos proprios nas >24 meses.

A avidez de anticorpos 1gG anti-VRS pode estar associada a maior protecdo em criancas
<3 meses de idade, devido a presenca de anticorpos maternos de alta avidez, e por outro lado,

a doenga mais grave em criangas =2 anos - com anticorpos de baixa avidez.
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ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Avidez de anticorpos IgG contra o virus respiratério sincicial em criangas com doenca
respiratéria aguda

Srs. Pais/Responsaveis,

O seu filho esta sendo convidado para participar da pesquisa de avidez de anticorpos contra o virus
respiratorio sincicial em amostra de sangue obtida de criancas de 0-5 anos de idade com doenca
respiratoria aguda, sob responsabilidade da professora pesquisadora Dra. Divina A. O. Queir6z e
colaboragdo da Dra. Deise A. O. Silva, Guilherme R. O. Freitas, Tatiany Calegari, e Poliana C.
Resende.

Os virus respiratorios sao os principais agentes causadores de doenca respiratoria aguda em criancas.
Sendo assim, a detec¢do do agente que pode estar causando a infecgdo em seu filho, além de auxiliar o
médico a tratd-lo, ird fornecer informagdes para trabalhos sobre mecanismos de infec¢do e sobre a
circulagdo dos principais virus respiratérios em nossa regido. Para isso, precisamos colher
aproximadamente 1mL de secrecdo de nasofaringe, através da instilacdo de soro fisiolégico na narina
da crianca e 2mL de sangue, por pungao venosa.

Essas amostras serdo coletadas pelas enfermeiras Tatiany ou Poliana, também responséaveis pela
aplicacdo do T.C.L.E., utilizando equipamento estéril para ndo haver risco para a crianga, € serdo
processadas no Laborat6rio de Virologia da Universidade Federal de Uberlandia, para o diagnéstico
viral, a ser realizado pela equipe acima referida.

As informacGes referentes ao seu filho serdo confidenciais e os resultados da pesquisa serdo
publicados sem a identificacdo dele. A participacdo na pesquisa é voluntaria, sem qualquer énus ou
beneficio para a crianga, podendo ser encerrada a qualquer momento.

Os beneficios serdo relativos a descoberta do agente causador da doenca, que auxiliara 0 médico no
tratamento e também para a obtencdo conhecimento cientifico.

Em caso de duvida a respeito da pesquisa, entre em contato com qualquer um dos membros da equipe
do Laboratorio de Virologia acima referidos.

Instituto de Ciéncias Biomédicas — Laboratério de Virologia
Endereco: Av. Amazonas, Bloco 4C, andar superior; C. Umuarama; Uberlandia, MG
Fone: (034) 3218-2664

Uberlandia: [

Nome do pai/mée ou responsavel Assinatura

Enfermeira responsével pela coleta Profa. Dra Divina Aparecida Oliveira Queir6z

Comité de Etica em Pesquisa da UFU - (34) 3239-4531
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ANEXO B

FICHA CLINICA - PROJETO VIRUS RESPIRATORIOS

Prontuario:

Local atendimento: Data: / /
Data nascimento: / / Idade: Género:M F
Duracdo da gestacdo: _ semanas (definir: pré-termo ou termo) Cor:
Aleitamento materno: ndo  sim (duracao: )

Pais fumantes: ndo  sim Pais atopicos: ndo  sim

Doenca de base presente (descrever qual patologia apresenta)

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

Descrigao do quadro clinico

= Inicio dos sintomas: dias = Dordegarganta: ndo
= Febre: dias = Dor no corpo: nado
= Coriza: __dias =  Mal estar: nao
= Tosse: __dias = Secregdo ocular:  ndo
= Espirros:  dias = Hiperemia ocular: ndo
= Qutros:

Frequéncia respiratéria: irpm

Murmurio vesicular: Chiados (sibilos): néo

Retrag0es toracicas (tiragens): ndo sim
Apnéia ao atendimento (maior 20 seg com cianose ou bradicardia): ndo sim

Medicacdo em uso:

sim
sim
sim
sim

sim

sim

Rx de térax: Hiperinsuflagdo ndo sim

Consolidacdo  ndo sim

Atelectasia ndo sim
Gasometria arterial: pH= PaCO,= PaO,=
HCO;= SatO,= BE=
DIAGNOSTICO NOSOLOGICO:
Admisséo: / / Local:
Ventilagdo artificial: ndo  sim(____ dias)
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ANEXO C

Uj Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Avenida Jodo Naves de Avila, n°. 2160 - Bloco J - Campus Santa Médnica - Uberlandia-MG -
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4531/4173; e-mail: cep@propp.ufu.br;
www.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL Ne. 384/08 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O PROTOCOLO
REGISTRO CEP/UFU 083/09

Projeto Pesquisa: Avidez de anticorpos IgG contra o virus respiratério sincicial em criangas com

doenca respiratoria aguda.
Pesquisador Responsavel: Divina Aparecida Oliveira Queiroz

De acordo com as atribuicbes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela aprovacdo
do projeto de pesquisa proposto.

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redacéo e da metodologia apresentadas.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolucdo 196/96, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da pesquisa e os
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa.

b- podera, por escolha aleatdria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e documentacéo
pertinente ao projeto.

c- a aprovacdo do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento a
Resolucdo 196/96/CNS, ndo implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Data para entrega de relatério final: fevereiro de 2010.
SITUAGAOQ: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER
INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVACAO DA
f

MESMA.
! ] ) s . KA A
v /

Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CEP/UFU

Uberlandia, 3 de abril de 09

{1

wele

Orientagdes ao pesquisador

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

* O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo somente apds
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 acéo imediata.

+ O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Ttem
V.4). E papel de o pesqusador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha
sido em outro centro) e enviar notificacio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitarnia — ANVISA — junto com seu
posicionamento.

» Eventuais modificagBes 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 I ou II apresentados anteriormente a ANVISA, o
pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma. junto com o parecer aprobatério do CEP, para serem juntadas ao
protocolo micial (Res.251/97. item II12 e). O prazo para entrega de relatono € de 120 dias apos o términe da execugio prevista no
cronograma do projeto, conforme norma.
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ANEXO D

UJ Universidade Federal de Uberlandia

Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacio
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: “Quantificagdo de lecitina ligante de monose em amostras de soro obtidas
de criangcas menores de 5 anos de idade com e sem infecgdo pelo virus respiratdrio
sincicial”.

Pesquisador Responsavel: Orlando César Mantese
De acordo com as atribui¢des 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.

Prof.
Coorgdenad

./AAlcAno Eduardo Bonella
do CEP/UFU

Orientagdes ao pesquisador:

(Para parecer Aprovado ou Aprovado com Recomendagdes)

* O syjeito 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 copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado
(Item IV.2.4).

= O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo
somente apds andlise das razbes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item 111.3.2),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano no 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 assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagio ao CEP e 4 Agéncia
Nacional de Vigildncia 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 I
ou Il apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envis-las também a
mesma, junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial ( Res. 251/97,
item II1.2.¢). O prazo para entrega de relatorio é de 120 dias apds o término da execugiio prevista no
cronograma do projeto, conforme norma da Res. 196/96 CNS.
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ANEXO E

UJ Universidade Federal de Uberlandia

Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagéo
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Jodo Naves de Avila, n°® 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG -
CEP 38400-082 - 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 crian¢as menores de 5 anos de idade com e sem infecgdo pelo virus respiratério
sincicial”.

Pesquisador Responsavel: Orlando César Mantese

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

Situacdo: Projeto aprovado.

Uberlandia, 05 de novembro de 2004,

Prof. Dr, c o Eduardo Bonella
Coord or do CEP/UFU

Orientagdes ao pesquisador:

(Para parecer Aprovado ou Aprovado com Recomendagées)

« 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 - Ttem IV.1.f) e
deve receber uma cépia 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 e descontinuar o estudo
somente apés andlise das razbes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item III.3.z),
aguardmndo seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano nio previsto ao sujeito participante ou
quando constatar & superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que
requeiram agfo imediata.

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

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara € sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo 1
ou II apresentados anteriormente & 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 I1.2.e). O prazo para entrega de relatério & de 120 dias apbs o término da execugho prevista no
cronograma do projeto, conforme norma da Res. 196/96 CNS.
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