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RESUMO

Introducdo. A pneumonia e a bronquiolite na infancia sao as principais causas de
morbidade e mortalidade no mundo, sendo o Virus Respiratério Sincicial Humano
(VSRH) o principal agente viral. O VSRH esta associado a surtos anuais de doencas
respiratérias, onde a co-infeccdo bacteriana tem sido relatada. Este foi o primeiro
estudo do VRSH em criancas hospitalizadas com Pneumonia Adquirida na
Comunidade (PAC) em Belém, Para (Norte do Brasil), que teve como objetivo
determinar a prevaléncia da infeccdo pelo VSRH e avaliar as caracteristicas clinicas e
epidemiologicas dos pacientes. Métodos. Foi realizado um estudo prospectivo em oito
hospitais no periodo de novembro de 2006 a outubro de 2007. Foram testadas 1.050
amostras de aspirado nasofaringeo para o VRSH, obtidas de criancas hospitalizadas
com até trés anos de idade com diagnostico de PAC, pelo método da
imunofluorescéncia direta e da reacdo em cadeia por polimerase apds transcricdo
reversa (RT-PCR) para identificacdo do subtipo viral. Foram obtidos resultados da
dosagem de proteina C-reativa (PCR) e da cultura bacteriana. Resultados. A infeccao
pelo VSRH foi diagnosticada em 243 (23,1%) criancas. A idade média do grupo VRSH-
positivo foi menor do que a do grupo VRSH-negativo (12,1 meses versus (vs) 15,5
meses, ambos com variancia de 1-36 meses, p<0,001), enquanto que a distribuicdo por
genero foi similar. O grupo VRSH-positivo apresentou menor dosagem (PCR) quando
comparados ao grupo VRSH-negativo (15,3 vs 24.0 mg/dL, p<0,05). Os achados
radiologicos confirmaram que 54,2% do grupo VRSH-positivo e 50,3% do grupo VRSH-
negativo apresentavam infiltrado intersticial. A infeccdo bacteriana foi identificada
predominantemente no grupo VRSH-positivo (10% vs 4,5%, p<0,05). Rinorréia e
obstrucdo nasal foram predominantemente observadas no grupo VRSH-positivo. A co-
circulacdo dos subtipos A e B foi observada, com predominancia do subtipo B
(209/227). A analise multivariada revelou que a idade de 1 ano (p<0,015), os niveis de
PCR inferior a 48 mg/dL (p<0,001) e a co-infeccdo bacteriana (p<0,032) foram
independentemente associados com a presenca do VRSH em oposicdo ao grupo
VRSH-negativo, e na analise dos sintomas, a obstrucdo nasal foi independentemente
associada com o grupo VRSH-positivo (p<0,001). Conclusdo. O presente estudo
destaca a relevancia da infecgdo por VSRH em casos hospitalizados de PAC em nossa
regido; nossos resultados justificam a realizagcdo de investigacGes adicionais que

possam ajudar a elaborar estratégias para o controle da doenca.




ABSTRACT

Background. Childhood pneumonia and bronchiolitis is a leading cause of illness and
death in young children worldwide with Respiratory Syncytial Virus (RSV) as the main
viral cause. RSV has been associated with annual respiratory disease outbreaks and
bacterial co-infection has also been reported. This study is the first RSV study in young
children hospitalized with community-acquired pneumonia (CAP) in Belém city, Para
(Northern Brazil). It had the objective of determining the prevalence of RSV infection
and evaluating the patients’ clinical and epidemiological features. Methods. We
conducted a prospective study across eight hospitals from November 2006 to October
2007. In this study, 1,050 nasopharyngeal aspirate samples were obtained from
hospitalized children up to the age of three years with CAP, and tested for RSV antigen
by direct immunofluorescence assay and by Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) for RSV subtype identification. Levels of C-reactive protein (CRP)
and results of bacterial infection were also obtained. Results. RSV infection was
diagnosed in 243 (23.1%) children. The mean age of the RSV-positive group was lower
than the RSV-negative group (12.1 months vs 15.5 months, both ranged 1-36 months,
p<0.001) whereas gender distribution was similar. The RSV-positive group showed
lower CRP mean levels when compared to the RSV-negative group (15.3 vs 24.0
mg/dL, p<0.05). Radiological findings showed that 54.2% of RSV-positive group and
50.3% of RSV-negative group had interstitial infiltrate. Bacterial infection was identified
predominantly in the RSV-positive group (10% vs 4.5%, p<0.05). Rhinorrhea and nasal
obstruction were predominantly observed in the RSV-positive group. A co-circulation of
subtypes A and B was noted, with a predominance of subtype B (209/227). Multivariate
analysis revealed that age under 1 year (p<0.015), CRP levels under 48 mg/dL
(p<0.001) and bacterial co-infection (p<0.032) were independently associated with the
presence of RSV as opposed to RSV-negative group, and in analyze of symptoms,
nasal obstruction were independently associated with RSV-positive group (p<0.001).
Conclusion. The present study highlights the relevance of RSV infection in hospitalized
cases of CAP in our region; our findings warrant the conduct of further investigations

which can help design strategies for controlling the disease.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

A Pneumonia Adquirida na Comunidade (PAC) é um causa frequente de
internacao hospitalar apresentando uma taxa de mortalidade notéria (13,7%) em paises
em desenvolvimento. Nao obstante, a doenca € a principal causa infecciosa de ébito no
mundo ocidental e sexta quando considerada entre todas as causas possiveis (de

Miguel Dies & Alvarez-Sala, 2007).

O diagndstico etiologico da PAC continua representando um grande
desafio devido a diversidade de agentes etiologicos envolvidos e a dificuldade de
obtencdo de material das vias aéreas, representativo do foco pneumdnico. Sinais
clinicos especificos, culturas de vias aéreas superiores, indices laboratoriais de
inflamacé&o e sinais radiologicos peculiares permanecem com baixa correlagdo com o
agente etiologico (Rodrigues et al.,, 2002). Contudo, apesar da importancia de seu
impacto social, diversos aspectos permanecem indefinidos e sdo objetos de estudos

intensivos.

Para o tratamento da PAC, a identificacdo precoce do agente etiolégico €
importante, inclusive para a selecdo de antibiéticos adequados no caso de etiologia
bacteriana. Contudo, como o diagndéstico precoce de agentes etioldégicos tem sido
pouco satisfatorio e algumas pneumonias podem evoluir para um desfecho fatal, os
médicos tém usado antibidticos empiricos para 0S pacientes com pneumonia,
especialmente naqueles com disfuncdo respiratéria grave e/ou infiltracdo

segmentar/lobular (Lee et al., 2010).

O Virus Respiratério Sincicial Humano (VRSH) é o principal agente
etiolégico de infecgbes respiratérias associado a bronquiolite e & pneumonia durante os

primeiros anos de vida na infancia (Mathisen et al., 2010, Silva et al., 2009).




INTRODUCAO

Virtualmente, todas as criancas sdo infectadas por este agente até os dois anos de
idade e a maioria das infec¢des é sintomatica. Segundo dados da Organizacdo Mundial
de Saude (OMS), o VRSH possui uma distribuicdo mundial amplamente difundida,
principalmente, em paises industrializados em desenvolvimento, como o Brasil (WHO,

2009).

N&o existem critérios clinicos em pacientes com pneumonia que sugiram,
com absoluta seguranca, a etiologia viral. Além disso, as dificuldades no diagnostico
etiolégico geral da pneumonia e, particularmente, daquelas causadas por virus, limita
bastante o conhecimento sobre essa doenca e sobre seus agentes causadores

(Figueiredo et al., 2009).

Através desse estudo pretendeu-se gerar informacbes sobre a
prevaléncia e a sazonalidade do VRSH em criancas hospitalizadas com PAC na cidade
de Belém (clima tropical), durante o periodo de um ano, assim como, avaliar as

manifestacdes clinicas associadas aos diferentes subgrupos de VRSH.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1- Histérico

O VRSH foi isolado pela primeira vez em 1955 por Morris e colaboradores
(1956) a partir de uma epizootia em uma colénia de aproximadamente 20 chimpanzes,
no Walter Reed Army Institute of Research (WRAIR) em Washington DC (EUA), com
sintomatologia de doenca respiratéria semelhante a um resfriado comum: coriza, tosse,

espirros e secrecdo mucopurulenta (Morris et al., 1956).

O agente foi isolado em culturas de células hepéaticas a partir de swab de
garganta inicialmente de um chimpanzé fémea e posteriormente foi verificado que toda
a colbénia havia sido contaminada, recebendo a denominacéo de “chimpanzee corysa
agent” (CCA) (Blount et al., 1956; Morris et al., 1956). Um dos tratadores dos animais
manifestou a mesma sintomatologia, porém com menor gravidade, apresentando um
aumento na titulacdo de anticorpos fixadores de complemento contra CCA (Ogra,

2004).

As inoculacbes em diversos animais de laboratério dentre eles:
camundongos, hamsters, coelhos, cobaios, ratos e chimpanzés mostraram que apenas
os ultimos desenvolveram a sintomatologia especifica (Chanock & Finberg, 1957a).
Aventou-se a hipotese de que a coldnia de chimpanzés tenha se infectado apés o
contato com o homem, sendo a origem do CCA atribuida de fato ao homem (Belshe &

Mufson, 1991).

Em adolescentes e adultos jovens, inicialmente foi verificada a ocorréncia
de anticorpos contra CCA pelo teste de fixagdo de complemento, sugerindo infecgéo

prévia com o agente viral. Em 1956 foram realizados os primeiros isolamentos deste
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agente a partir de uma crianca com pneumonia e de outra com crupe (difteria laringea)
em Baltimore nos EUA (Chanock & Finberg, 1957a e 1957b). O agente passou a ser
denominado entdo de Virus Respiratorio Sincicial Humano, tendo a presente
designacéao atribuida pela sua caracteristica em cultivo celular de formar sincicios,
forma resultante da fusdo de células infectadas originando uma célula multinucleada, e
pelo seu tropismo ao trato respiratério humano (Chanock & Finberg 1957a; Collins et

al., 2001).

Estudos soroldgicos realizados na época mostraram que a maioria das
criancas em Baltimore havia sido infectada com o VRSH antes dos quatro anos de
idade. Investigacbes similares relatam a associagdo mundial deste agente com
doencas do trato respiratério inferior, como pneumonia e bronquiolite (Collins et al.,
2001), sendo responsavel por um elevado indice de hospitalizacbes em criancas até
cinco anos de idade representando um alto custo para os sistemas de saude (Viegas &

Mistchenko, 2005)

No Brasil o virus foi isolado pela primeira vez por Candeias em 1964.
Foram estudadas 24 criancas hospitalizadas com quadro respiratério agudo e em
quatro amostras foi possivel a identificacdo do isolamento viral, confirmado pela
realizacdo através da prova de neutralizacdo utilizando o soro padrdo (Candeias,

1967).

2.2 - Classificacao

O VRSH esta classificado com base na morfologia e pelo tropismo pelo
trato respiratério como: ordem Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, subfamilia

Pneumovirinae e género Pneumovirus. (Falsey & Walsh, 2000; Van Regenmortel et al.,
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2000) (FIGURA I). Além do VRSH, constitui espécie no mesmo género o RSV bovino e

o0 virus da pneumonia do camundongo (MPV) (van den Hoogen et al., 2001).

S T \w
Paramyxovirinae /Pneumovnus B

Henipah :
P Métapneumovi rus\

::..\“\.:"‘24\ @ )
E%f\‘\\-_,,’/

TPMV

& Morbillivirus

FIGURA I: Classificacdo dos membros da familia Paramyxoviridae
Fonte: John Libbey Eurotext, 2007.

A particula do VRSH ndo apresenta as proteinas de superficie
Hemaglutinina e Neuraminidase, encontradas no virus da Influenza e sua classificacéo
€ baseada na morfologia da particula (Van Regenmortel et al., 2000). O virus utiliza
uma enzima Acido Ribonucléico (RNA) Polimerase prépria sintetizada dentro da célula
hospedeira e o processo de replicacdo viral da-se no citoplasma. E considerada uma
particula extremamente labil, sendo muito sensivel a extremos de temperatura e pH,
bem como a detergentes. A temperatura de 55°C é rapidamente destruido e a 37°C
apenas 10% da sua infectividade permanece pelo periodo de 24 horas. Apdés o
armazenamento em temperatura de 4°C, durante o periodo de uma semana, somente

1% de sua infectividade € preservada (Tristam & Welliver, 1996).
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2.3 - Morfologia

O VRSH é pleomorfico com diametro variando de 150 a 300 nm. O virion
€ composto de um nucleocapsideo de simetria helicoidal envelopado com diametro de
12 a 15 nm. O envelope viral consiste em uma dupla camada lipidica originada na
membrana citoplasmatica da célula hospedeira, sendo, portanto, de constituicdo
lipoproteica. Sua superficie possui espiculas que séo as glicoproteinas F e G de origem
viral que formam projecdes de 11 a 20 nm, separadas por intervalos de 6 a 10 nm, que
estdo envolvidas no processo de aderéncia e penetracéo do virus (Collins et al., 2001,

Santos, 2008) (FIGURAS I e II).

Complexo
ribonucleico

3
“=. Envelope
viral

Proteina G ===

FIGURA II: Esquema representativo da particula viral do VRSH.

Fonte adaptada de: University of Cape Town, 2011.
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FIGURA llI: Eletromicrografia do Virus Respiratorio Sincicial.

Fonte: Visual photos/CDC, 2011.

2.4 — Estrutura gendmica

Cada particula infecciosa contém apenas uma cépia funcional do genoma
(Collins et al., 2001). O genoma viral é composto de RNA de fita simples né&o
segmentado de polaridade negativa (-ssRNA), com peso molecular aproximado de
5x10° Kilodalton (Kda) contendo 15.222 nucleotideos (nts), por convencdo com o
protétipo (cepa viral) A2 Long, porém este nimero pode variar entre os diferentes
sorotipos (Huang & Wertz, 1982). Por o genoma nao ser segmentado, o VRSH néo tem
a mesma capacidade de recombinacdo dos segmentos que o virus da Influenza, no
qual ocorrem os “shifts” antigénicos, responsaveis pelas pandemias. Contudo, como
todos os virus de RNA, o VRSH tem a capacidade de pequenas mutacdes gendmicas,
devido a dependéncia da RNA polimerase que perde a capacidade de correcdo e

edicao (Welliver, 2003).

11
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No transcriptoma das células infectadas foi identificado cerca de dez
RNAs mensageiros (RNAm),de origem viral distintos que codificam 11 proteinas,
identificadas como estruturais (S) e ndo-estruturais (NS). Dentre as estruturais, trés sao
proteinas de superficie transmembranica (G, F e SH), duas estdo presentes na matriz
do virus e sdo conhecidas por M e M2, trés estdo associadas ao RNA gendmico para
formar o nucleocapsideo viral (N, P e L) e as duas ultimas, ndo estruturais, séo

designadas como NS1 e NS2 (Collins et al., 2001, Santos, 2008).

A posicao 3’ do RNA gendmico consiste de uma regido extragénica nao-
codificante de 44 nts (regido “leader”), onde se localiza o promotor viral e esta &
seguida por 10 genes virais que obedecem a seguinte ordem: 3'-NS1-NS2—-N—-P-M-
SH-G—-F-M2-L-5’ havendo também uma regido “trailer” de 155 nts na extremidade 5’
(FIGURA 1V). O genoma dos pneumovirus codifica dez proteinas distintas e cada um
destes RNAmM subgendmicos contém uma Unica fase aberta de leitura (“Open Reading
Frame”-ORF), exceto o M2 que possui duas (M2-1 e M2-2), que codificam as proteinas

M2-1 e M2-2 (Collins et al., 2001, Silva et al., 2009).

(-} strand RNA genome
NS1 NS2 ,
yHHENEH P HIWMEERHGH rF Hwag L >
leader Trailer

FIGURA IV: Representacdo do genoma do VRSH.

Fonte: Swiss Institute of Bioinformatics, 2009.

O gene L é seguido de uma regido extragénica de 155 nts, conhecida
como regido “trailer’, que € mais tolerante a insercdo ou dele¢do de nts que a
regido “leader”. Todos os genes do VRSH comegcam com um sinal altamente
conservado em seu inicio (“‘gene-start signal”) composto por nove nts cuja sequéncia é

3'CCCCGUUUA, com excecdo do gene L que apresenta a seguinte sequéncia:

12
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3’CCCUGUUUUA. Ao término de cada gene ocorre um sinal semiconservado (“gene-
end signal’) que direciona a terminacdo transcricional e a poliadenilagdo cuja

sequéncia é: 3'UCA “yUN"**,,,UUU (Collins et al., 2001).

Os primeiros nove genes nao apresentam sobreposicdes e sdo separados
por regides intergénicas que, tendo como padrdo a linhagem A2, variam de 1 a 56 nts.
Essas regides ndo parecem desempenhar um papel importante na expressao génica
sendo pouco conservadas entre diferentes amostras. Os dois Ultimos genes, M2 e L,
apresentam uma sobreposicao (“overlaping”) de 68 nts. Assim sendo, o gene L tem o
inicio de sua transcricao dentro do gene M2 e, em uma fase de leitura diferente, o sinal
de término e poliadenilacdo do gene M2 esté localizado dentro do gene L (Collins et al.,

2001, Santos, 2008). A TABELA 1 sintetiza as caracteristicas atribuidas ao genes do

VRSH.
TABELA [: Caracteristicas dos genes do VRSH e seus produtos.
Gene Tamanho do Tamanho da proteina  Peso da proteina ndo Peso da proteina
gene (aa) processada (KDa) processada (KDa)
(nucleotideo)
N 1203 391 43 45
P 914 241 27 33
L 6578 2165 250 250
M2-1 582 194 22 22
F 1903 574 63 70
G* 923 298 33 90
SH 410 64 8 8
M 958 256 29 25
NS1 532 139 16 14
NS2 503 124 15 15
M2-2 270 90 11 11

* Existem divergéncias em relagéo ao tamanho deste gene
Fonte: (Carromeu, 2007)

2.5 - Proteinas

O nucleocapsideo presente nos virions dos VRSH é formado pelo RNA

gendbmico associado com as proteinas N, P, L e M2-1 (Collins et al.,, 2001). As

13
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proteinas M e M2 sdo proteinas de matriz. A associacdo entre as proteinas N
(“Nucleoprotein”), P (“Phosphoprotein”) e L (“Large protein”) formam o complexo
ribonucleoproteina (FIGURA V) que € considerado como a unidade minima suficiente
capaz de dar inicio a transcricdo e replicacdo do material genético viral (Yu et al.,
1995). No entanto a proteina M2-1 é necessaria para uma transcricdo eficiente do
genoma pela RNA polimerase viral (Hardy & Wertz, 1998). No QUADRO I, observam-

se as principais caracteristicas atribuidas as proteinas virais do VRSH.

As proteinas NS1 e NS2 (ndo estruturais) estdo presentes em abundancia
nas células infectadas, mas em pequenas quantidades nos virions. Trés sao
glicoproteinas de superficie: G (adesao), F (fusdo), e SH (“small hydrophobic”). As
proteinas virais F e G sdo importantes imunégenos durante a infeccéo viral sendo a
proteina F bastante conservada ao contrario do observado com a proteina G (Collins et

al., 2001, Easton et al., 2004).

Glicoproteina F
Glicoproteina G - /_

Proteina SH
Bicamada

lipidica

Proteina L

(-) ssRNA

Nucleoproteina N

Proteina M S50
Fosfoproteina P

FIGURA V: Esquema representativo da distribuicdo das proteinas na particula viral do
VRSH.

Fonte adaptada de: Katholieke Universiteit Leuven, 2010.
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QUADRO I: Proteinas codificadas pelo genoma do VRSH e suas principais

caracteristicas.

Proteinas estruturais

Caracteristicas

Nucleoproteina (N)

Principal proteina do nucleocapsideo; atividade de ligacéo a
RNA.

Fosfoproteina (P)

Associada ao nucleocapsideo; co-fator da polimerase.

M2-1 Associada ao nucleocapsideo; fator essencial para
elongacédo/antiterminacao do VRSH.

Large (L) Associada ao nucleocapsideo; principal componente da
polimerase

Matriz (M) Localizada na face interna do envelope; importante na
morfogénese viral.

Fuséo (F) Presente no envelope; atividade de fusdo importante na

penetracdo do virus na célula e na formacéao de sincicios.

Glicoproteina (G)

Presente no envelope; principal mediador da adsorc¢ao viral

Small hydrophobic (SH)

Presente no envelope

M2-2

Status n&o definido como estrutural ou n&o-estrutural;
responséavel pela regulacéo do processo de
transcricdo/replicacdo do RNA.

Proteinas ndo-estruturais

NS-1 Possivelmente ndo-estrutural; interfere com a inducdo de
interferon a e 8.
NS-2 Possivelmente ndo-estrutural; interfere com a inducdo de

interferon a e f3.

Fonte adaptada de: Santos, 2008.

2.5.1 — Proteina N

A nucleoproteina N possui 391 aminoacidos (aa) e peso molecular de
43,4 KDa, sendo que o gene que a codifica possui 1.203 nts, estd estritamente
associada ao RNA gendmico e € a principal proteina estrutural do nucleocapsideo. O
RNA gendmico e anti-gendmico encontra-se sempre associado com a proteina N e
este complexo é usado como molde para a sintese de RNA e apresenta diversas
funcdes para o virus, como prevenir a formacéo de estruturas secundarias na molécula

de RNA e proteger a mesma de degradacdo por nucleases (Collins et al., 2001)

(FIGURA VI).
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FIGURA VI: Estrutura tridimensional da nucleoproteina do VRSH.

Nota: Estrutura tridimensional da nucleoproteina do virus sincicial respiratério. O genoma do virus é
composto por uma molécula de RNA (preto e azul turquesa) coberto por dois I6bulos de uma
nucleoproteina (vermelho e amarelo) que se fecha em torno do RNA como uma pinga. Dois bracos (azul
escuro) permitem a nucleoproteina interagir com moléculas vizinhas e formar uma corrente continua,
escondendo e protegendo o RNA.

Fonte: Tawar et al., 2009

2.5.2 —Proteina P

A Proteina P € altamente fosforilada, com carater acido e que
desempenha uma importante funcdo na regulacdo do processo da transcricdo e
replicacdo do VRSH. Possui 241 aa e peso molecular de 35 KDa e 0 gene que a
codifica possui 914 nts. Constitui uma subunidade da polimerase viral (formada pelas
proteinas P e L) e, por analogia a outros virus pertencentes a ordem Mononegavirus,
parece mediar o0 contato entre a proteina L e o complexo proteina-N-RNA (Tran et al.,

2007).
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2.5.3 - Proteina L

A proteina L é a maior proteina viral constituida de 2165 aa, com peso
molecular de 250 KDa e o0 gene que a codifica possui 6.578 nts. Com base em seu
tamanho e localizacdo no nucleocapsideo, atribui-se a esta proteina as atividades
enzimaticas de RNA polimerase RNA dependente, com funcdo de replicacdo,
poliadenilacdo e formacdo da estrutura “cap” do RNAmM (Mason et al., 2004). Contém
seis segmentos que sao altamente conservados e presumivelmente representam
dominios funcionais. E considerada a proteina de menor abundancia na particula viral

(van den Hoogen et al., 2001).

2.5.4 — Proteina NS1 e NS2

As proteinas NS1 (peso molecular de 15,5 KDa) e NS2 (peso molecular
de 14,6 KDa) possuem respectivamente 139 e 124 aa. Estas proteinas exercem uma
importante funcdo como agente antagonista do fator interferon (INF) do tipo | durante a
resposta antiviral imunoldgica inata. Atuam em conjunto de forma cooperativa na
repressdo da ativacao e translocacdo nuclear do INF-3 das células hospedeiras. Elas
medeiam a degradacdo das proteinas hospedeiras STAT2 e elongin-cullin E3 ligase e
inibem a apoptose celular de forma prematura, facilitando o crescimento e proliferacédo

viral dentro das células hospedeiras (Collins et al., 2001).

2.5.5 —Proteina M

A proteina M (peso molecular de 27 KDa) possui 256 aa, é uma proteina
interna e ndo glicosilada e o gene que a codifica possui 958 nts. Esta proteina esta
associada ao nucleocapsideo viral nas células infectadas e, como as proteinas de

matriz de outros virus de RNA de fita negativa tém a funcdo de inibir a transcricao
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celular no inicio das infeccdes e subsequentemente inibirem a transcricdo viral
(Ghildyal et al., 2002). Esta associacao também facilita a montagem da particula viral

com o envelope nascente (Easton et al., 2004).

2.5.6 — Proteina M2-1 e M2-2

A proteina M2-1 (peso molecular de 22 KDa) possui 194 aa. Esta proteina
€ interna e ndo glicosilada e interage com as proteinas N e P, atuando no processo de
transcricdo, prevenindo o término prematuro durante este processo (Cartee & Wertz,
2001; Cuesta et al., 2000). Esta proteina facilita assim a sintese completa do RNAmM
(Collins et al.,, 2001). Esta proteina atua como um fator que permite o transito da
polimerase através da regido intergénica para acessar promotores génicos distais além
da funcdo muito importante na replicacdo, pois alteracées na sua sequéncia podem
diminuir drasticamente a infectividade do virus (Tang et al., 2001). A proteina M2-2
também é interna e nao glicosilada e possui 90 aa, peso molecular de 11 KDa e esta
relacionada a regulagéo da transcricdo e replicacdo da molécula de RNA (Collins et al.,
2001). Quando expressa em altos niveis, inibe completamente a replicacao viral
sugerindo que esta, quando produzida nas células infectadas em grande quantidade,

pode ser um fator critico na replicacdo (Cheng et al., 2005).

2.5.7 — Proteina SH

A proteina SH (“Small hydrophobic protein”) € uma molécula pequena
com 64 aa e peso molecular de aproximadamente 7,5 KDa que se insere na membrana
citoplasmatica da célula hospedeira por meio de uma sequéncia hidrofébica que vai do
aminoacido de numero 14 ao 41. Possui sitios para a adicdo potencial de carboidratos

tanto na regido amino quanto na carboxila-terminal. Nas células infectadas pode estar
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presente de quatro formas diferentes dependendo do grau de glicosilacdo, conhecidas

como SHo, SHg, SHp e SHt (Collins et al., 2001).

Foi observado que os virus recombinantes com delecdo do gene SH
apresentam crescimento normal em cultura de células, inclusive com formacgédo de
sincicios (Karron et al., 1997). Até pouco tempo atras, a funcéo desta proteina durante
0 processo de replicacdo ainda ndo estava totalmente esclarecida sendo possivel que
esta modifique alguma propriedade do Complexo de Golgi facilitando o transporte das
proteinas virais pela via de secrecdo, uma vez que ha acumulo desta proteina na

membrana desta organela (Rixon et al., 2004).

Mais recentemente foi demonstrado que a proteina SH forma um canal
ibnico préton-seletivo, na membrana citoplasmatica da célula hospedeira, atuando na
montagem do virus e durante o processo de entrada na célula hospedeira. Esta
proteina também pode apresentar funcdo de resposta contra a imunidade inata da

célula hospedeira (Fuentes et al., 2007).

2.5.8 — Proteina F

A glicoproteina F é uma proteina do tipo |, ou seja, esta ancorada na
regido proxima a regido carboxila-terminal (intracitoplasmatica) e contém uma
sequéncia sinal de clivagem préxima a regido amino-terminal (localizada na parte

externa da membrana citoplasmatica). Possui 574 aa, peso molecular de 70 KDa e o

gene que a codifica possui 1.903 nts (Collins et al., 2001).

7z

Identificada como proteina de fusdo, € a responsavel pela ligacdo do
envelope viral com a membrana citoplasmatica da célula hospedeira, liberando o

nucleocapsideo diretamente dentro do citoplasma. Proporciona também a fusdo da
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célula infectada com uma adjacente, favorecendo a formacao de sincicios (Collins et

al., 2001).

E sintetizada como um precursor inativo denominado FO, que consiste em
dois dominios denominados F2 (1-130 aa) e F1 (137-154 aa) e de um peptideo clivavel
(132-136 aa) (Rixon et al., 2002, Low et al., 2008). Apods a sintese e a glicosilacdo, a
proteina FO é clivada proteoliticamente por uma protease celular, semelhante a tripsina,
em duas subunidades, F2 (peso molecular de 20 KDa) e F1 (peso molecular de 68
KDa), que permanecem ligadas por pontes dissulfeto nos residuos cisteina (Schelender
et al., 2003). Para os Pneumovirus e Paramyxovirus, em geral, os primeiros 19 a 26 aa
da porcdo amino-terminal da subunidade F1 sdo hidrofébicos e estdo diretamente
envolvidos com a insercdo na membrana (Earp et al., 2004). A subunidade F1 é
relativamente bem conservada, sendo sua funcdo comprometida mediante dele¢des ou
substituicdes de aa (Ruiz-Arguello et al., 2004). A apresentacdo esquematica do

precursor pode ser visualizada na FIGURA VII.

'FP HR-N

HR-C T™

AVSKVLHLEGEVNKIK TNKAVVSLSNGVSVLT! YIDK
LearnCoil-VMF Sequence

HRSV-N57

IVNK-GGSGKGGSGGGSGK- NFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKI

3 HRSV-N51

/— AN /\

LearnCoil-VMF Sequence
HRSV-C45

LAFIRKSDELLHNVNAGKSTTN recRSV-1

HRSV-C39

FIGURA VII: Representacdo esquematica da glicoproteina F do VRSH.

Nota: F1 e F2 s&o formados ap0s a clivagem proteolitica do precursor FO. O peptideo sinal (SP), o sitio
de clivagem (CS), o peptideo de fusédo (FP), a regidao N-terminal (HR-N), a regido C-terminal (HR-C), e
segmento transmembrana (TM) dentro da sequéncia de aa séo indicadas. O HR-N e regides HR-C
prevista pelo programa “LEARNCOIL-VMF” sé@o representados pelas caixas sombreadas. Fragmentos de
protease-resistente a tripsina (VRSH-N57 e VRSH-C45) e proteinase K (VRSH-N51 e VRSH-C39) de
clivagem séo indicados.

Fonte: Zhao et al., 2000.
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A subunidade F2 demonstrou-se como o determinante de especificidade
nas infec¢des por virus respiratérios sinciciais. Adjacente a regido do peptideo de fuséo
(FP), existem duas regides contendo sequéncias repetidas de sete aa denominadas
HR-N e HR-C. Estas regides repetidas sdo necessarias para o processo de fusédo viral.
As regibes HR-N e HR-C sdo consideradas candidatas como alvo para o
desenvolvimento de drogas direcionadas contra a proteina F, inibindo a ligacdo de
peptideos a regido HR-C e prevenindo a mudanca conformacional necessaria para a

fusd@o do envelope viral a membrana celular (Schelender et al., 2003; Silva et al., 2009).

A proteina F também interage com uma proteina da familia Ras chamada
RhoA, uma pequena GTPase que possui inimeras funcdes bioldgicas, tais como:
secrecdo de interleucinas (IL) proé-inflamatérias, especificamente IL-1, IL-6 e IL-8;
interferéncia com a reorganizacdo da actina no citoesqueleto; modulacéo da expressao
génica; alteracdes na morfologia, mobilidade e proliferacdo celular. A interacdo da
proteina F do VRSH com Rhoa induz a formacdo de sincicios em células HEp-2

infectadas (Silva et al., 2009).

2.5.9 — Proteina G

A glicoproteina G é uma proteina do tipo Il, ou seja, estd ancorada a
membrana préxima a sua por¢cdo amino-terminal por um dominio hidrofébico, néo
clivavel, tipo sinal ancora, que se estende dos residuos 38 aos 66. Possui de 289 a 319
aa, dependendo da amostra viral. O gene que a codifica possui, em geral 918 nts
(grupo A) e varia de 920 a 980 nts para o grupo B (Trento et al., 2003; Zlateva et al.,

2004).

A proteina G, ao contrario da proteina F, ndo é conservada e pode ser

homomeétrica ou homotetramérica (Collins et al., 2001). Em 1987, Levine e
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colaboradores estabeleceram que a glicoproteina G tem a funcdo de adsorcdo ao
demonstrarem que anticorpos contra a proteina inibiam a ligacdo do virus as células
hospedeiras. Esta glicoproteina é analoga a hemaglutinina de outros virus da familia

Paromyxoviridae, porém ndo possui acdo hemaglutinante (Sullender et al., 2000).

E sintetizada como uma proteina de peso molecular de 33 KDa, sendo
posteriormente glicosilada para obtencdo da sua forma madura de peso molecular de
90 KDa. O ectodominio carboxila-terminal da proteina G caracteriza-se por conter um
alto teor de serina e treonina, cerca de 30% que sdo potenciais sitios de ligacdo de
glicidios por ligagdes glicosiladas do tipo “O”, ou seja a ligagao de glicidios a atomos de
oxigénio das cadeias de aa. A glicosilacdo da proteina também se faz por ligacdo
glicosidica tipo “N”, ou seja a ligacdo de glicidios a atomos de nitrogénio da cadeia
lateral da asparagina. O ectodominio externo contém, portanto, de trés a oito sitios
para adicao de oligonucleotideos por ligacéo glicosidica tipo N e mais de 70 sitios mais
para a adigdo de oligossacarideos por ligacao glicosidica tipo “O”, embora estime-se
que a proteina madura possua de 24 a 25 cadeias de glicidios O-ligados (Wertz et al.,
1985; Johnson et al., 1987). Possui também um alto teor de residuos de prolina (cerca
de 10%) o que contribui para a reducéo das estruturas secundarias da proteina (Collins
et al., 2001). Devido a sua constituicdo, foi sugerido que a glicoproteina G seria

homéloga as mucinas secretadas pelas células epiteliais (Johnson et al., 1987).

by

Estudos demonstraram que esta proteina liga-se a membrana
citoplasmatica interagindo com heparan sulfato, sendo importante para a ligagdo do
virion a célula hospedeira no inicio da infeccdo. Esta proteina também interage com o
receptor celular CX3CR1, modulando assim a resposta imunolégica do hospedeiro e

facilitando a infeccdo (Beeler et al., 2000).
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A glicoproteina G é de especial interesse por possuir a maior variabilidade
entre os isolados de VRSH. Pode suportar insercdes, delecbes ou multiplas
substituices de aa sem a perda de sua funcéo (Nagai et al., 2004; Sato et al., 2005). A
variabilidade estad concentrada no dominio extracelular, no qual se encontram duas
regides variaveis, que contém alto contetdo de serina e treonina entre os aa 69-164 e
207-298, com aproximadamente 56% de divergéncia entre as amostras A e B (Johnson
et al., 1987). Intercalando esta regido de alta variabilidade, existe uma regido mais
conservada com um pequeno segmento de 13 aa (164-176) e quatro residuos de
cisteina (C173, C176, C182 e C186), conservados em todas as amostras de VRSH
(Hacking & Hull, 2002), sugerindo ser este segmento o responsavel pela ligacdo do

virus a um receptor celular na célula hospedeira (FIGURA VIII) (Sullender et al., 2000).

cito tm Ectodominio externo
A NH2| - CCCC J COOH
1 38 66 298
B 164 [:] 176 Regido estritamente conservada
c L CONSERVADA ] VARIAVEL I CONSERVADA ] VARIAVEL ]
1 69 163 199 298

FIGURA VIII: Representacdo esquematica da glicoproteina G.

Nota: (A) estrutura primdria de aa da linhagem A2, sendo: Tm = dominio transmembrana; cito = dominio
interno & membrana citoplasmaética; CCCC = quatro residuos de cisteina (C173 C176 C182 C186)
conservados em todas as amostras. (B) Regido de 13 aa estritamente conservada nas amostras de
VRSH; (C) Representacao das duas regides variaveis da proteina G intra e intergrupos do VRSH, ricas
em serina e treonina, compreendendo os aa 69-163 e 199-298 e regido conservada compreendendo os

aa 163-199. As regides transmembrana e citoplasmatica, compreendendo os aa 1-69, sdo conservadas.

Fonte: Sullender et al., 2000.
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Estudos mais recentes sobre a interacdo das proteinas F, G e SH,
sugerem que as primeiras formem um complexo na superficie das células infectadas,
porém nao foi encontrada nenhuma evidéncia de que as trés proteinas juntas formem
um complexo. Apesar dos mecanismos que levam a fusdo de membrana em células
infectadas pelo VRSH ainda ndo serem bem entendidos, as associacdes entre as
proteinas F e G encontradas, sugeriram que a proteina G apresenta um papel indireto

no processo de fusdo (Low et al., 2008).

2.6 — Caracterizacao antigénica e molecular

Os primeiros pesquisadores a desvendar as diferencas antigénicas entre
duas amostras (Al e Long) do VRSH foram Coates e Kendrick (1963). Em um estudo
seguinte, Coates et al. (1966), observaram diferencas antigénicas entre outras
amostras virais, Long e CH-18537. A cepa Long foi isolada em 1956 de uma crianca
com pneumonia, enquanto a cepa CH-18537 foi isolada em 1962 de uma criangca com
doenca do trato respiratorio superior. Ambos o0s estudos utilizaram a reacdo de
neutralizacdo com soro de animal hiperimune (coelhos ou cobaios). Nestes estudos
demonstrou-se que a cepa Al ndo era neutralizada com o soro preparado com a
amostra Long ou CH-18537, sugerindo assim que diferentes variantes poderiam estar
circulando simultaneamente na mesma populacédo (Coates et al., 1966; Wulff et al.,

1964).

Com o surgimento dos anticorpos monoclonais (Mabs) essas diferencas
antigénicas mostraram-se mais definidas. Esta variabilidade antigénica pode ser
visualizada pelas diferengas de titulos de anticorpos neutralizantes, que podem ser
maiores na ordem de até quatro vezes quando testado em amostras do mesmo grupo.

Foram testados MAbs para as proteinas P e N e as glicoproteinas F e G. Foram os
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trabalhos de Anderson e colaboradores (1985) e Mufson e colaboradores (1985)
entretanto, que estabeleceram a divisdo do VRSH em grupos antigénicos (A e B) com
base na reatividade com um painel de MADbs classificando as amostras A2 e Long
como pertencentes ao subgrupo A e CH-18537 e SW8/60 ao subgrupo B as principais
diferencas encontradas entre os isolados foram observadas na glicoproteina G

(Anderson et al., 1985; Mufson et al., 1985).

Estudos posteriores demonstraram que os dois subgrupos apresentam
aproximadamente 25% de homologia. Alguns trabalhos mostraram que o dimorfismo
antigénico entre os grupos A e B é maior na glicoproteina G, com uma correlacdo
antigénica de 1% a 7%, conferindo vantagem para o virus em termos da evasao de
uma resposta imune pré-existente, enquanto que a proteina F apresenta uma
correlacdo antigénica de aproximadamente 50% entre os grupos. Criancas em tenra
idade parecem ndo montar uma resposta imunoldgica vigorosa contra a glicoproteina G

(Queiroz et al., 2002).

Posteriormente, outros estudos demonstraram haver diferencas
antigénicas dentro de cada um dos grupos possibilitando a divisdo em subgrupos. A
principio, foram identificados sete subgrupos do tipo A (Al a A7) e trés do tipo B (B1 a
B3). Hall e colaboradores descreveram posteriormente mais um subgrupo dentro do

grupo B (B4) (Anderson et al., 1991; Hall et al., 1990).

Os estudos de variabilidade antigénica foram complementados por
estudos de variabilidade genética, que corroboraram a ocorréncia dos dois grupos e
abriram novos horizontes no sentido de proporcionar um melhor entendimento com
relacdo a circulacédo e evolugdo do VRSH (Cane et al., 1999; Sullender et al., 2000).
Novas metodologias foram aplicadas para o melhor esclarecimento da variabilidade

genética, dentre as quais, a hibridacdo de &cidos nucléicos, a reacdo em cadeia por
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polimerase (PCR), andlise da sequéncia de nts e outros. Todos os estudos de
variabilidade genética do VRSH usaram as amostras virais Long e A2 identificadas
pelos MAbs como grupo A e a amostra CH-18537 identificada como grupo B. De
acordo com os trabalhos citados acima, os grupos A e B apresentam, entre si, 33% de

divergéncia na sequéncia de nts da proteina G e 47% dos aa.

Desde a confirmacéo da existéncia dos dois grupos antigénicos do VRSH,
investigacdes tém sido realizadas no intuito de demonstrar variantes antigénicas dentro
de cada grupo e sua relacdo com a gravidade da doenca e também a alta incidéncia
das re-infeccbes causada por este virus (Sullender et al., 2000; Valdivia et al., 1999).
Estudos relataram que a divergéncia entre os aa da proteina G dentro de um mesmo

grupo pode ser de até 20% (Sullender et al., 2000).

Foram realizados também estudos comparando as sequencias dos genes
NS1, SH e N, porém a variacdo € bem menor. A similaridade de nts e aa encontrados
foi 72% e 76% para 0 gene SH, 83% e 87% para 0 gene NS1 e 86% e 96% para o

gene N (Johnson et al., 1987).

Véarios estudos baseados apenas nas propriedades antigénicas foram
realizados no sentido de elucidar o padrédo de circulacdo o que possibilitou algumas
conclusdes: a co-circulacdo dos grupos durante os surtos e a variacdo do padrdo de
circulacdo de subgrupos em diferentes comunidades durante o mesmo periodo
(Anderson et al., 1991). O conhecimento da variacdo antigénica e suas implicacfes séo

fundamentais para o desenvolvimento da vacina para o VRSH.

Atualmente, h& descricdo na literatura de mais um genétipo do grupo A
(SAV1), totalizando oito subgrupos e mais trés gendtipos do grupo B (SAB1, SAB2 e

SAB3), totalizando sete subgrupos (“GeneBank”). Mais recentemente foi descrito um
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gendtipo do grupo B (BA) circulando na América do Sul e nordeste da Asia (Nagai et

al., 2004; Scott et al., 2004).

Foram reportadas trés cepas do grupo antigénico B (BA3833/99B,
BA3859/99B e BA4128/99B) isolados no ano de 1999 em Buenos Aires (Argentina).
Estes isolados possuiam uma duplicacdo de 60 nts na regido C-terminal do gene da
glicoproteina G e foi descrito na literatura como subtipo BA (Trento et al., 2003).
Subsequentemente sequéncias da glicoproteina G com a mesma duplicacdo foram
descritas em localidades distintas. (Trento et al., 2006). Esta sequéncia nucleotidica foi
traduzida em um polipeptideo de 315 aa. Esta proteina apresenta caracteristicas
estruturais iguais as proteinas G de outros isolados de VRSH, tais como uma regido de
cisteinas e a presenca de multiplos sitios potenciais para a glicosilacdo da ligacédo O e

N no ectodominio da proteina (Trento et al., 2003).

2.7 — Ciclo replicativo do virus

A macromolécula utilizada como receptor celular para a adsorcdo do
VRSH a célula hospedeira ainda permanece desconhecido. Para o género Morbilivirus,
gue diferentemente dos outros géneros ndo possui atividade de neuraminidase, foi
descoberto que o receptor celular é o CD46. Para os géneros Respirovirus e
Rubalavirus da subfamilia Paromyxovirinae, o receptor celular € uma molécula que
contém acido sialico. Para os Pneumovirus especula-se a possibilidade de que o
receptor também seja uma molécula que ndo possua acido sialico, uma vez que neste
género, assim como nos Morbilivirus, ndo existe a presenca de uma neuraminidase

(Collins et al., 2001; Kingsbury, 2001).

A adsocdo do virus a receptores presentes na superficie da célula

hospedeira € mediada pela glicoproteina G. Um glicosaminoglicano semelhante a
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heparina, composto de uma sequéncia alternada de acido hexurénico e glucosamina,
ou outro ainda nao identificado seriam o0s receptores celulares (Kingsbury,
2001, Techaarpornkul et al., 2002). Entretanto, ainda ndo se pode afirmar que a
interacdo € apenas um passo inicial para a posterior ligacédo do virus a um receptor de
alta afinidade ainda desconhecido (Martinez & Melero, 2000). Malhotra e colaboradores
(2003) observaram em células HEp-2 um aumento da anexina ll, apds a infeccdo do

VRSH, sugerindo o envolvimento desta na adsorcéao.

Apos a ligacao da proteina G, a proteina F promove a fusdo do envelope
viral & membrana celular da célula hospedeira através de um mecanismo no qual se
envolve principalmente a porcao hidrofébica amino-terminal de F1. Este processo
conhecido como “desnudamento” resulta na liberacdo do nucleocapsideo viral dentro

do citoplasma da célula hospedeira (Kingsbury, 2001).

Com o nucleocapsideo liberado, no citoplasma ocorre o inicio do processo
de transcricdo do genoma viral (FIGURA IX). Os genes sao transcritos na diregao 3’ —
5’ a partir de um unico promotor localizado na posi¢ao 3’. De acordo com 0 mecanismo
proposto, a enzima RNA polimerase RNA dependente adere-se a regido “leader” que
se localiza no extremo 3’' do genoma e a transcricdo € iniciada no primeiro nt. Na
juncdo entre a regido “leader” e o primeiro gene, inicia-se a transcricdo por um

mecanismo sequencial de inicio-fim, guiada pelos sinais de inicio (“start signal gene”) e

fim (“end signal gene”).

7

O resultado deste processo € a sintese de uma série de RNAms
subgendmicos. Os RNAmMs parecem ser cOpias exatas dos genes, ndo havendo
evidéncias de modificagcbes como, por exemplo, “splicings” alternativos. Os RNAmMs
transcritos recebem um “cap” na extremidade 5’ e sdo poliadenilados na extremidade 3’

(Collins et al., 2001).
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FIGURA IX: Esquema representativo da replicacdo da particula viral

Fonte adaptada de: Nature reviews, 2006

Além dos dez RNAms produzidos pode-se encontrar,

em menores

guantidades, grandes RNAms poliadenilados. Estes politranscritos sdo gerados pela

transcricdo continua de dois ou mais genes e contém tanto a sequéncia dos genes

quanto & de regido intergénica. Aparentemente, em torno de 5% a 10% das vezes, a

polimerase falha no reconhecimento do sinal de fim do gene e continua sintetizando o

RNAm até encontrar o proximo sinal. O sinal de inicio do gene L localiza-se 68 nts

acima do sinal de fim do gene M2, ndo afetando, todavia, a sintese do RNAmM do gene

M2. Por outro lado, a presenca do sinal de fim do gene M2 dentro do gene L resulta

numa alta frequéncia (aproximadamente 90%) de terminacdo prematura da transcricao

do gene L. O principal produto € um RNAm poliadenilado de 68 nts, sendo o RNAm do

gene L menos abundante. Possivelmente, assim como para os politranscritos, 0 RNAm
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completo do gene L € gerado quando a polimerase falha em reconhecer o sinal de fim

do gene M2 (Collins et al., 2001).

A quantidade de cada RNAm diminui com a distancia do gene ao
promotor, possivelmente pelo desligamento da polimerase durante a transcricao
sequencial. Este mecanismo regulatério possibilita aos virus fazer uso eficiente da
maquinaria traducional da célula. Um nucleocapsideo contém cerca de cem vezes mais

proteina N, na sua estrutura, do que proteina L (Kingsbury, 2001).

Além da transcricdo e traducao das proteinas, outro passo importante é a
replicacdo do genoma que produz moldes adicionais do genoma para transcricdo e
replicacdo e fornece genomas em grande quantidade para serem incorporados nas
novas particulas virais. A producdo da fita complementar de RNA positivo (+ssRNA),
gue servira de molde para gerar copias do genoma viral de polaridade negativa (-
ssRNA), requer que a maquinaria de produ¢cdao de RNA entre num modo de “anti-
terminacao”, ignorando todos os sinais de inicio e fim presente entre 0s genes e entre a

sequéncia “leader” e o gene NS1 (Kingsbury, 2001).

A maturacdo do virus ocorre, num primeiro passo, com a montagem do
nucleocapsideo pela combinacdo da proteina N com o RNA gendmico seguida da
adicdo das proteinas P e L. A montagem do envelope ocorre com as glicoproteinas
virais, modificadas pés-traducionalmente por glicosilacdo durante seu transporte
através do reticulo endoplasmatico e do complexo de Golgi, ocupando o lugar das
proteinas celulares na membrana plasmatica (Kingsbury, 2001). Em seguida, as
proteinas da matriz se agregam na porcéo interna do envelope nascente. Finalmente, o
capsideo alcanca a superficie e ocorre o brotamento do mesmo, levando consigo uma
por¢cdo da membrana plasmética, num processo inverso ao da penetragdo por fusdo

(FIGURA X) (Kingsbury, 2001). Os antigenos virais podem ser detectados 9 horas ap6s
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infeccdo em cultura de células e o virus infeccioso entre 11 e 13 horas (Ogra et al.,

2004).

FIGURA X: Eletromicrografia da particula viral do VRSH na membrana da célula

hospedeira.
Fonte: Wadsworth Center, 2011.

2.8 — Patogénese

O VRSH pode acometer todas as faixas etarias. O Virus atinge o trato
respiratério através do contato proximo entre pessoas infectadas sendo que a
transmissdo da infeccdo ocorre através de aerossois produzidos por tosse, espirro,
contato com superficies e objetos contaminados ou, mais frequentemente, por fomites,
sendo um importante agente de infeccdo nosocomial. A infec¢éo ocorre quando o virus
penetra no organismo através da membrana mucosa dos olhos, boca e nariz (Hall et

al., 1975; Santos, 2008).

O tempo de sobrevida do VRSH nas maos é de aproximadamente 1 hora,

no entanto, em superficies duras e nao porosas (estetoscopio), pode durar até 24
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horas. O periodo de incubacédo € de quatro a cinco dias. Na fase inicial da infeccéo, o
virus é replicado na nasofaringe, atingindo titulos de 104 — 106 TCIDso/ml na secrecéo
nasal em criancas e titulos um pouco mais baixos em adultos. Criancas excretam o
VRSH por uma média de nove dias, enquanto adultos excretam durante um a dois dias.
Algumas criancas podem excretar o virus por mais de trés semanas ap0s o surgimento

da doenca (Falsey et al., 2000; Santos, 2008).

O virus é replicado primariamente na camada superficial do epitélio
respiratorio. Ele também infecta macrofagos e mondcitos e parece interferir em
algumas de suas funcdes. A disseminacédo viral do trato respiratorio superior para o
inferior envolve aspiracdo da secre¢do ou propagacao via epitélio respiratério. O virus
também pode se propagar de célula para célula por fusdo, sem emergir no meio
extracelular; contudo, a importancia desse mecanismo “in vivo” ainda ndo esta clara

(Santos, 2008).

Durante a infeccdo as células epiteliais ciliadas sao destruidas, e necrose
bronquiolar é observada nos casos mais graves. A necrose dos bronquios e
bronquiolos induz a formacéo de tampdes de muco e fibrina, juntamente com material

necrotico, nas vias aéreas mais estreitas (Santos, 2008).

Embora o VRSH seja pneumotrépico, ele ndo fica restrito a esse sitio. Em
diversos casos fatais de infeccdo em adultos e criancas imunocomprometidos, foi
observado que o virus se disseminou para outros 6rgaos, incluindo figado, rins e

miocardio (Santos, 2008).

O VRSH caracteriza-se fundamentalmente por seu carater sazonal

predominante no inverno e inicio da primavera, com duragéo variavel de quatro a seis
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meses dependendo das caracteristicas climéaticas de cada Pais ou regido (Ogra et al.,

2004).

2.9 - Aspectos Clinicos

As infeccdes respiratorios agudas (IRAs) tém sido as causas principais de
morbidade e mortalidade em criancas de até cinco anos de idade em todo mundo,

sendo consideravelmente maior em paises em desenvolvimento (Law et al., 2002).

O VRSH pode causar diversos quadros de doencas das vias aéreas,
desde resfriado comum até pneumonia. As primeiras manifestacdes clinicas séo tipicas
de um resfriado comum, com secrecdo nasal clara, tosse moderada, febre baixa e,
algumas vezes sibilancia, geralmente evoluindo para a recuperacédo no periodo de uma
a trés semanas. A tosse € um dos sintomas mais comuns, e cerca de 90 a 97% dos
pacientes sdo acometidos e também podem aparecer sintomas como diminui¢cdo do
apetite, além da ocorréncia de complicagcdes como otite média e sinusite (Winther et al.,
2002). Embora a temperatura corporal ocasionalmente alcance 39 a 40°C sao, via de
regra, mais baixas dos que as observadas nas infec¢des do virus da Influenza (Falsey

e Walsh, 2000; Polak et al., 2004).

Durante os primeiros anos de vida, o VRSH esta associado a bronquiolite
€ a pneumonia, com maior ocorréncia entre seis semanas de vida e nove meses e com
pico de incidéncia entre dois e sete meses, periodo que ha diminuicdo dos titulos de
anticorpos maternais (Gupta et al., 2011, Salomao Junior et al., 2011). Apds a infeccao
natural, a protecdo contra re-infeccbes é de curta duracdo e as re-infec¢bes séo
frequentemente observadas em criancas menores de dois anos. Re-infecgbes em

adultos também ocorrem, porém com sinais clinicos mais brandos (Silva et al., 2009).
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Além de induzir episodios agudos de chiados, particularmente bronquiolite
nos dois primeiros anos de vida, as infeccbes por VRSH tém sido entendidas como
fatores de risco importantes para o desenvolvimento subsequente de asma e
sensibilizacdo a alérgenos inalantes, principalmente em individuos com predisposi¢ao
genética para atopia e asma (Camara et al., 2004; Ogra et al., 2004; Welliver et al.,

2003).

N&o existem estimativas exatas sobre as taxas de letalidade, mas estudos
indicam que em torno de 0,5% a 1,0% das infec¢des resultam em morte em criancas
hospitalizadas em paises desenvolvidos (Nyati et al., 2002; Ogra et al., 2004). Estudos
demonstram que a letalidade € maior em criancas que apresentam antecedentes que

predispde a doenca mais grave (Nyati et al., 2002; Shay et al., 2001).

As formas mais graves de doenca do trato respiratério inferior envolvem
infiltrado peribronquiolar de células mononucleares acompanhado de edema da
submucosa e broncorréia (expectoracdo abundante), levando a obstrucdo bronquiolar

(FIGURA XI) (Santos, 2008).

A migracdo do virus do trato respiratério superior ao trato respiratorio
inferior provavelmente envolve a aspiracdo de secre¢des ou migracdo via epitélio
respiratorio. A bronquiolite resulta da destruicdo do epitélio bronquiolar, inflamacéo
peribronquiolar, edemas dos tecidos das vias aéreas e producédo de muco. A obstrucéo
das vias aéreas pode resultar também em enfisema e colapso da porcdo distal do

pulméo (Polak et al., 2004).

Pacientes prematuros, idosos, com cardiopatias congénitas, portadores

de leucemia, imunocomprometidos, tais como receptores de transplantes e pacientes
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portadores de HIV, podem evoluir para um quadro clinico mais grave, dependendo

muito da magnitude da imunodepresséo (Figueiredo, 2009).

FIGURA XI: Histologia do bronquiolo normal e da obstruc&o bronquiolar provocada

pelo VRSH.
Fonte: Sistema Nervoso, 2004/2005.

2.9.1 - Pneumonia adquirida na comunidade (PAC)

Como definicdo, a pneumonia € uma infeccdo aguda do parénquima
pulmonar, distal as vias aéreas de conduc¢éo e envolvendo os bronquiolos respiratorios
e as unidades alveolares. Se expressa clinicamente por febre ou hipotermia, calafrios,
sudorese, dispnéia e tosse de inicio recente, acompanhada ou ndo de expectoragéo,
ou alteracdo da coloracdo das secrecdes respiratorias em doentes com tosse cronica,
associados a uma sindrome esteto-acustico de condensacao (Bartholo et al., 2009,
Figueiredo et al., 2009). O seu diagndstico é baseado na presenca de sinais e sintomas
citados anteriormente e pela demonstragdo radioldégica de um infiltrado pulmonar
(FIGURA XII) (Halm et al., 2002). A dosagem de PCR tem sido utilizada na tentativa de

diferenciar a etiologia da infeccdo sendo que dosagens acima de 40mg/dL sé&o
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usualmente sugestivas de infeccdo bacteriana, porém o diagnéstico definitivo se da

pelo resultado da cultura bacteriana (Dniniz et al., 2005; Shin et al., 2009).

FIGURA XII: Quadro classico radiolégico de PAC com infiltrado presente no lobo

superior direito do paciente.

Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2006

Entre as infeccbes respiratdrias agudas do trato respiratério inferior, a
PAC é a principal causa de morbidade e mortalidade infantil, especialmente em paises
em desenvolvimento, requerendo um grande consumo de recursos econdmicos e
sociais. Nos EUA contribui para 1,7 milhdes de adimissdes hospitalares e € a mais
comum causa de morte associada a doencas infecciosas (Bartholo et al., 2009;
Niederman et al., 2007), principalmente as que acometem a faixa etaria inferior aos

cinco anos de idade (Mclintosh, 2002).

A incidéncia anual de pneumonias em criancas menores de cinco anos é
de 30 a 40 casos por 1.000 habitantes na Europa e na América do Norte e, nos paises
em desenvolvimento, as pneumonias na infancia apresentam-se de forma mais grave
causando maior mortalidade (McIntosh, 2002). O Fundo para as Nag¢0es Unidas para a

Infancia (UNICEF) estima que mais de trés milhdes de criancas morram de pneumonia
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a cada ano, predominantemente nos paises em desenvolvimento (Rodrigues et al.,
2002). No Brasil, as pneumopatias agudas sédo responsaveis por 11% das mortes em
criancas com idade inferior a um ano, e por 13% na faixa etaria entre um e quatro anos

(Rodrigues et al., 2002).

2.9.2 —Pneumonia Viral

O VRSH e o virus da Influenza A sdo os agentes mais comumente
implicados na pneumonia viral, especialmente durante a lactancia, porém, diversos
outros virus estdo associados também como agentes de pneumonia, incluindo o
adenovirus, virus Influenza B, parainfluenza 1, 2 e 3, rinovirus e coronavirus 229E,

OC43 e mais recente 0 Bocavirus (Bartholo et al., 2009, Silva et al., 2010)

Define-se pneumonia viral como aquele acometimento em que ocorre
anormalidade nas trocas gasosas em nivel alveolar, acompanhada por inflamacao do
parénquima pulmonar. O fendmeno inflamatoério do pulméo, comumente, traduz-se em
anormalidades de imagem detectaveis por radiografia. Nas pneumonias virais, 0s
qguadros clinicos sdo muito variaveis, dependendo do agente infectante, bem como da

idade e do estado imune do hospedeiro (Figueiredo et al., 2009).

Por outro lado, além da pneumonia primaria, 0s virus, ao lesarem a
mucosa do trato respiratério, prejudicam seus mecanismos locais de defesa,
favorecendo assim o surgimento de pneumonias bacterianas secundarias. Além disso,
algumas doencas crbnicas, a insuficiéncia cardiaca e mesmo a gravidez tém sido
descritas como associadas a um maior risco de pneumonias causadas por virus

(Treanor, 2002).

Estudos sobre a patogénese da pneumonia por influenza mostram que o

virus, em casos de diferentes gravidades, acomete pneumadcitos como alvo primario,
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com dano alveolar difuso. A submucosa apresenta-se hiperémica, com hemorragias
focais, edema e infiltrado celular associado ao processo intra-alveolar, contendo
neutrofilos, células mononucleares com fibrina e fluido edematoso. Em uma fase mais
avancada da infeccdo, ocorre organizacdo fibrocelular intra-alveolar (bronquiolite
obliterante com pneumonia em organizacdo) com presenca de histiocitos e
pneumdacitos multinucleados (Ng et al.,, 2006). Com relacdo ao VRSH tem sido
observada intensa replicacéo viral local, resposta pro-inflamatoria exacerbada e um alto

nivel de ativacao das células T (Buchholz et al., 2009).

N&o existem critérios clinicos em pacientes com pneumonia que sugiram,
com absoluta seguranca, a etiologia viral. Além disso, existem dificuldades no
diagnéstico etioldgico geral das pneumonias e, particularmente, no daquelas por virus,
0 que limita o conhecimento sobre essas doencas e sobre seus agentes causadores
(Figueiredo et al., 2009). Quadros clinicos de maior gravidade também tém sido
associados a elevadas cargas virais. Inversamente, anticorpos neutralizantes parecem

exercer um efeito protetor contra as formas graves (Borges et al., 2007).

2.9.3 — Populacao de risco para infeccao pelo VRSH

Vérios fatores de risco contribuem para o aumento da incidéncia e/ou da
gravidade das pneumonias virais em criancas como fatores demogréaficos (sexo, idade),
socioeconémicos (renda familiar, educacao dos pais), ambientais (poluicdo atmosférica
e intradomiciliar, aglomeracdo), nutricionais (baixo peso ao nascer, desnutri¢cdo,

desmame precoce e deficiéncia de vitamina A), dentre outros (Bohland et al., 1999).

Algumas caracteristicas especiais como sazonalidade, imunidade n&o
permanente, presenca de dois sorotipos diferentes e auséncia de anticorpos

especificos fazem com que 0 VRSH esteja associado a doenga de maior morbidade em
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populacdes de alto risco. Nesse sentido é fundamental que sejam instituidas medidas
profilaticas. Atualmente, a Academia Americana de Pediatria entende como populacéo
de risco os prematuros, os infantes com doenca pulmonar crbnica associada a
prematuridade (anteriormente chamada de Displasia Bronco-Pulmonar), as
cardiopatias congénitas, os portadores de doencas neuromusculares e pacientes com

imunodeficiéncia (Committee of Infectious Disease, 2003).

O QUADRO Il apresenta a populacédo que € considerada de risco, devido
a sua maior susceptibilidade a doencas respiratérias, e 0s mecanismos fisiopatolégicos

envolvidos na sua génese.

QUADRQO II: Mecanismos Fisioldgicos envolvidos na populacao de risco para o VRSH.

Fatores de Risco Consequéncias

Prematuros Aparelho respiratorio imaturo

Baixos niveis de anticorpos maternos

Doencga Pulmonar Crbnica Leséo da arvore brénquica

(Displasia broncopulmonar) Funcéo pulmonar reduzida

Comprometimento da circulagcdo pulmonar
Cardiopatia Congénita Hipertenséo pulmonar

Fluxo sanguineo pulmonar aumentado

Doencas Neuromusculares Diminuicdo da capacidade muscular respiratoria
funcional
Imunodeficiéncia Mecanismos imunes inatos e adquiridos
inadequados

Fonte adaptada de: Sociedade Brasileira de Pediatria, 2010.

2.10 — Epidemiologia

O VRSH é o agente etiologico mais prevalente nas infec¢des respiratorias
da infancia. Virtualmente todas as criancas séo infectadas por este agente até os dois
anos de idade. A maioria das infec¢des € sintomatica e segundo dados da Organizacao
Mundial de Saude (OMS) (setembro de 2009) o VRSH possui uma distribuicdo mundial
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amplamente difundida, principalmente em paises industrializados em desenvolvimento,
como o Brasil. Apenas nos EUA séo reportados anualmente 125.000 casos de infec¢céo
respiratoria pelo VRSH. Mundialmente sao estimados 64 milhdes de casos de infeccéo
pelo VRSH, com aproximadamente 160.000 mortes por ano em decorréncia de

complicacbes causadas pela infec¢cdo (WHO, 2009).

2.10.1 — Na América Latina

A ocorréncia do VRSH na América Latina € comparavel ao observado em
paises desenvolvidos. Os estudos revelam uma prevaléncia elevada de infeccdes
respiratorias baixas nos primeiros dois anos de idade ocasionada pelo VRSH (Law et

al., 2002). A Tabela Il apresenta alguns estudos e suas respectivas prevaléncias.

TABELA IlI: Estudos de prevaléncia do VRSH na América Latina.

Autor, ano Pais Amostra Periodo Populagao estudada | Prevaléncia
VRSH (%)
Avedafo, 2003 Chile 531 Abr — out, < 2 anos com ITRB — 52,7
2003 consultas/admissdes

Baumeister, Argentina 254 2002 < 2 anos com ITRB — 445
2003 hospitalizacbes

Calvillo, 2001 México 98 1989 — 1997 < 2 anos com 6bitos 30,0
por pneumonia

Carballal, 2001 | Argentina 1.278 1993 — 1994 <5 anos com ITRB — 25,3
hospitalizacbes

Carballal, 2000 | Argentina 1.304 1990 - 1996 <2 anos com ITRB — 26,9
hospitalizacbes

* ITRB = Infeccéo do trato respiratorio baixo

Fonte adaptada de: Sociedade Brasileira de Pediatria, 2010

Avedano e colaboradores estudaram 16.947 criancas menores de dois
anos de idade, atendidas em ambulatérios, unidades de emergéncia ou hospitalizadas.
Os autores verificaram que durante o periodo considerado de maior probabilidade de

infeccdo do VRSH no Chile, foram internadas 531 criangas devido a infeccdo do trato
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respiratorio baixo (ITRB), sendo que o VRSH foi identificado como o agente etiologico

em 52,7% destes casos (Avedafio et al., 2003).

Na Argentina, Baumeister e colaboradores publicaram em 2003 um
estudo com 254 criancas hospitalizadas por ITRB. Em 113 casos (44,5%) o agente
etiolégico foi o VRSH (Baumeister et al., 2003). No mesmo pais, Carballal e
colaboradores, estudaram 1278 criancas com menos de 5 anos de idade, internadas
por ITRB. Destas, 74% eram menores de um ano. Em 25,3% dos casos o0 VRSH foi o
agente etiolégico responsavel. Este achado correspondeu a 78,2% de todos os casos
com etiologia viral comprovada (Carballal et al., 2001). Os estudos na América Latina
revelam uma incidéncia situada entre 25,3 e 44,5% (Avedafo et al., 2003; Bedoya et

al., 1996; Calvillo et al., 2001; Carballal et al., 2000).

2.10.2 — No Brasil

No Brasil, a prevaléncia do VRSH varia de 21 a 67,8%. As variacées dos
achados dependem da regido estudada, populacdo e metodologia empregada. Cox e
colaboradores publicaram dados de estudo prospectivos durante o ano de 1991 no
interior de Sao Paulo em criancas de zero a 24 meses. O resultado mostrou que toda a
populacao estudada possuia niveis de anticorpos anti-VRSH, do tipo 1gG, ao final de 24
meses de vida. Neste estudo, os niveis de anticorpos no corddo umbilical estédo
elevados, diminuindo nos primeiros meses. O aumento inicia a ocorrer a partir do oitavo

més de vida por exposi¢cdo ao VRSH (Cox et al., 1998).

O estudo realizado por Vieira e colaboradores, na cidade de Sao Paulo,
no periodo de marco de 1995 até marco de 1996, em menores de 15 anos, revelou
uma prevaléncia de 55% de VRSH em criancas menores de um ano. Estes dados

foram obtidos através da analise do aspirado de nasofaringe no momento da
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internacdo hospitalar (Vieira et al., 2001). Em outro relato envolvendo recém-nascidos
internados por bronquiolite e/ou pneumonia, Vieira encontrou uma prevaléncia de

44,4% de VRSH (Vieira et al., 2002; Straliotto et al., 2002).

Em Porto Alegre (RS), em dois estudos publicados por Straliotto e
colaboradores, no periodo de 1990 até 1995 e no ano de 1998, revelaram que a
presenca do VRSH foi a infeccéo respiratoria mais frequente em menores de um ano
de idade, com uma prevaléncia geral de 26% (Straliotto et al., 2001). Pitrez e
colaboradores, em Porto Alegre, encontraram em criangas com bronquiolite aguda com

menos de 6 meses de idade, a prevaléncia de 94,3% para VRSH (Pitrez et al., 2005).

Moura e colaboradores avaliaram a um segmento populacional da cidade
de Salvador (BA) com idade inferior a 5 anos com doenca respiratéria aguda, de janeiro
a dezembro de 1998. A investigacdo revelou que a maior prevaléncia de VRSH, em
infeccdes respiratdrias baixas, foi em pacientes menores de um ano de idade, atingindo

60% dos casos (Moura et al., 2003).

Na cidade de Vitoria (ES), a prevaléncia do VRSH no primeiro ano de vida
chega a 60%, conforme relatado por Checon e colaboradores (2002). Nao obstante,
como pode ser observada, a prevaléncia do VRSH no Brasil € muito elevada nas
infeccbes respiratérias do trato respiratorio baixo, principalmente nos pacientes
menores de um ano de vida. Nesta populacdo, a prevaléncia é superior a 50% dos
casos. O VRSH também € o agente responsavel pela maioria das internacdes em

unidades neonatais em casos de infecgdes respiratorias (Vieira et al., 2003).

Recentemente, Salom&o Junior e colaboradores indicaram a alta
prevaléncia da infeccdo do VRSH em pacientes pediatricos. Foram investigados

pacientes hospitalizados no estado de Sao Paulo com ITRB (Saloméo Junior et al.,
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2011). No mesmo ano, de Paulis e colaboradores, no estado de Sao Paulo, detectaram
em pacientes hospitalizados oito espécies de virus respiratorios, e entdo, estes
resultados foram correlacionados com o tempo de hospitalizacdo e a necessidade de
ventilacdo mecéanica. Os resultados apontaram que a coinfeccao viral ndo interferiu no

prognostico do paciente (de Paulis et al., 2011).

A FIGURA XIllI apresenta dados provenientes do DATASUS que séo
referentes a internacdo por pneumonia, de todas as etiologias, na cidade de Belém,
nos anos de 2004 a 2007, onde se observa que do més de janeiro ao més de junho ha
um aumento no numero de casos na cidade, periodo semelhante ao descrito por

Santos (2006) na regido em pacientes ambulatoriais positivos para o VRSH.

N° Internacdes
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FIGURA XIII: Admisséo Hospitalar — SUS: Dados de internagé&o por pneumonia, de

todas as etiologias, na cidade de Belém, segundo faixa etaria.
Fonte: DATASUS, 2008.
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2.10.3 — Dos subtipos virais

Independentemente da sazonalidade, a gravidade da doenca no trato
respiratorio pode variar a cada surto. Flutuacfes no grupo e cepas circulantes podem

contribuir para a variagao da gravidade anual de cada surto (Hall et al., 1990).

O padrdao de circulacdo dos tipos virais A e B aparece com grande
variacdo de acordo com a regido e com o ano. Varios estudos demonstram que os dois
subtipos tém circulado concomitantemente em muitas epidemias em diversas regides
do mundo, com predominancia de um deles. Ha também variantes dos grupos A e B

circulando concomitantemente (Stensballe et al., 2003).

Os dados disponiveis na literatura sao por vezes conflitantes, nao ficando
clara a existéncia ou ndo de diferencas de patogenicidade entre os grupos (Santos,
2008). ApdGs a descoberta que o VRSH apresentava dois grupos antigénicos, passou-
se a especular se haveria influéncia dos tipos de virus na gravidade da doenca. Alguns
estudos concluiram que as infeccbes pelo tipo A resultam em doencas mais graves
(Falsey et al., 1997; Hall et al., 1990), por outro lado, outros autores descrevem maior
gravidade em criancas infectadas pelo grupo B (Zelaya et al., 1994; Hornsleth et al.,
1998). Outros estudos ndo encontraram relacdo de maior ou menor gravidade da
doenca com o tipo do virus, mas sim com a quantidade da carga viral presente na

secrecdo (Buckingham et al., 2000; Vieira et al., 2001)

Com base nos dados de sequéncias de nt dos genes G e F do VRSH, foi
identificada a circulagdo dos subgrupos A e B e 0s genotipos GA2, GA5 e SSAl
(subgrupo A) (Botosso et al., 2009). O gendtipo SAAL foi identificado pela primeira vez

no sul da Africa (Venter et al., 2001). Os gendtipos GA2 e GA5 predominantes durante
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0 periodo estudado, e a ocorréncia destes foi observada também em paises vizinhos

ao Brasil, como Argentina e Uruguai (Frabasile et al., 2003; Galiano et al., 2005).

As sequéncias analisadas como pertencentes ao subgrupo B foram
identificadas em trés gendtipos distintos dentro desse subgrupo, notadamente GB3
(SAB3) e BA (BAIIl). O gendtipo do subgrupo B identificado como BA foi isolado pela
primeira vez na Argentina, tendo como principal caracteristica deste gendtipo a

duplicacdo de 60 nts na posicao apos o residuo 792 do gene G (Trento et al., 2003).

No Brasil, nas cidades de Porto Alegre e Ribeirdo Preto, revelaram
padrées de circulacdo do VRSH e co-circulacdo de ambos o0s subgrupos com
alternéancia de predominancia dos subgrupos A e B de ano para ano (Cintra et al.,
2001; Straliotto et al., 2001). Na cidade de Salvador, analises filogenéticas revelaram a
presenca dos dois subgrupos e os gendtipos GA2, GA5 e GA7 (subgrupo A), SAB3 e

GB3 (subgrupo B) circulantes no Brasil (Botosso et al., 2009; Moura et al., 2004).

Na cidade de Belém (PA), entre janeiro de 2000 a maio de 2006, foram
diagnosticados 153 casos de infeccdo respiratéria aguda, em amostras de pacientes
ambulatoriais, associados ao VRSH. A maioria dos casos (90,19%) tinha idade igual ou
inferior a quatro anos e o periodo de maior ocorréncia concentrou-se nos seis primeiros
meses do ano, com predominancia nos meses de abril e maio, sendo que no ano de
2001 foi observado um segundo pico de atividade, nos meses de setembro e outubro.
Este estudo revelou também, a co-circulagcéo dos virus A e B nos anos de 2001 e 2003,

com predominancia do subgrupo B em ambos os anos (Santos, 2006).
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2.11 - Diagnadstico

O diagnostico efetivo das infeccdes respiratorias virais, bem como o
reconhecimento e entendimento dos beneficios e limitacbes dos testes laboratoriais
Sdo essenciais para evitar o uso desnecessario de antibidticos e evitar infeccbes
nosocomiais, nas quais o VRSH apresenta-se frequentemente envolvido (Henrickson et

al., 2007).

Os espécimes clinicos de escolha sao, geralmente, swab nasal e aspirado
de nasofaringe, devendo ser transportados em gelo e mantidos a 4°C até o
processamento, ja que o congelamento pode gerar perda da infecciosidade (Santos,

2008).

2.11.1 - Isolamento Viral

Para otimizacdo no diagnostico das infec¢des respiratdrias virais agudas,
varias técnicas viroldgicas necessitam ser empregadas. Um dos métodos diagndsticos
mais utilizados para detec¢do do VRSH é o isolamento viral em culturas celulares. Esta
técnica permite a “multiplicacdo” de pequenas quantidades de virus que estdo
presentes na amostra. A presenca do virus é observada pelo aparecimento do efeito

citopatogénico (ECP) visivel ao microscopio 6ptico (Santos, 2008).

7

Este método € considerado o teste padrdo ouro para o diagndéstico do
VRSH, que cresce em uma variedade de linhagens celulares, porém é mais bem
cultivado em células epiteliais humanas, tais como a HEp-2 (carcinoma epitelial de
laringe humana) e HelLa (carcinoma epitelial de cervix humano). Outras linhagens como
Vero (derivada de rim de macaco verde) e fibroblastos humanos também sé&o Uteis para

o isolamento, porém néo sao tao sensiveis quanto as linhagens epiteliais humanas. A
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linhagem celular considerada mais eficiente para o isolamento e propagacao do VRSH

€ a HEp-2 (Santos, 2008).

O aparecimento do ECP, ou seja, a formacdo de células gigantes e
sincicios resultante da fusdo de células (FIGURA XIV), ocorre em geral de 3 a 7 dias
ou mais da inoculacao do virus (van Elden et al., 2002). Embora o virus cres¢ca em uma
variedade de linhagens celulares, o ECP e o titulo viral dependem da cepa viral e das
condicées das células. Titulos maiores que 10’ PFU/mI s&o dificeis de serem obtidos,
principalmente em amostras isoladas de adultos, jA& que a excrecdo neste grupo é
considerada baixa (at¢ 10° PFU/mI) e de curta duracdo (3 a 4 dias). Por isso, a
sensibilidade do isolamento viral nesta faixa € menor que em criancas, visto que a
excrecdo do virus é maior (10° PFU/mI) e com uma duracdo de 21 dias em criancas

hospitalizadas com comprometimento do trato respiratorio inferior (Santos, 2008).

FIGURA XIV: Cultivo de células HEp-2 infectado pelo VRSH
Fonte: Flickr, 2011.
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Vérios fatores podem interferir, entretanto, na eficacia do isolamento,
destacando-se, por exemplo, as condi¢cdes de coleta e o manuseio das amostras. O
VRSH é um virus termolabel, necessitando de condicfes adequadas para o transporte,
tais como rapidez (entre uma e duas horas apds a coleta) e refrigeracdo (4°C), pois a
infectividade do virus na amostra clinica pode cair rapidamente a temperatura ambiente
(Falsey e Walsh, 2000). Alguns trabalhos sugerem que as amostras virais devem
permanecer a 4°C de 3 a 5 horas e depois devem ser estocadas a -70°C, podendo,

desta forma, as amostras permanecerem viaveis (Kellogg et al., 1991, Santos, 2008).

Outro fator que pode interferir no isolamento viral € a presenca de
bactérias ou enterovirus, diminuindo ou até mesmo anulando o ECP produzido pelo
VRSH (Kellogg et al., 1991). Atualmente a cultura que apresenta ECP para o VRSH é
confirmada por imunofluorescéncia com anticorpos monoclonais (van Elden et al.,

2002).

2.11.2 — Imunofluorescéncia (IF)

A técnica de IF é largamente utilizada para a deteccdo do VRSH em
células epiteliais de nasofaringe ou para a confirmacéo do isolamento viral em cultura.
Este teste € um método rapido e de facil execucédo quando comparado ao isolamento, o
gue resulta em menor tempo de trabalho, porém requer técnico bem treinado para a
leitura, ja que se pode ter inespecificidade devido a presenca de muco na amostra
(Santos, 2008, Tristam & Weliver, 1996). A FIGURA XV apresenta um resultado

positivo para pesquisa de VRSH.

Os padrées de fluorescéncia observados dependem dos anticorpos
monoclonais utilizados: contra as glicoproteinas de superficie (G e F) apresentam um

padréao de fluorescéncia de membrana, enquanto que monoclonais contra proteinas do
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nucleocapsideo (N e P) apresentam padréo citoplasmatico de fluorescéncia (Tristam e

Weliver, 1996).

FIGURA XV: Teste de imunofluorescéncia positivo para VRSH

Fonte: Centers for Disease Control and Prevention, 2011.

A qualidade da amostra clinica deve ser levada em consideracao,
contendo um bom numero de células, por isso a coleta deve ser realizada por técnico
treinado, além de ter um transporte e um processamento adequados para que as

células ndo sejam destruidas (Tristam & Weliver, 1996).

2.11.3 - RT-PCR

Os métodos de diagndstico molecular como a RT-PCR (reacdo em cadeia
por polimerase apds transcricdo reversa) e hibridacdo também sdo muito utilizadas
neste diagndstico, principalmente quando a quantidade e o periodo de excrecdo sao

pequenos (Ong et al., 2001).

E uma técnica de amplificacdo usada para sintetizar, in vitro, sequéncias
especificas de DNA. Inicialmente o RNA alvo é isolado de tecidos, fluidos do paciente

ou de cultura de células infectadas, em seguida este é convertido de DNA
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complementar (cDNA) por transcricdo reversa antes de comecar o0 processo de

amplificacdo. A partir desta etapa o DNA é amplificado enzimaticamente através da

PCR (Santos, 2008) (FIGURA XVI).
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FIGURA XVI. Esquema representativo das etapas da RT-PCR.
Fonte: Blogspot, 2011

O produto amplificado € denominado de “amplicon”, e este pode ser
detectado por hibridizagdo com sondas especificas ou visualizado apoés eletroforese e

coloragdo do gel (Santos, 2008) (FIGURA XVII).
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FIGURA XVII: Exemplo da detec¢céo do VRSH pela RT-PCR com visualizacdo em gel

de agarose.

Nota: (M) Peso molecular; (1) e (2) controles positivos; (3) e (4) amostras negativas; (5) e (6) amostras positivas e
(7) controle negativo.
Fonte: Scielo, 2011

2.11.4 - PCR em tempo real

A reacdo de PCR em tempo real oferece a habilidade de monitorar o
progresso da reagcdo no momento que ela esta ocorrendo de modo que nao €
necessario o ensaio poés-analitico da PCR convencional (eletroforese em gel de
agarose). Neste método a reacdo € caracterizada pelo ponto no tempo dentro de um
ciclo, no qual a amplificacdo do DNA alvo é primeiramente detectada (FIGURA XVIII).
Desta maneira quanto mais cedo for observado o inicio da amplificacdo do DNA alvo,
maior sera o nivel de fluorescéncia detectado e, consequentemente, o nimero de

cOpias detectadas sera maior em uma proporc¢ao direta (Low et al., 2008).
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FIGURA XVIII: Esquema demonstrativo da PCR em tempo real.

Fonte: Memorial University of Newfoundland, 2011

Novos equipamentos de biologia molecular, como a LC-RT-PCR (“Light
Cycler Reverse Transcriptase PCR”), desenvolvido pela Roche Diagnostics, que
mostrou ser altamente especifico e rapido. E uma tecnologia que transfere energia de
ressonancia fluorescente (FRET) para duas sondas de hibridacdo (marcadas com
Fluoroforo). Estas sondas séo continuamente monitoradas no processo de amplificacao
dos “amplicons”, sendo por isso denominada também de PCR em tempo real (Santos,

2008).

Outras quimicas baseadas na técnica de PCR em tempo real tém sido
descritas para a deteccdo gendmica dos virus, como Syber Green, Tag Man, Lux,
Scorpion (Borg et al., 2003; Hu et al., 2003; Van Elden et al., 2003). A PCR em tempo
real diminui a manipulacédo de “amplicons”, € reprodutivel e também pode ser utilizada

para quantificar o acido nucléico (Mackay et al., 2002; Santos, 2008).
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2.11.5 — Teste sorolbdgicos

Quanto aos diagndsticos sorologicos, estes podem ser feitos pelas
reacoes de neutralizacdo e fixacdo de complemento, atualmente pouco utilizados pelo
dificil trabalho. Também se pode realizar a determinacdo de imunoglobulinas classe
especifica (IgM e 1gG), através da técnica de ensaio imunoenzimatico (ELISA). O
diagnéstico € feito com base no aumento de titulo entre as fases aguda e de
convalescenca. Pode ser realizado no soro, na saliva ou em aspirado de nasofaringe
(Wilson et al., 2000), contudo a sorologia ndo permite o diagndstico rapido da doenca,
ja que os anticorpos sO surgem apos a fase aguda. Além disso, a sorologia apresenta
valor limitado no diagndstico de infeccéo primaria em criancas menores de 6 meses de
idade, pois 40% destas ndo apresentam aumento do titulo de anticorpos. Em adultos e
criancas maiores, entretanto, a sorologia € considerada como um bom indicador de re-

infeccdes (Cox et al., 1998, Santos, 2008).

Estes testes possuem algumas vantagens quando comparados a
fluorescéncia, ja que ndo necessitam de células intactas do trato respiratério, e pelo
seu potencial de automacdo que permitem o processamento de um namero grande de
amostras simultaneamente (Santos, 2008). A desvantagem da técnica € que esta
parece ndo ser tdo sensivel quanto a IF, além de poder apresentar resultados falso-

positivos (Abels et al., 2001; Santos, 2008).

2.12 - Imunidade:

7

A imunidade do VRSH é mediada via respostas humoral e celular,
incluindo anticorpos séricos (adquiridos como resultados da infeccdo ou de origem
materna), anticorpos de mucosas e MHC-I restrito a Linfocito T citotéxico. A imunidade

adquirida para o VRSH mostra-se incompleta e de curta duragao, portanto repetidas
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infeccbes ocorrem ao longo da vida, como demonstrado por diversos estudos.
Observa-se que criancas expostas a uma epidemia de VRSH sédo reinfectadas na
frequéncia de 74% e 65% na segunda e terceira epidemias, respectivamente (Collins et

al., 2001).

No processo de reinfeccdo, observa-se que o VRSH nédo produz uma
imunidade substancial a infeccbes subsequentes. Entretanto, a severidade das

doencas geralmente decai (Black et al., 2003).

O VRSH replica primeiramente no epitélio respiratorio. Por essa razao,
anticorpos neutralizantes séricos ndo previnem a infeccdo. Entretanto, altos titulos de
anticorpos neutralizantes séricos contra VRSH fazem a protecdo do trato respiratorio
inferior, como demonstrado em estudos com animais (Prince et al., 1985). Em outra
pesquisa, observou-se que altos titulos de anticorpos contra VRSH derivados da mae
tém uma relacdo inversa com a incidéncia de infec¢cdes por VRSH e a gravidade da

pneumonia nos seis primeiros meses de vida (Black et al., 2003).

A primeira infeccdo por VRSH nem sempre induz uma resposta imune
gue protegera o trato respiratorio inferior, essa fraca protecdo pode ser explicada, em
parte, pela especificidade ao subgrupo viral (A ou B). As criangas primo-infectadas por
VRSH desenvolvem uma resposta com anticorpos neutralizantes especificos para a
cepa infectante, e ndo a cepas heterdlogas. Somado a isso, infantes desenvolvem
niveis de anticorpos neutralizantes contra as proteinas de superficie F e G apenas na

percentagem de 15 a 25% (Hendry et al., 1989).
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2.13 — Resposta celular e humoral do hospedeiro

No caso de resposta imune celular, em estudo feito também com modelo
animal, demonstrou-se que ambos os subgrupos de linfécitos TCD4" e TCD8" séo
importantes na resolucdo da infec¢éo primaria. Os linfécitos TCD8", juntamente com as
células “Natural Killer” (NK) podem modular a resposta imune mediante a secrecéo de

linfocinas antivirais (Domaschowske & Rosenberg, 1999).

No combate a infeccdo atuam grupos de citocinas tais como, IL-6, IL-8 e
Fator de Necrose Tumoral — a (TNF- a), que podem ter efeito antiviral direto. As
citocinas sao responsaveis também pela atracdo e ativacao de subgrupos de leucécitos
como os macrofagos, neutrdéfilos, eosindfilos, linfocitos T e células NK. A participacéo
destas células na resposta imune pode atuar como desencadeadora das lesbes e
sintomas observados em pacientes infectados por VRSH quer seja pela acéo direta as
células infectadas ou por liberacdo de citocinas pro-inflamatorias. Como exemplo, a
degradacdo eosinofilica libera compostos vasoativos, histamina e leucotrieno 4, que
podem atuar como mediadores potenciais de broncoespasmos. Assim como a acao
dos linfocitos TCD8", quando de forma exacerbada, pode danificar o tecido pulmonar

(Collins et al., 2001).

O desenvolvimento de um quadro clinico mais grave com a administracao
do virus inativado com formalina gerou uma demanda no estudo das relacdes do VRSH
com o sistema imune. Uma série de dados aponta que o virus produz uma forma
solavel da proteina G durante a infeccdo e que esta proteina estimula a liberacédo de
uma série de citocinas, tais como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, envolvidas na resposta do
tipo Th2. Desta forma, o virus causa um desvio da resposta imune, um processo similar
ao causado por agentes alergénicos (Becker, 2006). Comprovando esta teoria, 0 uso

de um epitopo indutor de resposta imune celular da proteina M2, fusionado a proteina
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G e expresso por um virus vacinia recombinante, foi capaz de reduzir o desvio da
resposta imune para Th2, estimulando um grande nimero de células TCD8" e gerando

prote¢c&o contra VRSH em camundongos (Zeng et al., 2006).

Outro aspecto interessante da infeccdo € que ndo ha protecdo eficaz
contra re-infeccdo, ou seja, 0 virus € capaz de evadir os sistemas de defesa do
organismo. Um mecanismo importante para este processo € a inibicdo da resposta por
INF do tipo I, responsavel por gerar um estado antiviral na célula e um dos principais
mecanismos de resposta inata do organismo. Foi demonstrado que a proteina NS2 é
capaz de inibir a cascata de sinalizacdo JAK-STAT, impedindo a inducdo de INF

(Spann et al., 2004; Kotelkin et al., 2006).

Uma série de outros mecanismos, revisados por Simabuco (2008), séo
atribuidos a infeccao pelo VRSH para explicar a evaséo do sistema imune, tais como:
diversidade na sequéncia da proteina G, um dos principais antigenos protetores;
interferéncia nas funcées dos macrofagos e das células dendriticas, como inibicdo da
maturacdo destas Ultimas pelas proteinas NS1 e NS2; tropismo pelas células da
superficie do lumen pulmonar, onde a eficiéncia do sistema imune € menor; inibicdo da
apoptose por uma série de proteinas virais; como NS1, NS2 e SH; e apesar de ser

altamente infeccioso, o virus € pouco invasivo.

2.14 — Tratamento e profilaxia

O tratamento da infeccdo pelo VRSH consiste na remo¢do mecéanica das
secrec¢Bes, administragdo de oxigénio umidificado, posicionamento adequado da
crianga a fim de facilitar a respiragcdo e em casos mais graves, assisténcia respiratéria
(Collins et al., 2001). Uma terapia efetiva ainda ndo esta disponivel e a eficacia de

corticoesterdides e broncodilatadores ainda ndo estd bem definida. Estudos sobre a

56



REVISAO DA LITERATURA

vitamina A, interferon e antibioticos sdo, até o momento, desapontadores (Kneyber et

al., 2000).

O uso da ribavarina, um antiviral analogo do nucleosideo guanosina, €
controverso. Quando administrada oralmente, a droga apresenta moderada toxicidade
hepatica e da medula 6ssea e quando aplicada sobre a forma de aerossol, parece ter
pouca ou nenhuma toxicidade sistémica. Esta licenciada desde 1986 e seu uso é
indicado na forma de aerossol para tratamento de doencas graves causadas pelo
VRSH (Committee on Infectious Diseases, 1993). Apesar de a ribavarina diminuir a
guantidade de particulas virais secretadas pelo paciente e aumentar seus niveis de
oxigenacdo, ndo ha evidencias de que haja diminuicdo das taxas de mortalidade,
duracéo da hospitalizacdo ou necessidades de terapia de suporte (Collins et al., 2001).
Além disso, o tratamento utilizado requer altas doses para ser eficaz e a administracao
por aerossol € prolongada, durando de 12 a 18 horas diarias e mais de sete dias de
aplicacdo. Por isso a ribavarina possui uma eficacia clinica limitada no tratamento de

infeccbes por VRSH (Jafri et al., 2003; Xu et al., 2004).

Apos o periodo de incubacédo do virus no trato respiratorio superior de trés
a cinco dias, pode ocorrer a ITRB. Esse periodo possibilita uma intervencao terapéutica
efetiva, pela utilizagdo de moléculas inibidoras de fusdo da proteina F com a célula
hospedeira, administradas via oral, como o BMS-433771 (Polak et al., 2004; Cianci et
al., 2005). Este componente é ativo contra ambos os grupos do VRSH (A e B). Estudos
in vitro demonstraram que o farmaco inibe diretamente a formagéo de sincicios, mesmo
quando adicionado ap0s o0 estabelecimento da infeccdo e ndo apresentou
citotoxicidade em nenhuma das culturas de células testadas, inclusive em hepatdcitos
humanos, além de mostrar eficiéncia quando testados em dois modelos de roedores,

gue receberam o BMS-433771 uma hora antes de serem inoculados com o VRSH. Nao
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houve evidencia de virus resistentes em nenhum dos modelos estudados, sendo
efetivo em camundongos imunossuprimidos infectados pelo VRSH, demonstrando que
a resposta imune n&o contribui para a eficiéncia deste componente antiviral (Cianci et

al., 2005).

A imunoprofilaxia passiva é feita com o uso de imunoglobulinas (Igs). As
Igs devem ser administradas com grande cuidado para se evitar a exacerbacao da
doenca, principalmente porque a populacdo alvo € composta de criancas e neonatos.
Inicialmente quando utilizadas apresentavam titulos de anticorpos variaveis, ndo sendo
capazes de proteger contra a doenca (Meissner et al., 1993). Outras Igs com titulos
mais altos foram testadas, sendo capazes de abrandar o quadro clinico, porém néo foi
observada protecéo total contra infeccao natural (Simdes et al., 1996). O alto custo das
Igs, o risco associado ao grande volume de globulina administrado e a necessidade de
varias visitas ao hospital ou ambulatério limitam a sua utilizagdo (Ottolini et al., 1997).
A primeira medida efetiva na prevencdo da ITRB e, consequentemente, a
hospitalizacdo de criancas, foi a administracdo mensal, via intravenosa, de
imunoglobulinas confeccionadas a partir de plasma humano com altos titulos de anti-

VRSH (Respigam®) (Sastre et al., 2004).

Para melhorar a poténcia dos anticorpos e substituir a administracédo
intravenosa por intramuscular foi desenvolvido um anticorpo monoclonal anti-VRSH
denominado MEDI-493 ou palivizumab (Synagis™), aprovado pelo “Food and Drug
Administration” (FDA) desde 1998, que se mostrou eficaz na reducéo de internagdes de
lactentes de alto risco. O Palivizumab € um anticorpo monoclonal humanizado dirigido
contra um local especifico da superficie do VRSH. O alvo é o envelope através da

glicoproteina F, possui, portanto uma potente atividade neutralizante, inibindo a fusédo

celular induzida pelo virus e protegendo contra a infec¢do. O uso foi autorizado para a
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prevencdo de infec¢cbes graves do trato respiratorio inferior em criangas com maior
risco de infeccdo para o VRSH, bem como o desenvolvimento da doenca aguda,
criancas com displasia broncopulmonar e criangas com menos de dois anos de idade e
com doenca cardiaca congénita hemodinamicamente importante (Feltes e Sondheimer,

2007; Zhao et al., 2004).

De Vicenzo e colaboradores (2004) analisaram virus isolados de
pacientes de oito centros dos EUA, nao identificando nenhum virus resistente ao
palivizumab. Um desestimulante para o seu uso é o alto custo financeiro associado ao
trabalhoso programa de prevencdo. As ampolas, uma vez abertas e reconstituidas,
devem ser utilizadas no prazo maximo de 6 horas (Committee on Infectious Diseases
and Committee on Fetusand Newborn, 1998; Medimmune Inc.; Pediatric

Pharmacotherapy — University of Virginia).

O uso de monoclonais mais potentes esta em curso para a determinacao
da seguranca e eficacia (Mejias et al., 2005; Wu et al., 2005). Diversos estudos ao
redor do mundo realizados com amostras de VRSH com inser¢cdo de 60 nts na
glicoproteina G mostraram a existéncia de mutacdes sendo acumuladas ao longo do
tempo e que a selecdo positiva esta influenciando na evolugcédo deste virus. A rapida
disseminacdo mundial deste gendtipo sugere que pode estar havendo vantagens
seletivas sobre os outros virus circulantes. O conhecimento adquirido através de
estudos de variabilidade genética da glicoproteina G pode ter impacto ndo apenas na
evolucao deste virus, mas também sobre outras areas, tais como o desenvolvimento de
novos meétodos diagndsticos, vacinas e principalmente o tratamento (Trento et al.,

2006).
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2.15 - Desenvolvimento de vacina

O VRSH possui caracteristicas que representam um desafio ao
desenvolvimento de uma vacina. Uma dessas caracteristicas € a possibilidade de re-
infeccdo na presenca de imunidade pré-existente, podendo acometer recém-nascidos
com anticorpos adquiridos passivamente da méde e pessoas imunologicamente
competentes (Glezen et al., 1981). Re-infeccbes podem ocorrer por exposicoes
repetidas a isolados de virus pertencentes ao mesmo grupo, pois a imunizacdo nao é

completa e dura um pequeno periodo de tempo (Hall et al., 1991).

Outra caracteristica reside no fato de que a primeira infeccdo ocorre
normalmente entre dois e sete meses de idade (Santos, 2008), portanto uma vacina
eficaz deve ser capaz de estimular uma boa resposta imune antes dos dois meses de
idade. Porém a imaturidade imunologica do individuo nesta idade dificulta a producéo
deste tipo de vacina (Collins et al., 2001). A maioria dos individuos que se encontram
dentro do grupo de risco para apresentar um quadro mais grave da doenca possuli
alguma alteracdo no sistema imune, seja imaturidade, deficiéncia, ou supressao (recém
nascidos, idosos, imunossuprimidos e imunodeficientes), dificultando ainda mais a

producdo de uma vacina (Greenberg e Piedra, 2004).

A prevencéo das infeccdes pelo VRSH por meio de uma vacina foi muito
estudada, contudo, sem sucesso até o momento. A primeira tentativa de se obter a
vacina foi utilizando virus inativado, por formalina, na década de 60. Durante os testes
clinicos em criangas e lactentes, notou-se que, apesar de induzirem uma forte resposta
imune, essa vacina nao era protetora (Kim et al., 1969) e quando estes individuos
entraram em contato com o VRSH selvagem apresentaram manifestagées muito mais
severas da doenca do que pessoas nao vacinadas (cerca de 80% de hospitalizagbes e

dois oObitos) (Dudas e Karron, 1998; Openshaw et al., 2001). O aumento da gravidade
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da doenca foi também observado em animais e o resultado de diversos fatores: como a
producdo deficiente de anticorpos neutralizantes no soro, baixa imunidade local,
deposicdo do complexo imunolégico, inducdo de resposta exacerbada e aumento da

producao das citocinas IL-4 e IL-5 (Durbin e Karron, 2003; Polack et al., 2002).

O avanco nas técnicas de biologia molecular e da biotecnologia na altima
década possibilitou o teste de novos métodos para fabricacdo de vacinas como:
atenuacdo do virus gerada por passagens em culturas de células e baixas
temperaturas juntamente com o uso de agentes mutagénicos (Crowe et al., 1994;
Randolph et al., 1994); vacinas contendo subunidades virais (Homa et al., 1999; Oien
et al., 1994); e virus recombinantes que contém o0s epitopos protetores (Brandt et al.,
1997). Vacinas de subunidades utilizando proteina F purificada (PFP) ou proteina F em
conjunto com G e M (Sanofir-Pasteur) ou ainda, o dominio central da proteina G,
BBG2Na, foram desenvolvidas e submetidas a testes clinicos, sendo a PFP, a vacina
com resultados mais promissores, apresentando-se segura e imunogénica em adultos,
criancas acima de 12 meses com ou sem doenca pulmonar, bem como em idosos e
mulheres gravidas (Falsey et al., 1997; Groothuis et al., 1998). Os recém nascidos de
maes que receberam a vacina apresentaram titulo quatro vezes maior em comparacao

cujas maes receberam o placebo (Piedra et al., 1998).

Vacinas atenuadas aplicadas na mucosa respiratéria foram desenvolvidas
e estudadas por mais de uma década, sendo a mais estudada, a atenuada por
termossensibilidade, e com crescimento adaptado ao frio. Porém o uso dessas vacinas
estd comprometido pela possibilidade de reversdo genética e da viruléncia, além da

baixa imunogenicidade (Wright et al., 2000).

Outras vacinas utilizando a tecnologia do DNA recombinante foram

avaliadas, em ensaios pré-clinicos e clinicos, sendo uma delas atenuada e tolerada por
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criancas de 6 a 24 meses, nao estando associada com o desenvolvimento de doencas

do trato respiratorio e com limitada instabilidade fenotipica (Karron et al., 2005).

A combinacdo de vacinas de virus atenuado com as vacinas de
subunidades também € uma opcdo considerada para protecdo contra doencas
causadas pelo VRSH, entretanto estudos preliminares foram inconclusivos em criancas

e idosos (Girard et al., 2005).

Atualmente, apesar da importancia médica e de todos os esforcgos,
nenhuma das vacinas em estudo tem previsdo de licenciamento ou utilizacédo
(Bernstein et al.,, 2011). As restricbes ocorrem por receio as reagfes adversas,
descritas ap0s a primeira experiéncia de imunizacdo, a presenca de anticorpos
maternos e o sistema imune imaturo do publico alvo da imunizacéo (Crowe et al., 2002;

Jang et al., 2011).
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3. JUSTIFICATIVA

O Instituto Evandro Chagas (IEC) sediado no municipio de Ananindeua —
PA é uma instituicdo federal subordinada ao Ministério da Saude e faz parte da
Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS). A instituicAo conta atualmente com
laboratorios de referéncias que tem como principal missdo o servico de vigilancia
epidemioldgica da regido visando também o apoio as investigacdes biomédicas. Assim,
o laboratério de virus respiratério, lotado na seccédo de virologia, com capacitacao
técnica e operacional para realizar exames virolégicos, e 0o comprometimento da
empresa GlaxoSmithKline, a qual disponibilizou para o laboratério as amostras
biolégicas de pacientes hospitalizados com PAC, incentivaram e possibilitaram a

realizacdo do presente projeto.

Assim, sabendo-se que a suscetibilidade e a vulnerabilidade da
populacdo ao VRSH estdo relacionadas ao hospedeiro, estas podem também serem
influenciadas pela diversidade antigénica e genética do VRSH. Nao obstante, tal
diversidade pode ainda ser relevante para o desenvolvimento de drogas antivirais e
vacinas contra o VRSH. Em decorréncia dos restritos trabalhos publicados no Brasil
sobre o VRSH e em casos de PAC, torna-se necessaria a realizacdo de estudos que
avaliem a epidemiologia molecular do virus nesta doenca, a sazonalidade em regifes

tropicais, e a caracterizacao clinica durante periodos epidémicos e interepidémicos.

Através desse estudo pretendeu-se gerar informagbes sobre a
prevaléncia e a sazonalidade do VRSH em criancgas hospitalizadas com PAC na cidade
de Belém (clima tropical), durante o periodo de um ano, assim como, avaliar as

manifestagdes clinicas associadas aos diferentes subgrupos de VRSH.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Identificar a prevaléncia de VRSH em amostras de pacientes pediatricos
hospitalizados com pneumonia, na cidade de Belém (PA), no periodo de novembro de

2006 a outubro de 2007.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a frequéncia do VRSH em criancas hospitalizadas com PAC.
e Determinar o sorotipo do VRSH detectados.
¢ l|dentificar o padréo sazonal do VRSH no periodo do estudo.

e Relacionar os achados com os dados clinico-epidemiolégicos dos pacientes.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 — Casuistica

Foi realizado um estudo de corte transversal, com amostras clinicas de
aspirado da nasofaringe obtidas de 1.050 criancas internadas com diagndstico de
Pneumonia Adquirida na Comunidade, durante o periodo de novembro de 2006 a
outubro de 2007, nos seguintes hospitais da regido metropolitana de Belém: Clinica de
Criancas Pio XIlI, Clinica Pediatrica do Para, Hospital Infantil Santa Terezinha, Instituto
Materno Infantii Mamaray, Maternidade Clinica do Bebé, Maternidade Saude da

Crianca, Policlinica Infantil e Sociedade Beneficente Sdo Bras.

O presente estudo foi derivado de um projeto de pesquisa sediado no
Instituto Evandro Chagas, sob os auspicios da empresa GlaxoSmithKline, intitulado

“Epi-Strep”.

O aspirado da nasofaringe foi coletado apds consentimento dos pais ou
responsaveis legais, os quais assinaram um termo de consentimento (ANEXO ) com
aprovacdo da Comissdo Etica do Instituto Evandro Chagas (protocolo n® 106086). Os
dados clinico-epidemiologicos dos pacientes foram obtidos através de uma ficha de

investigacao clinico-laboratorial (ANEXO II) preenchida no momento da coleta.

5.2 — Critérios de elegibilidade

5.2.1 - Critérios de incluséo

Foram incluidas criancas com idade igual ou inferior a trés anos;
hospitalizadas nas unidades pertencentes a vigilancia “Epi-Strep”; com sinais e

sintomas de ITRB e comprovacdo diagnostica por radiografia toracica; com
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consentimento de participacdo na pesquisa pelos pais ou responsaveis, apos a leitura
do termo livre e esclarecido junto ao profissional técnico da equipe, responsavel também por

esclarecer possiveis davidas em relacdo ao termo de consentimento.

5.2.2 - Critérios de exclusao

Foram excluidos pacientes que tiveram alta antes da visita da equipe de
vigilancia do projeto; as que ndo consentiram em participar do estudo; e, com dados

clinico-epidemioldgicos insuficientes.

5.3 — Aspectos éticos

O projeto conta com aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa do IEC

(protocolo n° 106086) como um adendo ao projeto de pesquisa intitulado “Epi-Strep”.

5.4 — Coleta de dados clinicos

As criancas hospitalizadas na rede de vigilancia do projeto “Epi-Strep”
tiveram avaliacdo médica realizada por pediatras da equipe do projeto que, apds a
identificagcdo de pneumonia adquirida na comunidade, solicitaram o consentimento
informado dos pais ou responsaveis pela crianca para a inclusao desta na pesquisa,
autorizando a coleta dos dados clinico-epidemioldgicos e do espécime clinico para

pesquisa de VRSH.

5.5 — Variaveis do estudo

Inicialmente os pacientes foram divididos em grupos VRSH-positivos e
VRSH-negativos e posteriormente o grupo VRSH-positivos foi dividido em Subgrupo A

e Subgrupo B. Foram analisadas as seguintes variaveis: ldade, sexo, tempo de inicio
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dos sintomas, sintomas, bairro de residéncia, dosagem de proteina C-reativa, achados

radiolégicos do térax e coinfeccao bacteriana.

5.6 — Coleta das amostras clinicas.

A coleta da secrecdo nasofaringea foi obtida por aspiracdo a vacuo por
técnico autorizado pela comissdo médica do Projeto “Epi-Strep”, utilizando-se uma
bomba a vacuo acoplada a um coletor de secrecfes plastico descartavel (Argyle®)
(FIGURA XIX), com um catéter, que era introduzido na cavidade nasal da crianca
(FIGURA XX). Em seguida, a amostra (aproximadamente 1ml) foi acondicionada com

4ml do meio de transporte (meio de Hank’s adicionado de gelatina a 0,5%).

FIGURA XIX: Coletor plastico de secre¢des de aspirado da nasofaringe utilizado na
pesquisa de VRSH.

Nota: (1) extremidade para acoplar o cateter; (2) extremidade para acoplar a bomba a vacuo
Fonte adaptada de: Instituto Evandro Chagas, 2007

Os tubos devidamente rotulados com o nome do paciente e a data de
coleta foram mantidos sob refrigeracdo de 4°C e posteriormente encaminhados, sob
refrigeracdo, ao laboratorio de Virus Respiratorios do Servico de Virologia Geral

(SEVIR) do IEC para processamento. As amostras foram processadas no maximo de
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seis horas ap6s a coleta do aspirado e obedeceram o seguinte cronograma laboratorial

de acordo com a FIGURA XXI.

FIGURA XX: Desenho ilustrativo da coleta da secrecéo da nasofaringe.

Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2007.

Amostras clinicas RT-PCR -gene F Eletroforese

Visualizacdo das
ELTEY

processamento Extracdo do RNA

) Teste o Positivos VRSH Classificacdo dos
imunofluorescéncia subgrupos Aou B

FIGURA XXI: Fluxograma laboratorial aplicado para a pesquisa de VRSH e
caracterizacdo do subtipo viral.

5.7 — Processamento das amostras

No laboratério de Virus Respiratérios, as amostras foram inicialmente

homogeneizadas e transferidas para um tubo cénico de polipropileno de 15 ml,
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devidamente rotulado com o registro do espécime. Apds centrifugacéo a 1.300 rpm por
10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi separado e congelado de imediato em nitrogénio
liquido, para posterior etapa de extracdo de RNA, e o sedimento re-suspendido com
4ml de solucao salina tamponada (PBS- “Phosphate Buffered Saline”) 0,01M e pH 7,2
estéril, homogeneizado e novamente centrifugado e descartado o sobrenadante,
repetindo por mais uma vez este procedimento para posteriormente preparar a lamina

utilizada no teste de imunofluorescéncia.

5.8 — Reacdo de imunofluorescéncia

5.8.1 — Preparo das laminas

O sedimento da amostra clinica processada, constituido de células do
trato respiratorio, foi re-suspendido com PBS, 0,01M e pH 7,2 estéril, e depositado em
laminas proprias para o teste de imunofluorescéncia. Estas laminas apos secar em
temperatura ambiente foram fixadas em acetona a 4°C por 10 minutos e

posteriormente utilizadas no teste de imunofluorescéncia.

5.8.2 — Triagem das amostras por imunofluorescéncia

Todas as amostras recebidas foram testadas para o VRSH pelo método
de imunofluorescéncia direta utilizando-se o Kit comercial da Chemicon com anticorpo
monoclonal especifico. O procedimento adotado foi estabelecido de acordo com as
recomendac¢des do fabricante que consistiu: em cada orificio da lamina foi adicionado
20uL do anticorpo monoclonal especifico ligado ao conjugado; as laminas foram entdo
incubadas em camara umida em estufa a 37°C por 30 min. Apds este periodo as
laminas foram submetidas a trés lavagens com PBS pH 7.2 por 5 min a temperatura

ambiente; as laminas apds secarem em temperatura ambiente foram cobertas o fluido
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de montagem e coberta com uma laminula. A leitura foi procedida em microscopio de
fluorescéncia, com luz de mercurio, no aumento de 400x (DMLB, Leica Microsystems
GmbH). O teste foi considerado positivo somente quando observada a presenca de

fluorescéncia no citoplasma da célula, de acordo com as orientacdes do fabricante.

5.9 — Extracao do RNA viral

Extracdo com kit comercial. Neste método o RNA viral foi extraido a partir
do espécime clinico (sobrenadante), utilizando-se o kit QIAamp Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN). E as etapas foram seguidas de acordo com as recomendacfes do
fabricante. O produto final foi mantido a temperatura de -70°C até a posterior etapa da

RT-PCR.

5.10 - RT-PCR para o gene F.

Esta etapa consiste na amplificacdo das copias de RNA viral existentes
nas amostras. A técnica é realizada em um Unico tubo utilizando-se o kit comercial
SuperScript™ One-step RT-PCR with Platinum Taq®- (Invitrogen Life Technologies). As
reagbes de RT-PCR foram feitas para um volume final de 25uL contendo, 5 pL de
RNAv, 0,2uL de cada oligonucleotideo iniciador (50 pmol/uL) (TABELA lll) (adaptado
de Canducci et al., 2008), 12,5uL de tampéao de reagcao 2X (contendo 0,4mM de cada
dNTP, 2,4mM de MgSOQOy,), 0,12 pL inibidor de ribonuclease 40U/uL (RNAsine Inhibitor,

Promega) e 0,5uL de mix RT/Taq (SuperScript™ RT/Platinum Taq).

Em cada conjunto de amostras submetidas a reacdo de RT-PCR foi
utilizado um controle negativo, composto por todos os reagentes da mistura da reacao,

exceto o RNA e uma amostra de virus conhecida foi utilizada como controle positivo.
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Todas as etapas de RT-PCR foram realizadas em termociclador
automatico “Master Cycler” (Eppendorf, Birkmann Instrument), inicialmente para o
subgrupo B e posteriormente, para o subgrupo A. Para a amplificacdo dos seguimentos
do gene F a mistura de reacédo foi submetida a 42°C por 45 minutos, 55°C por 15
minutos e 94°C 5 minutos. Esta etapa foi seguida por 30 ciclos de PCR cada um
composto por etapas de desnaturacdo 94° por 30 segundos, hibridizacdo dos
oligonucleotideos iniciadores a 55°C por 2 minutos e extensdao a 72°C por 30
segundos. A reacédo foi completada com um ciclo de extensao final a 72°C durante 10

minutos.

TABELA llI: Oligonucleotideos iniciadores utilizados na reacdo da RT-PCR para o
gene F do VRSH.

Subgrupo  Gene Oligonucleotideos Sequéncia dos oligonucleotideos Tamanho
A F RSVFA3 5’TTATACACTCAATRCCAAAAAWACC 3 363 pb
A F RSVFA4 5’ AAATTCCCTGGTAATCTCTAGTAGTCTGT 3’
B F RSVFB3 5’ ATCTTCCTAACTCTTGCTRTTAATGCATT 3’ 611 pb
B F RSVFB4 5GATGCGACAGCTCTGTTGATTTACTAT 3’

5.11 — Eletroforese em gel de agarose

Ao término da amplificacdo os produtos da RT-PCR foram analisados por
eletroforese horizontal utilizando cuba para eletroforese convencional (Biorad). O gel de
agarose foi preparado a 1,5% pesando-se 0,9 g de agarose em pé (Gibco-BRL) e
acrescentando 60 ml de tampéao tris-acetato-EDTA (TAE). A agarose foi dissolvida por
aguecimento durante 2 minutos em forno microondas, apdés o resfriamento, foram
adicionados 3 pL de brometo de etidio (BET) a 0,5% (posteriormente substituido pelo

SYBR Safe®). Ap6s a solidificagdo do gel na cuba os produtos da RT-PCR foram
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aplicados nos pocos do gel, sendo que no ultimo foi aplicado o marcador de peso
molecular 200 lines SmartLadder (EUROGENTEC). Em seguida o gel foi submetido a
migracéo, inicialmente por 5 minutos 70 volts (V), seguido de 25 minutos a 110 V. A
visualizacdo dos amplicons foi realizada em transilumidor com luz ultravioleta (UV) e
fotografado com auxilio do sistema Gel Doc 1000 (BioRad). Com esta etapa pbde-se

dividir os positivos em subgrupo A e B.

5.12 — Analise estatistica

Para as andlises estatisticas, os pacientes foram divididos em dois grupos
(RSVH-positivo e RSVH-negativo) de acordo com os resultados da IF. Foi utilizado o
programa estatistico SPSS, versdo 17.0 para Windows e foi aplicado o teste do Qui-
Quadrado; em variaveis com valor inferior a 5 foi aplicado também o teste de Fisher’s.
Para a comparacado de médias foi aplicado o teste T de Student. Foi adotado o intervalo
de confianca (IC) de 95%; o valor de p inferior a 0,05 foi considerado statisticamente

significante.

A analise multivariada foi realizada utilizando a regresséo logistica. O p
com valor inferior a 0,05 foi considerado significante. Foram realizadas duas analises
(1) e (2) e ambas tiveram como variavel dependente o resultado da pesquisa para o
VRSH. Na andlise (1) foi realizada uma comparacdo da PAC com resultado positivo e
negativo para o VRSH incluindo as seguintes variaveis independentes: idade, género,
dosagem de PCR e resultado da cultura bacteriana. Para a andlise (2) foram incluidas
as seguintes variaveis independentes: tosse, coriza, febre, obstrucdo nasal, vomito e

diarréia.
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6. RESULTADOS

De acordo com os critérios de elegibilidade, durante o periodo do estudo
foram triados 1.214 pacientes com PAC, dos quais 13,51% nao tiveram consentimento
dos pais ou responsaveis legais em participar da pesquisa. O aspirado da nasofaringe
foi obtido dos demais 86,49% (n = 1.050) pacientes sendo estes incluidos de fato na
pesquisa. Nao houve diferencas significativas entre os dados demograficos dos

individuos incluidos e ndo incluidos no estudo.

O resultado do teste de imunofluorescéncia direta foi possivel para todas
as 1.050 amostras. Deste total, 585 sdo de pacientes do género masculino com a idade
média de 14,2 meses e 465 do género feminino com a idade média de 15,4 meses,
ambos 0s géneros tiveram a variancia de idade de 1 a 36 meses. A prevaléncia da
infeccdo pelo VRSH foi de 23,1% (243/1.050). Caracteristicas demograficas e dados
clinico-epidemiolégicos dos pacientes positivos e negativos estdo presentes na

TABELA IV.

De acordo com a variavel idade, a média do grupo VRSH-positivo (12,1
meses) foi inferior a média observada no grupo VRSH-negativo (15.5 meses) (p<0,01).
N&o houve diferenca estatistica entre os grupos em relacdo ao género (51,8%
masculino e 48,2% feminino). Entre os pacientes dos grupos que tiveram amostras
quantificadas para proteina C-reativa (77,1%), o grupo VRSH-positivo apresentou

média inferior & média observada no grupo VRSH-negativo (p<0,01).

Os resultados do exame radiolégico apontaram que a maioria dos
pacientes apresentava infiltrado intersticial tanto no grupo VRSH-positivo (483/944,

54,2%) quanto no grupo VRSH-negativo (50,3%).

A maioria dos pacientes VRSH-positivos apresentou resultado

bacteriol6gico negativo (98/109), porém, quando comparado com o grupo VRSH-
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negativo, observou-se que entre as amostras com cultura bacteriana positiva, 10%
pertenciam ao grupo VRSH-positivo (co-infeccdo) e 4,5% ao grupo VRSH-negativo
(p<0,05). Foi observado em ambos os grupos uma média aproximada de seis dias de

inicio de sinais e sintomas.

TABELA 1V: Dados epidemioldgicos, clinicos, e resultados laboratoriais observados
nos pacientes pediatricos VRSH-positivo e VRSH-negativo hospitalizados com

pneumonia adquirida na comunidade em Belém.

RSV- RSV-
Caracteristicas positivo negativo Subtipos
243 (23,1%) 807 (76,9%) A B
n % n % p n=18 n=207 p

Idade (anos)

0-1 152/243 62,5 | 340/807 42,1 | <0001 | 10/18 | 135/207 | 0,282

Média £ DP* 12,1 £13,2 15,5+8,8 <0001 | 13+11 11+13 0.024

(meses) ' '
Género

Masculino 126/243 51,8 449/807 55,6 0,113 9/18 108/207 0,542
Proteina C-reativa

<48 mg/dL 155/178 87,0 | 469/632 74,2 | <0,001 | 9/13 133/151 | < 0,001

Média = DP

19+25 13+24

(mg/dL) 15,3 + 26,6 24,0 34,7 <0,001 <0,001
Radiografia
Infiltrado intersticial 117 54,2 366 50,3 9 102
Infiltrado alveolar 49 22,7 164 22,5 0,085 1 45 0,235
Infiltrado lobar 50 23,1 198 27,2 5 39
Cultura bacteriana

Positiva 114109 10,0 17/381 04,5 | 0,043 1/8 10/92 0,342
Inicio dos sintomas

Méidia + DP 6,7+4,2 6,4+44 0,216 6+5 6+4 0,324

(dias)

* desvio padréo.

* 3. epidermidis (3 patients), A. baumannii (2), S. pneumoniae (1), Com. acidovorans (1), K. pneumoniae (1), Gram
Positive (1), Candida spp (1), outros (1).

Foi possivel determinar o subtipo viral em 227/243 amostras (93,4%). O
subtipo B foi encontrado em maior frequéncia do que o subtipo A (209 vs 18 amostras,

respectivamente). Quando comparados o0s sorotipos e o0s dados clinico-
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epidemioldgicos dos pacientes foi observado que os pacientes infectados com o
subtipo B apresentaram uma média de idade inferior aos pacientes com o subtipo A
(11,0 vs 13,0 meses; p<0,03). De acordo com a dosagem de proteina C-reativa, o
subtipo B apresentou uma média menor quando comparado a média observada nos
pacientes infectados com o subtipo A (11,0 vs 19,0 mg/dL, p<0,05). Género, resultados
radioldgicos, cultura bacteriana e tempo de inicio de sinais e sintomas apresentaram
distribuicdo similar entre os pacientes infectados com os diferentes subtipos (TABELA

V).

A TABELA V apresenta os sinais e sintomas dos pacientes dos grupos
VRSH-positivo e VRSH-negativo. Aproximadamente 98% das criancas do grupo VRSH-
positivo apresentavam tosse no momento da admissdo hospitalar, dado similar foi
observado nos pacientes VRSH-negativo (96,1%; p>0,05). Cinco parametros clinicos
tiveram diferencas significantes (p<0,05) entre os grupos VRSH-positivo e VRSH-
negativo: febre, vomito e diarréia foram detectados predominantemente no grupo
VRSH-negativo (80,2% vs 72,4%, 12,2% vs 4,9% e 8,1% vs 4,1%, respectivamente),
enquanto coriza e obstrucdo nasal foram predominantemente encontrados nos
pacientes do grupo VRSH-positivo (78,2% vs 715% e 59,2% vs 32,8%,
respectivamente; p<0,05). Pacientes infectados com os subtipos A e B nao
apresentaram diferencas significativas (p>0,05) em relacdo aos sinais e sintomas dos

pacientes.

A FIGURA XXII apresenta a detecgdo das amostras VRSH positivas
durante 0 més de Janeiro a Julho de 2007, com maior prevaléncia observada nos
meses de Abril (48,6%) e Maio (52,4%). Durante o periodo do estudo foi observada a
co-circulacdo dos dois subtipos com predominéncia do subtipo B (92,1%), sendo que o
subtipo A apesar da menor frequiiéncia (7,9%) foi identificado no mesmo periodo que o

subtipo B.
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TABELA V: Sinais e sintomas identificados na hospitalizagcdo dos pacientes VRSH-
positivos e VRSH-negativos com Pneumonia Adquirida na Comunidade e os subtipos

identificados.

RSV-positivo  RSV-negativo

243 (23,1%) 807 (76,9%) Subtipo
N % n % p A B P
Tosse 238 97,9 714 96,1 0,056 100% 98,5% 0,779
Coriza 190 78,2 531 71,5 0,002 83,3% 77,8% 0,443
Febre 176 72,4 596 80,2 0,009 83,3% 71,8% 0,323
Obstrucao nasal 144 59,2 244 32,8 0,000 66,6% 58,7% 0,359
Vomitos 12 4.9 91 12,2 0,001 0 4,8% 0,428
Diarréia 10 4,1 60 08,1 0,023 0 14,8% 0,428
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FIGURA XXII: Prevaléncia mensal de Virus Respiratorio Sincicial Humano (VRSH) em
criangas de até 3 anos, hospitalizadas com Pneumonia Adquirida na Comunidade, de
novembro de 2006 a outubro de 2007.

Entre os pacientes VRSH-positivos com dosagem elevada de proteina C-

reativa (= 48 mg/dL), foi observado que: 8,2% apresentavam resultado radiolégico de
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infiltrado intersticial, 2,5% de infiltrado alveolar e, a maioria, 33,3% apresentavam
resultado de infiltrado lobar. No entanto, em dosagens de proteina C-reativa < 48
mg/dL foi observado uma menor predominancia do padrdo radioldgico de infiltrado
lobar em comparacdo com os outros achados radioldgicos, de acordo com a TABELA
VI (66,7% vs 91,8% e 97,5%) (p<0,001). Em relacdo ao resultado da cultura bacteriana
e dosagem de PCR néo houve diferencas estatisticas significantes entre os pacientes

VRSH-positivos.

TABELA VI: Resultados das dosagens de proteina C-reativa nos pacientes com
Pneumonia Adquirida na Comunidade, positivos para VRSH e com diferentes

resultados radiologicos e bacteriologicos.

Proteina C-reativa
< 48 mg/dL >48mgidL | '°@ | P
N % N %
Radiografia
Infiltrado intersticial 89 918 8 8.2 97
Infiltrado alveolar 39 97,5 1 2,5 40 | <0,001
Infiltrado lobar 26 66,7 13 33,3 39
Cultura bacteriana
Positiva 8 80,0 2 20,0 10
0,440
Negativa 81 86,1 13 13,8 94

Os resultados da andlise multivariada dos fatores de risco para a PAC
positiva para 0 VRSH estao apresentados na TABELA VII. Na andlise (1) foi observado
gue pacientes com idade inferior a 1 ano (OR 1,36; 95% CI; 1,06 — 1,74; p<0,015),
dosagem de PCR inferior a 48mg/dL (OR 3,49; 95% CI; 1,80 — 6,77; p<0,001) e
coinfeccdo Dbacterial (OR 2,57; 95% CI; 1,08 - 6,09; p<0,032) foram

independentemente associadas ao VRSH. Na andlise (2) apenas o sintoma de
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obstrucdo nasal foi independentemente associado ao VRSH (OR 3,07; 95% ClI; 2,24 —

4,21; p<0,001).

TABELA VII: Resultados das analises multivariadas para os fatores de risco na

infeccdo do VRSH em pacientes com PAC.

95% IC
Analises p OR Inferior Superior
Sinais e sintomas
Febre 0,109 0,754 0,535 1,065
Coriza 0,798 0,952 0,654 1,386
D Obstrucao nasal <0,001 3,075 2,244 4,215
Tosse 0,107 2,428 0,825 7,146
Diarréia 0,646 0,836 0,390 1,794
Voémitos 0,078 0,551 0,283 1,069
Caracteristicas
PCR <48mg/dL <0,001 3,498 1,807 6,772
(2) Co-infeccao 0,032 2,570 1,081 6,094
Idade <1 ano 0,015 1,361 1,062 1,745
Genero masculino 0,476 1,186 0,742 1,895

(1) (2) pneumonia positiva e negativa para VRSH como variavel dependente.

O QUADRO Il apresenta a relacdo dos bairros de residéncia dos
pacientes investigados para o VRSH e a positividade encontrada durante o periodo da
pesquisa. Observou-se que o maior numero de amostras foi proveniente do bairro do
Guama (141 amostras), o bairro da Terra firme apresentou o maior nimero de
amostras positivas (31 amostras) e os bairros do Umarizal, Curié, Sdo Bras e Barreiro

tiveram o maior percentual de amostras positivas (33,3% das amostras).

As oito unidades hospitalares pediatricas da cidade de Belém que
participaram da pesquisa estdo presentes na FIGURA XXIII com os respectivos

nameros de amostras coletadas e o numero de amostras positivas para o VRSH. A
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Clinica Pediatrica do Para foi a unidade que mais encaminhou amostras para a

pesquisa de VRSH.

QUADRO llI: Bairros de residéncia dos pacientes, com Pneumonia Adquirida na
Comunidade, incluidos no estudo e o numero de amostras positivas para o Virus

Respiratorio Sincicial Humano durante o periodo de novembro/2006 a outubro/2007.

N. Total N. Total

Bairro de residéncia amostras positivos % Bairro de residéncia amostras positivos %

GUAMA 141 28 | 19,8 | PRATINHA 16 0 0
TERRA FIRME 124 31 25 | CURIO 12 4] 333
JURUNAS 121 23 19 | UMARIZAL 12 41333
TAPANA 52 16 | 30,7 | CIDADE VELHA 10 1 10
MARCO 49 12 | 24,4 | SAO BRAS 9 31333
SACRAMENTA 48 9 | 18,7 | SOUZA 9 21222
CONDOR 46 12 26 | CASTANHEIRA 8 0 0
PEDREIRA 46 13 | 28,2 | FATIMA 8 1125
MARAMBAIA 45 8 | 17,7 | NOVA 8 2 25

MARAMBAIA

CREMACAO 44 12 | 27,2 | BARREIRO 6 21333
VAL DE CANS 43 11 | 25,5 | BATISTA CAMPOS 6 3 50
TELEGRAFO 40 7 | 17,5 | CAMPINA 5 2 40
BENGUI 33 6 | 18,8 | MANGUEIRAO 3 0 0
CANUDOS 32 8 25 | MONTESSE 3 0 0
CABANAGEM 28 7 25 | MARACANGALHA 1 0 0
PRATINHA I 20 5 25 | REDUTO 1 0 0
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Hospitais

Sociedade beneficente 580 Bras 4
Maternidade salde da crianca 10
Instituto materno infantil Mamarray a
Total
Maternidade Clinica do Bebé 24 B Positivas
Hospital Santa Terezinha a5

Paliclinica infantil 14

Clinica Pediatrica do Para s

o 50 100 150 200 250

Nuamero de amostras

FIGURA XXIlI: Distribuicdo das amostras utilizadas na pesquisa de VRSH recebidas

das Unidades Hospitalares Pediatricas da cidade de Belém que participaram do estudo.

6.1 — Artigo cientifico

O artigo cientifico com os resultados desta tese foi encaminhado para o
periddico cientifico BMC Infectious Diseases e, apds as correcdes sugeridas pelos
referees, foi aceito para a publicacdo. Atualmente, a verséo final do artigo (ANEXO IlII)

aguarda a publicacdo na proxima edi¢édo da revista.
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7. DISCUSSAO

A deteccdo de VRSH em 23% das amostras em nosso estudo denota
uma prevaléncia semelhante a observada em estudos de investigacdo de VRSH em
casos de ITRB no Brasil (Pecchini et al., 2008; Riccetto et al., 2006; Calegari et al.,

2005).

Calegari e colaboradores (2005) investigaram o VRSH em amostras de
ANF em criancas com idade de até 5 anos com sinais e sintomas de ITRB atendidas no
Hospital das Clinicas de Uberlandia (MG). Pelo teste de imunofluorescéncia foi
identificado 76/317 amostras (24%) positivas para o VRSH. Na cidade de S&o Paulo
(SP), Pecchini e colaboradores (2008) investigaram criancas com idade inferior a 5
anos com IRAs atendidos no Hospital Santa Casa de Sdo Paulo. Pelo método da
imunofluorescéncia, aproximadamente 27% (124/455) das amostras foram identificadas
positivas para o VRSH. Ricceto e colaboradores (2006) encontraram a incidéncia de
17% de VRSH em 152 criancas hospitalizadas com ITRB em dois hospitais

universitarios no estado de Sao Paulo utilizando o teste de imunofluorescéncia.

Estudos diagndsticos apontam uma maior sensibilidade da RT-PCR em
comparacao as técnicas de imunofluorescéncia e cultivo celular. Reis e colaboradores
(2008), em um estudo comparativo de identificacdo do VRSH, utilizaram 316 amostras
de Nas em diferentes técnicas: isolamento viral, imunofluorescéncia direta e a RT-PCR.
Do total de amostras investigadas, 25 (7,9%) foram positivas pela IF, 20 (6,3%) pelo
cultivo celular e, 35 (11,1%) pela RT-PCR, a qual apresentou uma maior sensibilidade
em relacdo as outras técnicas. Munywoki e colaboradores (2011) em um recente
estudo utilizando diagnéstico por PCR em tempo real demonstrou que 14% das
amostras negativas pela IF tornaram-se positivas por esta metodologia. Devido ao

grande numero de amostras investigadas nesta pesquisa e, principalmente, a
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necessidade de fornecer um resultado rapido para o médico e para o paciente, optou-
se, por custo-beneficio, pela técnica de imunofluorescéncia direta. Os possiveis
resultados falso-negativos da pesquisa sao minimizados devido ao grande numero de
amostras que foram trabalhadas ndo alterando a significancia estatistica dos

resultados.

O VRSH ¢ referido na literatura como principal agente responsavel pela
pneumonia durante o primeiro ano de vida (DElia et al., 2005; Lee et al., 2007). Na
cidade do Rio de Janeiro, D Elia e colaboradores (2005) analisaram amostras de 89
criancas menores de um ano internadas com ITRB, sendo que 42 (47,1%) tiveram o
resultado da IF positivo para VRSH. Lee e colaboradores (2007) coletaram dados de
775 criancas com diagndstico positivo da IF para VRSH, hospitalizadas em Taiwan,
identificando a média de 10 meses de idade nestes pacientes. De acordo com o0s
nossos resultados, 62% das criancas apresentaram idade inferior a um ano, sugerindo
que a infeccdo nesta faixa etaria apresenta maior gravidade, o que requer

hospitalizacdo com pronta e eficaz intervencdo médica.

A prevaléncia de infec¢des pelo VRSH apresenta distribuicdo semelhante
guanto ao género em alguns dos estudos observados na literatura (Lee et al., 2007,
Riccetto et al., 2006). Lee e colaboradores (2007) observaram que 62% das 775
criancas com infeccdo positiva para o VRSH pertenciam ao género masculino,
semelhante achado obteve Riccetto e colaboradores, que encontrou a porcentagem de
61,2%, porém ambos os estudos ndo encontraram resultado significativo quando
investigado o risco relativo em relacdo ao género. No nosso estudo 51,8% dos
pacientes VRSH-positivos pertencem ao género masculino e, de acordo com os

resultados dos trabalhos mencionados, nao apresentaram diferencgas significativas.
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A dosagem da PCR é muito utilizada pelos médicos na tentativa de
diferenciar a etiologia da PAC entre bacteriana e viral (Diniz et al., 2005; Shin et al.,
2009). Diniz e colaboradores (2005) encontraram diferencas significativas entre as
dosagens de PCR, onde 65% dos pacientes com infeccdo nosocomial pelo VRSH
apresentaram dosagem < 40 mg/dL. No nosso estudo o grupo VRSH-positivo
apresentou uma meédia nha dosagem de PCR inferior a do grupo VRSH-negativo. Assim,
baixos niveis de PCR podem sugerir uma infeccédo viral e, dependendo do quadro
clinico e radiologico do paciente, podem auxiliar o médico quanto a ndo administracao

de antibidticos e na reducdo do tempo de internacdo hospitalar.

A analise radioldgica € fundamental para a conclusdo do diagnostico de
PAC pela demonstracdo de um infiltrado pulmonar. Poucos estudos associam o0s
achados radiologicos com o agente viral, no entanto, Diniz e colaboradores observaram
uma correlacdo significativa entre a ITRB nosocomial pelo VRSH e um resultado
radiolégico de infiltrado intersticial. Foi analisado o total de 78 pacientes, dos quais 23
tiveram infeccdo comprovada pelo VRSH, destes, 65,2% apresentaram um infiltrado
intersticial, e, entre os pacientes VRSH negativos e com infeccdo confirmada por
bactérias e/ou fungos todos apresentaram infiltrado alveolar (p<0,001). Os achados
radiolégicos do nosso estudo ndo apresentaram um padrdo diferente de infiltrado entre
os pacientes VRSH-positivos e VRSH-negativos. Nao obstante, 54% dos pacientes
positivos apresentaram infiltrado intersticial, percentual semelhante foi encontrado entre

0s pacientes VRSH-negativos (50,3%).

Os resultados dos estudos que avaliam a co-infec¢cado bacteriana e viral
pelo VRSH na literatura sdo controversos. Duttweiler e colaboradores (2004)
investigaram 127 criangas hospitalizadas com bronquiolite e resultado para o VRSH

positivo, com até 5 anos de idade, e concluiram que este evento teve notéria
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importancia naqueles pacientes que necessitaram de ventilacdo mecéanica. Kneyber e
colaboradores (2005) investigaram 82 criancas e concluiram que a prévia infec¢ao pelo
VRSH, bem como o uso da ventilacdo mecanica, ndo foram um fator de risco
significativo para a co-infec¢do bacteriana, de acordo com os resultados de Randolph e
colaboradores (2004) e Titus e colaboradores. No primeiro estudo foram investigados
165 pacientes hospitalizados positivos para 0 VRSH e apenas em um paciente foi
identificada uma co-infeccdo bacteriana. No segundo estudo, Titus e colaboradores
(2003) pesquisaram 174 pacientes e apenas dois pacientes apresentaram co-infeccao
bacteriana. Discordando destes achados, Michelow e colaboradores (2004)
investigaram 154 criancas com ITRB das quais 23% apresentaram co-infeccao
bacteriana e viral. Thorburn e colaboradores (2006) encontraram também co-infeccao
bacteriana em 40% dos pacientes positivos para o VRSH com bronquiolite. O nosso
estudo identificou a co-infecgéo bacteriana em 10,0% dos pacientes VRSH-positivos vs
4,5% no grupo VRSH-negativo, provando uma correlacdo entre a infec¢do viral e a

bacteriana nos pacientes do nosso estudo.

Este estudo relata uma predominancia de infec¢ao pelo subtipo viral B em
criancas hospitalizadas com PAC, fato também observado em outras regides (Mlinaric-
Galinovic 2009; Suwanjutha, 2002). Na verdade, € observada uma alternancia entre os
subtipos de acordo com o0 ano e a regido da investigacdo. Mlinaric-Galinovic e
colaboradores, em um estudo na Croacia do ano de 2006 a 2007, identificaram em
2006 duas epidemias causadas predominantemente pelo subtipo B e em 2007 pelo
subtipo A. Suwanjutha e colaboradores identificaram no primeiro ano do estudo a
predominéncia do subtipo B em contraste com o0 segundo ano do estudo quando o
subtipo A teve maior predominancia. D Elia e colaboradores, na cidade do Rio de
Janeiro, identificaram nos dois anos de investigagdo em casos internados de ITRB a

predominéncia do subtipo viral A (71,4% e 78,6%) (D Elia et al., 2005), assim como
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Oliveira e colaboradores, com 78% de amostras de subtipo A, no estado de Minas

Gerais (Oliveira et al., 2008).

Devido ao elevado numero de infec¢cdes pelo subtipo viral B em
comparacao ao subtipo A (este com apenas 18 casos), 0s resultados das analises
entre os subtipos virais e os dados clinico-epidemioldgicos ndo sao conclusivos. No
entanto, o nosso estudo identificou que naqueles pacientes com infeccdo pelo subtipo
B a média da idade foi mais baixa em relacdo ao outro subtipo (11,0 vs 13,0, p<0,03),
dados semelhantes foi relatado por Papadopoulos e colaboradores (2004). Mlinaric-
Galinovic (2009) e colaboradores ndo encontraram diferencas significativas em relagéo
a idade entre os subtipos virais, assim como Oliveira e colaboradores (2008). No
entanto, no estudo de Mlinaric-Galinovic (2009) foi observado que a maioria (88,8%,
p<0,024) dos pacientes infectados com o subtipo viral B e idade inferior a 12 meses
eram do sexo masculino. Oliveira e colaboradores (2008) encontraram 57,8% dos
casos com infeccéo pelo subtipo A, porém sem significancia estatistica. Infelizmente,

até o momento nenhuma explicacéo € plausivel para estes achados.

No nosso estudo foi observado que a média da PCR nos pacientes
infectados com o subtipo B foi menor que a média observada para o subtipo A (13,0 vs
19,0; p<0,05), mas a razdo para este achado permanece desconhecida. Novas
pesquisas com um numero adequado de amostras devem ser conduzidas na tentativa
de entender melhor as diferencas clinico-epidemioldgicas dos pacientes infectados com

0s subtipos do VRSH nos casos de PAC.

Em relacdo aos sinais e sintomas avaliados nos pacientes do estudo,
aproximadamente 98% do grupo VRSH-positivo apresentou tosse no momento da
hospitalizagdo, porém ndo houve diferenca estatistica para o grupo VRSH-negativo

(96,1%, p>0,05). Coriza e obstrugcdo nasal foram sintomas predominantemente
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observados no grupo VRSH-positivos. Diniz e colaboradores (2005) investigaram os
sintomas de pacientes prematuros infectados com o VRSH e observaram que chiado,
coriza, vomitos e diarréia foram significativamente mais frequentes, enquanto que em
nosso estudo, vomitos e diarréia foram detectados predominantemente nos pacientes
do grupo VRSH-negativos. E observado que os sintomas clinicos ndo sdo suficientes
para predizer a etiologia por VRSH da PAC, os estudos que descrevem esta
caracteristica sédo ainda controversos e outros fatores como idade e estado imunoldgico

podem influenciar nestas analises.

Com relacao a sazonalidade, o nosso estudo identificou no ano de 2007 a
atividade do VRSH em criancas hospitalizadas com PAC com maior prevaléncia nos
meses de abril e maio, periodo que coincide com fortes chuvas na regido. No Brasil,
surtos ocorrem principalmente durante os meses com baixa temperatura, assim como
relatado por Costa e colaboradores (2006) em Uberlandia (regido Centro-Oeste). Na
cidade de Campinas (SP) (Riccetto, 2006) e em Vitdria (ES) (Checon, 2002), ambas na
regido Sudeste, a maior incidéncia de infeccBes pelo VRSH ocorre entre janeiro e

junho, mesmo periodo encontrado no nosso estudo.

D

A maior compreenséo dos fatores que determinam a atividade do VRSH
essencial para melhorar a conduta dos pacientes e do sistema de saude. Por isso, é
fundamental a realizacdo de estudos clinico-epidemiolégicos na nossa regido. A
atividade de monitoramento do VRSH é necessaria a fim de restringir o uso de

antibiéticos para as criangas que realmente necessitam e para proporcionar uma

melhor terapia profilatica para os pacientes.
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8. CONCLUSAO

- A prevaléncia do VRSH em casos de PAC na nossa regido foi semelhante a

observada em outras localidades.

- Foi observado uma maior prevaléncia nos casos de PAC por VRSH na faixa etaria até

1 ano de idade.

- Baixas dosagens de PCR (< 48 mg/dL) foram associadas a infec¢édo por VRSH.

- A infeccdo bacteriana foi mais frequente nos pacientes infectados pelo VRSH.

- A obstrucéo nasal foi o sintoma que estava independentemente associado a infeccao
pelo VRSH nos casos de PAC.

- Ambos os subtipos de VRSH foram associados com a PAC na nossa regido, e

durante o periodo do estudo foi identificado maior predominancia do subtipo B.
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10. ANEXOS

10.1 — Anexo | — Termo de Consentimento

Termo de consentimento livre e esclarecido — grupo PAC Protocolo 106086 Epi Strep
Verséo 3.2 baseado no modelo da verséo 3.0 para o Brasil de Rixensart

CONFIDENCIAL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Identificacdo do Estudo: 106086 Epi Strep

Titulo do estudo: Vigilancia prospectiva, com base populacional, da doenca invasiva e da otite média
aguda, causadas por S. pneumoniae ou por H. influenzae e da pneumonia adquirida na comunidade em
criancas de 1 més (> 28 dias) até 35 meses de idade, inclusive.

Numero da Verséo: Verséo 3.2 baseado no modelo da versédo 3.0 para o Brasil de
Rixensart para Pneumonia adquirida na comunidade, de 26 de outubro de 2006.

Data: 17 de agosto de 2007
Pais: Brasil
Nome da empresa patrocinadora: GlaxoSmithKline Biolégicos S.A.

NUmero do Individuo:

Este documento deve ser apresentado ao Representante Legalmente Aceito em sua totalidade;
nenhuma pagina ou se¢cdo deve ser omitida. O conteddo do documento deve ser explicado
verbalmente ao Representante Legalmente Aceito.

O principal objetivo deste documento é fornecer para vocé a informacdo necessaria para ajuda-
lo(la) a decidir sobre a participacdo de seu filho/tutelado(a) neste estudo. Antes de decidir, por
favor, reserve um tempo para ler este documento cuidadosamente e sinta-se a vontade para fazer
quaisquer questionamentos se houver algo que ndo esteja claro ou se vocé necessitar de
maiores informacdes.

Finalidade/descricdo do estudo:

As infeccdes respiratorias agudas assim como a pneumonia Sao responsaveis por um numero
importante de mortes e hospitalizagbes em criangcas com menos de 5 anos. Entre os casos
numerosos, Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae sdo as bactérias mais
comumente ligadas a essas doencas.

Uma das finalidades deste estudo é obter informag8es sobre pneumonia em criancas da regido
em que vocé vive. Este estudo esta sendo realizado em trés paises: Argentina, Brasil e
Panama.

Verséo 3.2 baseado no modelo da versé&o 3.0 para o Brasil de Rixensart
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Estas informacdes nos dardo a base para elaborar futuros estudos para avaliar a eficacia de vacinas
para prevenir as doengas causadas por estas duas bactérias (micrébios)

Aprovacéo do protocolo

Este estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica do Instituto Evandro Chagas.

Procedimentos do estudo

O médico solicitou uma chapa de raio-X do pulmdo de seu filho/tutelado para avaliar se ele tem
pneumonia.

Gostariamos se solicitar seu consentimento para que seu filho/tutelado participe deste estudo, no qual
teremos informacdes sobre a doenca dele, incluindo os testes realizados durante a avaliagdo médica.

Se vocé concordar em patrticipar, tiraremos uma cépia do raio-X para ser avaliado posteriormente por
outros especialistas.

Em caso de suspeita de pneumonia, um dos resultados de testes que necessitamos analisar é da
chamada “Proteina C-reativa”, que é feito no sangue. Caso este teste ndo tenha sido realizado, pedimos
0 seu consentimento para coletar uma amostra de sangue do seu filho/tutelado (cerca de 2 ml), para
realiza-lo.

Caso o seu filho/tutelado seja hospitalizado e a pneumonia confirmado, sera realizado outro teste para
verificar se ele “pegou” outro micrébio, um virus chamado Virus Sincicial Respiratério. Para isso também
precisaremos coletar material (muco) da nasofaringe (nariz e garganta), que sera feito com uma espécie
de cotonete mais comprido, por alguém da equipe de enfermagem.

Caso a pneumonia de seu filho/tutelado evolua para uma doenca invasiva grave, como meningite e
doenca febril, vamos pedir uma amostra de cerca de 5 ml de sangue ou liquido corporal estéril (fluidos
do corpo que normalmente ndo contém micrébios). Streptococcus pneumoniae e Haemophilus
influenzae séo as bactérias mais comumente causam doencas invasivas graves. Ela é chamada invasiva
porque a bactéria invade o sangue e pode afetar 6rgdos como os pulmdes e as meninges (uma capa de
tecido fino que cobre o cérebro). Apesar de contar com varios tipos de antibidticos para tratar estas
infeccdes, as vezes tais doencgas tornam-se muito graves e dificeis de tratar, podendo resultar em morte
ou danos diversos, como: retardo mental, defeitos no corpo, na fala, surdez, cegueira, etc.

Uma vez que foi confirmada a presenca da bactéria Streptococcus pneumoniae ou Haemophilus
influenzae no sangue ou liquido corporal estéril de seu filho/tutelado, a bactéria sera enviada para um
laboratério central em outro pais a ser definido pela GlaxoSmithKline, para que sejam feitos outros testes
mais especificos para a identificacdo desta bactéria. Além disso, a amostra coletada serd guardada por
um laboratério central apontado pela empresa, para fins especificos determinados neste estudo. Cabe a
esse laboratério observar rigorosamente as normas relacionadas a guarda desse material, no que se
refere, aos aspectos da biosseguranca e regras que regem a guarda de material biolégico. Essa

Versao 3.2 baseado no modelo da verséo 3.0 para o Brasil de Rixensart
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guarda se restringird ao periodo necessario para a conclusdo da pesquisa, apos o qual esse material
sera descartado.

Um dos outros objetivos deste estudo € obter informacdes sobre doengas invasivas em criangas com
menos de 3 anos na regido em que seu filho/tutelado mora.

Essas informac@es serdo importantes para ajudar a planejar futuros estudos sobre a eficacia das vacinas
de prevencéo das doencas causadas pelas duas bactérias.

Além disso, faremos algumas perguntas gerais sobre as condicdes de salde do seu filho/tutelado,
incluindo a doenca.

Este estudo sera realizado em trés paises: Argentina, Brasil e Panama.

A participacéo do seu filho/tutelado neste estudo s6 ocorrera enquanto a doenca propriamente dita durar.

NUmero de individuos

N&o existe nenhum limite quanto ao nimero de individuos.

Participac&o voluntéria e direito de interromper a participacao

A participagdo de seu filho/tutelado neste estudo € voluntaria. Se vocé decidir permitir que seu
filho/tutelado participe, sera pedido que assine este termo de consentimento livre e esclarecido.

Se vocé ndo quiser que seu filho/tutelado participe, isso ndo prejudicara o atendimento ou os beneficios
gue ele geralmente recebe neste centro de salde. Se vocé decidir permitir que seu filho/tutelado
participe, serd possivel desistir do estudo a qualquer momento, sem prejudicar o atendimento que ele
geralmente recebe neste centro de saude.

Riscos

Praticamente ndo ha riscos diretos associados a este estudo, com excecéo da coleta de uma amostra de
sangue ou liquido corporal estéril (liquidos do corpo que normalmente ndo contém microbios) do seu
filho/tutelado. Esse procedimento pode ser desconfortdvel, mas raramente resulta em quaisquer
problemas significativos. Os riscos incluem desconforto temporario da entrada da agulha, sensacdo de
tontura, leve ferida e, muito raramente, infeccdo no local da picada da agulha. Médicos da equipe do
estudo juntamente com a patrocinadora (GlaxoSmithKline) dardo toda a assisténcia necessaria caso
ocorra algum evento decorrente de algum procedimento deste estudo.

Beneficios da participacdo no estudo

Com a participagdo neste estudo, serdo colocadas a sua disposicdo mais informacdes sobre a doenca
de seu filho/tutelado. Estas informacdes serdo muito Uteis para conhecer o impacto da doenga em
criancas com até 3 anos de idade nos paises participantes.

Pagamento para participantes

Vocé ndo recebera pagamento por participar desta pesquisa.

Versao 3.2 baseado no modelo da verséo 3.0 para o Brasil de Rixensart
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Contato para duvidas referentes ao estudo
Se houver qualquer duvida em relacdo ao estudo, contate:

Nome do pesquisador: Francisco Luzio de Paula Ramos.

Endereco do pesquisador: Instituto Evandro Chagas, Secretaria de Vigilancia em Saude, Ministério da
Saude, Av. Almirante Barroso 492, 66.090-000, Belém, Para, Brasil.

Nimeros de telefone do pesquisador: 3217-3189, 3217-3178, 3217-3141.

Nimero do fax do pesquisador: 3246-7230

Contato na Comisséo de Etica em Pesquisas do Instituto Evandro Chagas (CEP-IEC)

Nome do Coordenador: Manoel do Carmo Soares

Endereco do CEP-IEC: Instituto Evandro Chagas, Secretaria de Vigilancia em Salde, Ministério da
Saulde, Av. Almirante Barroso 492, 66.090-000, Belém, Para, Brasil.

Numeros do telefone do CEP-IEC: 3202-4661, 3202-4618, 3202-4670.

Confidencialidade quanto as informacdes médicas e pessoais fornecidas.

Se vocé decidir permitir que seu filho/tutelado participe do estudo, o médico e a equipe do
estudo irdo coletar informag¢des médicas pessoais sobre ele, como parte da realizagdo do
estudo. As pessoas que trabalham na GSK ou em seu home, e outras como o comité de ética
em pesquisa (CEP) do estudo ou as autoridades responsaveis pela aprovacdo de
medicamentos, terdo acesso a estas informacdes na clinica, a fim de verificar se o estudo esta
sendo realizado adequadamente. Estas pessoas manterdo confidencialidade/sigilo das suas
informacg0des, pois estdo cientes que devem respeitar as disposi¢cdes legais do Brasil e do
Conselho Federal de Medicina.

A equipe do estudo transmitira para a GSK algumas das informacdes que coletar, em forma de
codigo. As informacdes transmitidas néo incluirdo o nome, as iniciais, 0 enderego e outros
identificadores diretos do seu filho/tutelado. Um cbédigo numérico sera dado a essas
informacgdes; apenas a equipe do estudo pode vincula-lo ao nome de seu filho/tutelado.

A sua permissdo para que o médico e a equipe do estudo utilizem estas informacfes ou as
compartilhem com a GSK e outros, conforme descrito abaixo, ndo termina automaticamente em
qualquer momento especifico.

Enquanto o seu filho/tutelado estiver no estudo, a equipe do estudo ndo compartilhara certas
informagBes meédicas novas sobre ele, que sejam criadas como parte do estudo (como o0s
resultados de determinados testes), a menos que o0 médico do estudo decida ser
clinicamente importante fazé-lo. Este procedimento impede que os resultados do estudo
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sejam distorcidos. Vocé sempre terd direito de acesso as informagSes médicas sobre o seu
filho/tutelado, as quais queira ver. A qualquer momento, € possivel solicitar ao médico do estudo
permissédo para ver as informacdes pessoais do seu filho/tutelado, como nome e endereco e corrigi-las
se necessario.

Privacidade de dados

A GSK pode utilizar, das seguintes formas, as informacfes que receber do médico do estudo
(isto é, os dados codificados):

* Armazenamento e analise eletrdnica, para descobrir 0 que este estudo esta nos informando;

* Compartilhamento do estudo com as autoridades reguladoras que aprovam novos
medicamentos ou com grupos que Vverificam se a pesquisa esta sendo executada
adequadamente;

* Publicagdo dos resultados do estudo (isso ndo inclui qualquer informacdo que o identifique
diretamente);

» Compartilhamento do estudo, como parte de uma pesquisa, com outras empresas ou
universidades com a finalidade de entender ou desenvolver novas vacinas, e com outros
escritorios da GSK neste ou em outros paises. Se as informacdes forem enviadas para outro
pais, a GSK aplicard 0 mesmo nivel de protecdo, de acordo com as permissdes da legislacdo
local;

« Utilizagao do estudo para planejar novos estudos ou outros tipos de pesquisa, ou para outras
finalidades clinicas associadas ao desenvolvimento da vacina.

Funcéo do patrocinador

A GSK transfere recursos financeiros & instituicdo para realizar este estudo, para pagamento
de alguns médicos do estudo e da sua equipe.

As informacdes e materiais referentes ao estudo, que vocé estd recebendo, sdo dados
confidenciais que pertencem a GSK e devem ser mantidos em sigilo.

E permitido discutir estas informacées em sigilo com seu médico, seus amigos e familiares para
decidir se ira participar do estudo e conversar sobre o tratamento.

A GSK podera interromper o estudo apos analise e aceitagdo das justificativas pelo Comité de
Etica em Pesquisa local.

Verséo 3.2 baseado no modelo da versé&o 3.0 para o Brasil de Rixensart
Revisado em:17 de agosto de 2007. 5de 6
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Termo de consentimento livre e esclarecido — grupo PAC Protocolo 106086 Epi Strep
Verséo 3.2 baseado no modelo da verséo 3.0 para o Brasil de Rixensart

CONFIDENCIAL

Declaracdo de consentimento

Eu,
(nome por extenso do pai ou representante legal)

» confirmo que li as informacdes escritas sobre o estudo 106086 Epi Strep, no Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido Versdo 3.1 de 05 de fevereiro de 2007 para pneumonia
adquirida na comunidade, de 6 paginas. Os procedimentos do estudo referentes ao grupo da
pneumonia me foram explicados pela equipe da pesquisa, durante o processo de
consentimento para este estudo.

 confirmo que tive a oportunidade de fazer perguntas sobre este estudo e que estou satisfeito
com as respostas e explicagbes que recebi.

» entendo que permito 0 acesso aos dados, para as pessoas autorizadas descritas na folha de
informacoes.

« tive tempo e oportunidade para considerar a participagédo neste estudo.

Concordo em permitir que meu filho/tutelado participe deste estudo.

* Assinatura do pai ou representante legal:

¢ Data:

* Nome por extenso do pai ou representante legal:

Declaracdo do médico/enfermeiro que aplicou o termo de consentimento livre e
esclarecido:

Expliquei cuidadosamente a natureza, as exigéncias, os riscos e o0s beneficios previsiveis do
estudo para a pessoa descrita acima e testemunhei o preenchimento do termo de
consentimento livre e esclarecido por escrito.

* Assinatura da pessoa que aplicou o termo:

e Data:

* Nome por extenso da pessoa que aplicou o termo:

Versao 3.2 baseado no modelo da verséo 3.0 para o Brasil de Rixensart
Revisado em:17 de agosto de 2007. 6 de 6
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10.2 — Anexo Il - Ficha de investigacéo clinico-laboratorial

PROJETO PNEUMOCOCOS

FICHA DE INFORMAGOES CLINICA E LABORATORIAL
PESQUISA DE VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO

Registro:
Nome:
sexor F |:| Il |:| Diata de nascimento: / /
Data da coleta: ! !
Data de inicio dos sintomas: ! !
Bairro / Residéncia: UF I:I

Sintomas clinicos presentes:

Febre |:| Dor de garganta |:| Coriza |:| Obstrug&o nazal |:|

Artralgia |:| Dores musculares |:| Tosse |:| Dor de cabeca |:|
Dor de ouvido |:| Dor de garganta |:| Outros |:|

Especificar:

Coleta enviada por:

RESERVADO AO LABORATORIO

Registro Laboratorial: / /

Qualidade do material.  Boa |:| Razoavel |:| MNao aproveitéavel |:|

Resultado para VRS:

Fositivo |:| MNegativo |:| Inconclusivel |:|

Data do resultado: / /

Responsavel:

122




ANEXOS

10.3 — Anexo lll — Artigo cientifico submetido

BMC Infectious Diseases

Prevalence and clinical features of Respiratory Syncytial Virus in children hospitalized for

community-acquired pneumonia in northern Brazil.
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Abstract

Background: Childhood pneumonia and bronchiolitis is a leading cause of illness and death in
young children worldwide with Respiratory Syncytial Virus (RSV) as the main viral cause. RSV
has been associated with annual respiratory disease outbreaks and bacterial co-infection has also
been reported. This study is the first RSV epidemiological study in young children hospitalized
with community-acquired pneumonia (CAP) in Belém city, Para (Northern Brazil). Methods:
With the objective of determining the prevalence of RSV infection and evaluating the patients’
clinical and epidemiological features, we conducted a prospective study across eight hospitals
from November 2006 to October 2007. In this study, 1,050 nasopharyngeal aspirate samples
were obtained from hospitalized children up to the age of three years with CAP, and tested for
RSV antigen by direct immunofluorescence assay and by Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction (RT-PCR) for RSV Group identification. Results: RSV infection was detected in
243 (23.1%) children. The mean age of the RSV-positive group was lower than the RSV-
negative group (12.1 months vs 15.5 months, p<0.001) whereas gender distribution was similar.
The RSV-positive group showed lower C-reactive protein (CRP) mean levels when compared to
the RSV-negative group (15.3 vs 24.0mg/dL, p<0.05). Radiological findings showed that 54.2%
of RSV-positive group and 50.3% of RSV-negative group had interstitial infiltrate. Bacterial
infection was identified predominantly in the RSV-positive group (10% vs 4.5%, p<0.05).
Rhinorrhea and nasal obstruction were predominantly observed in the RSV-positive group. A co-
circulation of RSV Groups A and B was identified, with a predominance of Group B (209/227).
Multivariate analysis revealed that age under 1 year (p<0.015), CRP levels under 48mg/dL
(p<0.001) and bacterial co-infection (p<0.032) were independently associated with the presence
of RSV and in analyze of symptoms, nasal obstruction were independently associated with RSV-
positive group (p<0.001). Conclusion: The present study highlights the relevance of RSV
infection in hospitalized cases of CAP in our region; our findings warrant the conduct of further

investigations which can help design strategies for controlling the disease.
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Background

Globally, RSV is the most common cause of childhood acute lower respiratory
infection and is responsible for annual outbreaks worldwide [1-4]. RSV infection usually results
in upper respiratory tract illness characterized by profuse rhinorhea, however 25 — 40% of
children experiencing infections in their first year of life may develop severe respiratory disease
requiring hospitalization [1, 5, 6]. This may result in long-term respiratory disorders such as
abnormal pulmonary function, asthma, recurrent cough, and bronchitis [7, 8]. RSV has two
Groups, A and B, which are distinguished largely by antigenic and genetic characteristics.
During epidemics, either Group A or B may predominate, or both Groups may circulate
concurrently [7, 9]. Evidence for RSV infection has been found in every geographic area studied
and the predominant occurrence changes according to the region’s climates. In temperate
countries RSV outbreaks coincide with winter and in tropical climates the pattern varying with

most literature associating RSV with rainy season [10-13].

Pneumonia is among the main causes of illness and death in younger children
throughout the world [14 -16]. There is a need for better assessing the epidemiology of viral
CAP in developing countries where RSV infections substantially account for epidemics and are
associated with a more severe clinical presentation of pneumonia [4]. Some retrospective studies
investigated the occurrence of bacterial coinfection in children hospitalized with severe RSV
infection and found the incidence of pulmonary bacterial coinfection to vary between 17.5 and

44% [15, 17, 18].

To our knowledge, this is the first RSV epidemiological study in children
hospitalized with CAP in Belém city, Para, Northern Brazil, to assess the epidemiological,
clinical, and laboratory features of RSV infections among infants and young children. Moreover

we sought to characterize the circulating RSV Groups in our region.
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Methods

Study Population

Patients’ clinical and epidemiological data were obtained during a cross-sectional
study across eight hospitals carried out between November 2006 and October 2007, in Belém,
Pard, located in the Northern tropical area of Brazil. We investigated for RSV infection in
hospitalized children with CAP. This condition was as defined by medical practitioners of the
project based on (A), (B) and (C). (A) Two clinical findings: cough, history of fever, pleuritic
pain, crackles or bronchial breath sounds; (B) Chest radiographic findings consistent with
pneumonia (focal airspace consolidation, patchy increased interstitial markings), and (C) patients
admitted with less than 48 hours. Patients were included in this study if the following criteria
were met: children up to the three years old, hospitalized, diagnosed with CAP and with a signed
consent form obtained from parents or legal guardians at enrolment. This study was approved by
the Ethics and Research Committee of Evandro Chagas Institute (IEC) in the context of a large

prospective study that investigates the etiology of CAP in different countries.
Sample Collection

Nasopharyngeal aspirate samples were collected by vacuum suction through a
plastic catheter and refrigerated at 4°C until transported on ice to the Respiratory Virus
Laboratory at IEC. At the institute, the samples were processed within two hours for RSV
antigen detection using the Direct Immunofluorescence Assay (DFA). RSV-positive samples

were subsequently subjected to RT-PCR for the detection of the RSV Group.

Demographic data and clinical symptoms were also obtained. A questionnaire was
filled by a trained technician including age, onset of symptoms, gender, blood bacterial culture,
chest radiography, C-Reactive Protein (CRP) levels, and signs or symptoms of cough,
rhinorrhea, fever, nasal obstruction, vomiting, and diarrhea were analyzed at the time of

hospitalization.
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Direct Immunofluorescence Assay (DFA)

DFA was carried out using specific monoclonal antibodies for the detection and
identification of RSV in direct respiratory specimen cell preparation with Light Diagnostics™
Respiratory Syncytial Virus DFA Kkit, cat. 3125 (Chemicon® International, Inc. Temecula, CA),

in accordance with the manufacturer’s instructions.
Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

RT-PCR was performed to detect RSV RNA sequence and identify RSV Groups
in samples that were positive by DFA. Primers were adopted from Canducci et al. [19]. Total
RNA was extracted directly from supernatant specimens with the QlIAamp® Viral RNA Mini
Kit, cat. 52904 (Qiagen) and the amplification and detection were performed with SuperScript™
One-step RT-PCR and the Platinum Taq® comercial Kit, cat. 10928-034 (Invitrogen Life
Technologies, CA, USA). The primers used for group determination were generated against the
F regions of the RSV genome. Positive control and water as a negative control were run together
in each RT-PCR assay to validate the amplification process and to exclude the presence of

contaminants.
C-Reactive Protein (CRP)

CRP levels were determined from serum samples of patients and stored up to 4
days at about 4°C, until the completion of qualitative and semi-quantitative survey, by
agglutination of latex particles using the Serolatex PCR kit, cat. 56 (Labtest Diagndstica S.A.,

Brazil), in accordance with the manufacturer’s instructions.
Radiographs

The radiological assessment was performed by three independent physicians
blinded to the patient's condition, with reading of the radiographs standardized for all.
Radiological typical for CAP included interstitial infiltrate, alveolar infiltrate, and lobar

pneumonia.
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Statistical Analyses

Patients were divided into two groups according to DFA results and the analysis
was performed using Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, version 17.0, Inc.,
Chicago, IL), for Windows, using the chi-squared test. Fisher’s exact test was used adjunctively

if the expected values were less than 5. The student’s t test was applied to compare means.

Multivariate analysis was performed using logistic regression models. Variables
with a p value <0.1 in univariate analysis were entered in the multivariate analysis. The level of
significance was set at <0.05. The both analyses (1 and 2) including pneumonia positive and
negative for RSV as the dependent variable. (1) was a comparison of pneumonia by RSV
positive and negative group included the following independents variables: age, gender, CRP
levels and bacterial culture; (2) was a comparison of pneumonia positive and negative for RSV
and the signs and symptoms reported at hospitalization included the following variables: cough,

rhinorrhea, fever, nasal obstruction, vomiting and diarrhea.

Results

The inclusion criteria were met by 1,214 patients with CAP during the period of
study, of whom 1,050 (86.49%) had consent from parents or legal guardians to participate. The
differences in distribution of demographic characteristics and admission diagnoses were not
statistically significant for those who declined relative to those who participate in the study (data
not shown). RSV DFA results were available for all 1,050 patients included in the study. The
prevalence of RSV infection was 23.1% (243/1,050 patients). Demographic and clinical features
of RSV- positive and RSV-negative children are shown in Table 1. In terms of age, the average
of RSV-positive group (12.1 months) was lower than that of the RSV-negative group (15.5
months) (p<0.001). There was no statistically significant difference between the groups in
relation to gender (51.8% male and 48.2% female). Among the patients who had CRP levels

analyzed (810/1.050, 77.1%), the RSV-positive group showed a lower mean level when
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compared to the RSV-negative group (p<0.001). The chest radiological findings have shown that
54.2% of RSV-positive and 50.3% of RSV-negative patients developed interstitial infiltrate.
Bacterial culture were available for 46.7% of study participants (490/1.050). Although the 90.0%
of RSV-positive patients yielded negative bacteriological culture, bacterial co-infection was
identified in this group with 10.0% of culture growth, while the RSV-negative group showed
only 4.5% growth (p<0.05) (Table 1).

Table 1: Epidemiologic, clinical, and laboratory characteristics of RSV-positive and RSV-

negative children hospitalized for community-acquired pneumonia in Belém, Para, Brazil.

Characteristics RSV- positive RSV-negative Groups

243 (23.1%) 807 (76.9%) (n)

n % n % p A B p
Age (years)
0-1 152/241 625 | 340/805 42.1 | <«p.o01 | 10/18 135/207 0.282
Gender
Male 126/243  51.8 | 449/807 55.6 0.113 9/18 108/207 0.542

C-Reactive protein
<48 mg/dL 155/178 87.0 469/632 742 | <0.001 | 9/13 133/151 | <0.001

Radiographs

Interstitial infiltrate 117 54.2 366 50.3 9 102
Alveolar infiltrate 49 22.7 164 22.5 0.085 1 45 0.235
Lobar pneumonia 50 23.1 198 27.2 5 39

Bacterial culture N
Positive 114/109 10.0 | 17/381 04.5 0.043 1/8 10/92 0.342

4'S. epidermidis (3 patients), A. baumannii (2), S. pneumoniae (1), Com. acidovorans (1), K. pneumoniae (1), Gram Positive (1),
Candida spp (1) and other fungi (1).

* S. pneumoniae (4 patients), S. epidermidis (3), Tetrads (3), Gram Positive (3), K. pneumoniae (2), S. viridians (1) and A.
baumannii (1).

It was possible to determine the RSV Group in 227 (93.4%) out of 243 RSV-
positive samples. RSV Group B infections predominated RSV Group A (209 vs 18 patients,
respectively). Group B infection was associated with a lower age than Group A (11.0 vs 13.0
months; p<0.03). With regards to the CRP levels, Group B infection showed a CRP mean level
lower when compared to Group A (11.0 vs 19.0 mg/dL, p<0.05). Gender, radiological pattern,

bacterial culture and the onset of symptoms denoted a similar distribution in both Groups.
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We described the signs and symptoms in Table 2 for RSV-positive and RSV-
negative groups. Approximately 98% of RSV-positive children had a cough at admission but no
statistically significant difference was observed when compared to the RSV-negative group
(96.1%; p>0.05). Five clinical parameters showed significant difference (p<0.05) in rates when
comparing both groups: fever, vomiting, and diarrhea were detected predominantly in the RSV-
negative group (80.2% vs 72.4%, 12.2% vs 4.9% and 8.1% vs 4.1%, respectively), while
rhinorrhea and nasal obstruction were predominantly observed in RSV-positive group (78.2% vs
71.5% and 59.2% vs 32.8%, respectively, both comparisons yielding a p<0.05). Patients infected

with either A or B Groups did not significantly differ in terms of signs and symptoms.

Table 2: Signs and symptoms reported at hospitalization in RSV-positive and RSV-
negative patients with community-acquired pneumonia and detected subtypes.

RSV-positive  RSV-negative

243 (23.1%) 807 (76.9%) Groups
n % n % p A B p
Cough 238 979 | 714  96.1 | 0.056 100% 98.5% | 0.779
Rhinorrhea 190 78.2 531 71.5 | 0.002 83.3% 77.8% 0.443
Fever 176 724 | 596  80.2 | 0.009 83.3% 71.8% | 0.323
Nasal obstruction 144 59.2 244 32.8 | 0.001 66.6% 58.7% | 0.359
VVomiting 12 04.9 91 12.2 | 0.001 0 4.8% 0.428
Diarrhea 10 04.1 60 08.1 | 0.023 0 14.8% 0.428

Figure 1 shows that RSV infection was detected from January to July 2007, with

higher prevalence rates observed from April (48.6%) to June 2007 (52.4%).

The Multivariate Analysis of Risk Factors for RSV CAP showed in analyze (1)
the age under 1 year (OR 1.36; 95% CI; 1.06 — 1.74; p<0.015), CRP levels under 48mg/dL (OR
3.49; 95% CI; 1.80 — 6.77; p<0.001) and bacterial co-infection (OR 2.57; 95% CI; 1.08 - 6.09;

p<0.032) were independently associated with the presence of RSV as opposed to RSV-negative
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group. In analyze (2) only nasal obstruction were independently associated with presence of

RSV (OR 3.07; 95% CI; 2.24 — 4.21; p<0.001) (Table 3).

Figure 1: Monthly prevalence of Respiratory Syncytial Virus (RSV) in children up to three years
old, hospitalized with community-acquired pneumonia (CAP), from November 2006 to October
2007.
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Table 3: The Multivariate Analysis of Risk Factors for RSV infection in patients
hospitalized with community-acquired pneumonia.

95% CI

Analyzes p OR Lower Upper
Signs and symptoms

Fever 0.109 0.754 0.535 1.065

Rhinorrhea 0.798 0.952 0.654 1.386

@ Nasal obstruction <0.001 3.075 2.244 4.215

Cough 0.107 2.428 0.825 7.146

Diarrhea 0.646 0.836 0.390 1.794

Vomiting 0.078 0.551 0.283 1.069

Characteristics

CRP <48mg/dL <0.001 3.498 1.807 6.772

2 Bacterial co-infection 0.032 2.570 1.081 6.094

Age <1 year 0.015 1.361 1.062 1.745

Male gender 0.476 1.186 0.742 1.895

(1) (2) pneumonia positive and negative for RSV as the dependent variable.
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Discussion

The detection of RSV in 23.1% of the samples in our study denoted a prevalence
rate similar to those observed in other studies on the occurrence of lower respiratory tract
infection, ranging from 23% to 61% [6, 20, 21]. The possible limitation of the study was the use
of a less sensitive method (IF) as compared to RT-PCR that has shown improved sensitivity in
the detection of RSV infection [14, 22]. However, the large number of samples analyzed in this

study minimizes the bias and did not alter the statistical significance of our results.

RSV has been referred to in the literature as the main agent responsible for
bronchiolitis and pneumonia during the first year of life. According to our study, 62.5% of
children were younger than one year old, suggesting that illnesses caused by RSV can be severe
in this age group, thus requiring hospitalization with prompt and effective medical intervention

[5, 23].

Gender was not identified as a significant risk factor for RSV infection in our
study in agreement with other published studies [21, 25]. Nevertheless, some findings in the
literature have shown a male predominance, as reported by D"Elia et al. [5], particularly between

0 and 2 months.

Evaluation of CRP is very useful for clinicians because it may help differentiate
between bacterial and viral etiologies. Shin et al. [24] used levels of CRP (>1.87 mg/dL) as
criteria to rule out serious bacterial infection in infants from self-limiting viral illness in febrile
infants younger than three months. Diniz et al. [25] also found a statistically significant
difference between nosocomial viral lower respiratory tract infection and levels of CRP less than
or equal to 40 mg/L. In our study, the RSV-positive group showed a lower CRP mean level when
compared to the RSV-negative group. Thus, low CRP levels may suggest a viral infection and,
depending upon the clinical and radiological findings, enables the suspension of antibiotic

therapy and helps considerably in the reduction of the hospital stay.
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The radiological findings in our study have shown that the 54.2% of RSV-positive
patients developed interstitial infiltrate. Diniz et al. [25] found a significant correlation between
nosocomial viral lower respiratory tract infection and interstitial infiltrate and it was observed

that all patients with confirmed bacterial, fungal, or mixed infection presented alveolar infiltrate.

We found a predominance of RSV infection without bacterial co-infection in our
study, in agreement with Duttweiler et al. [26] who found that concomitant bacterial sepsis was a
rare event in 127 hospitalized RSV infected infants. However, when we compared the groups,
positive culture was predominantly observed in the RSV-positive group than the RSV-negative
group (10.0% vs 4.5%, p<0.028). Thorburn et al. [15] reported on pulmonary bacterial co-
infection in children with severe RSV bronchiolitis showing that 40% of children with severe
RSV infection were infected with bacteria in their lower airways. Unfortunately, we were unable

to demonstrate if these infections would be either secondary or concurrent to viral infection.

It was possible to determine the RSV Group in 227 (93.4%) samples, and 6.6%
were untypable probably due to problems in processing samples or RNA extraction. This study
reports predominance of RSV Group B infection in children hospitalized with CAP, which is not
unusual in other regions [9, 27]. Unfortunately, our data have a limitation of only one year of
study and annual RSV Group epidemic may change. Suwanjutha et al. [27] identified in the first
year of study the predominance of Group B, in contrast to the second year when Group A was

more predominate.

Due to the high number of RSV Group B infection, comparison with.Group A
(only 18 children) epidemiological data is not conclusive. However, in our findings, Group B
was found among children with a mean age lower than that for Group A (11.0 vs 13.0; p<0.03), a
finding similar to that of Papadopoulos et al. [28] who reported a predominance of RSV B
infection in the youngest children, but the reasons are still unknown. Mlinaric-Galinovic et al. [9]

and Oliveira et al. [8] did not find age differences between Groups, even though Mlinaric-

133



ANEXOS

Galinovic et al. [9] found that Group B infections occurred more frequently in males less than 12
months of age than in females. Oliveira et al. [8] on the other hand, found that the 57.8% of
RSV A-infected children were male. Unfortunately, there is no plausible explanation for this

variation.

We were able to determine that the CRP mean level in Group B was lower than
Group A (13.0 vs 19.0; p<0.05) but the reasons for this remain unknown. Further research with
an adequate number of samples needs to be conducted in an attempt to better understand RSV

Groups in cases of CAP and their association with the epidemiological data of patients.

We have evaluated the signs and symptoms and approximately 98% of RSV-
positive cases had cough at admission, but no statistically significant difference was observed
when compared with RSV-negative group (96.1%) (p>0.05). Rhinorrhea and nasal obstruction
were predominantly observed in the RSV-positive group (p<0.05). Regarding the clinical signs
and symptoms observed by Diniz et al. [25] in Sdo Paulo city, in the preterm infants infected
with RSV, wheezing, rhinorrhea, vomiting, and diarrhea were significantly more frequent while
in our study vomiting and diarrhea were detected predominantly in RSV-negative group. In
addition, the clinical symptoms do not predict the viral etiology because there are difficulties in
establishing the general etiologic diagnoses of pneumonia by clinical profiles, which are quite
varied in literature and depend on the infectious agent as well as the age and immune state of the

host.

With regards to the seasonality, our study showed that RSV activity in
hospitalized children during January to July 2007, with a peak during April to June, coincided
with a heavy rainfall period in the region. Outbreaks occurring mainly during the months with
low temperatures were reported in Uberlandia (Midwestern Brazil) by Costa et al. [29]. This
seasonal pattern was also observed in other Brazilian settings where RSV occurrence is not

uniform. This has been noted in several Brazilian geographic regions and even among different
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states in the same region [10]. In Campinas (S&o Paulo) [21] and in Vitoria (Espirito Santo) [30],
South-eastern region, the annual highest incidence of RSV-infections occurred between January

and June, the same period of months observed in our study.

A greater understanding of the factors that determine RSV activity would make
this timing even more precise. However, such studies are important as they are expected to
delineate the clinical and epidemiological behavior of RSV in this age range and in this region.
Monitoring RSV activity is necessary in order to restrict antibiotic use to the infants in real need

of it and to provide better prophylactic therapies.

Conclusion

In conclusion, to our knowledge this is the first report of RSV infection in
hospitalized children with CAP in our region. We highlighted that the RSV infection prevalence
associated with CAP in Northern Brazil is similar to those found in other regions and other
countries. However, according to current findings and those reported in the literature, it may be
concluded that the lower mean of age as well as the lower levels of CRP are characteristics found
in viral infections of these cases in Belém city. The signs and symptoms associated with RSV in
our study were rhinorrhea and nasal obstruction, even though divergent in the literature, and the
predominant RSV Group identified was B. Furthermore, the data provided by the study indicate
that there is a need for continuous efforts in order to broaden our knowledge on the

epidemiological aspects of RSV infection and CAP.

Abbreviations:
RSV: Respiratory syncytial virus; CAP: community-acquired pneumonia, RT-PCR: Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction; IEC: Evandro Chagas Institute; DFA: Direct

Immunofluorescence Assay; CRP: C-Reactive Protein; Cl: Confidence interval.
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