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Resumo

Paulis M. Analise da relacdo entre carga viral do virus sincicial respiratério e
rinovirus e gravidade clinica na infeccdo aguda de vias aéreas inferiores em
lactentes hospitalizados [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2020.

INTRODUGCAO: Os virus respiratérios sdo os principais agentes etioldgicos
das infeccBGes agudas de vias aéreas inferiores nas criancas. Em especial, na
bronquiolite aguda, em que o virus sincicial respiratorio (VSR) e o rinovirus
(RV) sdo agentes causais frequentes, particularmente em lactentes. A
influéncia da quantificagéo de cargas virais sobre a gravidade da bronquiolite
aguda é controversa. Este estudo analisa o papel da quantificacdo da carga
viral na evolucao clinica da bronquiolite em lactentes hospitalizados de 2013
a 2015. METODOS: O estudo de coorte prospectivo incluiu criancas
previamente higidas, com idade até 6 meses e 29 dias, internadas por
bronquiolite aguda. Foram incluidas 70 criangcas cujos testes moleculares
quantitativos (QPCR e RT-gPCR), da secrecdo de nasofaringe coletada até
72 horas da admisséo, foram positivos exclusivamente para VSR e RV como
agentes Unicos ou em coinfeccdo VSR com RV. Foram considerados
desfechos de gravidade individualmente (tempo de internacéo, necessidade
e tempo de internacdo em unidade de terapia intensiva (UTI) e de suporte
ventilatério e tempo de oxigénio), assim como um escore clinico, baseado em
uma variavel latente que considerou os principais desfechos de gravidade
tendo sido categorizado em leve, moderado e grave. Para a correlacdo da
carga viral com os desfechos de gravidade foram realizados os testes de
Kruskal Wallis, analises uni e multivariadas. Também foi analisada a
distribuicdo de individuos nos tercis do escore clinico. RESULTADOS: Das
70 amostras de secrecao de nasofaringe incluidas, 49 (70%) foram do grupo
infeccdo Unica por VSR, 9 (13%) do grupo infec¢do Unica por RV e 12 (17%)
do grupo codeteccdo VSR com RV. A etiologia, independentemente das
cargas virais, ndo apresentou significancia estatistica nas analises
comparativas entre os desfechos de gravidade individualmente. Porém,
considerado o escore de gravidade, a infeccao isolada por VSR apresentou
maior numero de casos graves (36,7%), diferentemente da infec¢ao Unica por
RV (22,2%). Nas codeteccdes, a maior gravidade foi observada quando o
VSR predominou sobre o RV (44,4%). A maior carga viral de VSR, na
infeccado Unica, foi associada a maior tempo de suporte ventilatério (p=0,018),
dias de oxigénio (p=0,010) e dias totais de internacdo (p=0,014) e, uma
tendéncia, a maior tempo de internagéo em UTI (p=0,050). Quando ajustada
para idade e dia da coleta da secrecéo de nasofaringe, a maior carga viral de
VSR esteve associada a todos esses desfechos. Nao houve significancia
estatistica na analise uni e multivariada para a infeccao isolada por RV e



codeteccdo quando o RV predominou sobre o VSR. Na codeteccdo, quando
a carga viral do VSR predominou sobre o RV, houve maior tempo de
administracdo de oxigénio (p=0,042). CONCLUSAO: A maior carga viral do
VSR, na infec¢do Unica, esteve associada a maior gravidade, assim como na
coinfec¢éo, onde houve predominio de VSR sobre o RV.

Descritores: Bronquiolite; Rhinovirus; Infec¢cdes por virus respiratorio
sincicial; Coinfeccéo; Carga viral; indice de gravidade de doenca.



Abstract

Paulis M. Analysis of the relation between the viral loads of respiratory
syncycial virus and rhinovirus and the clinical severity in the acute infection
of the lower airways in hospitalized infants [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade
de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2020.

INTRODUCTION: Respiratory virus are the major etiological agents of acute
infections of the airways in children, particularly in acute bronchiolitis, whose
most frequent causative agents are respiratory syncycial virus (RSV) and
rhinovirus (RV), especially in infants. The influence of the quantification of the
viral load on the severity of the acute bronchiolitis is controversial. This study
analyzes the role the quantification of the viral load plays in the clinical
evolution of bronchiolitis in hospitalized infants from 2013 to 2015.
METHODS: This was a prospective cohort study that included previously
healthy children, at O - 6 months and 29 days of age, hospitalized due to acute
bronchiolitis. 70 children were included, whose guantitative molecular tests
(gPCR and RT-gPCR) of their nasopharyngeal aspirate, collected up to 72
hours after hospitalization, were positive exclusively to RSV and RV as single
agents or with RSV and RV co-detection. This study considered the severity
outcomes individually (time of hospitalization, need for and time of intensive
care unit (ICU) hospitalization and ventilatory support and time on oxygen) as
well as a clinical score, based on a latent variable which considered the major
severity outcomes categorized as mild, moderate or severe. To correlate the
viral load with the severity outcomes, Kruskal Wallis tests and univariate and
multivariate analyses were carried out and the distribution of individuals in the
three categories of the clinical score was analyzed. 70 samples of
nasopharyngeal aspirate were included, 49 (70%) of which formed the group
of single infection by RSV, 9 (13%) of which formed the group of single
infection by RV and 12 (17%) formed the group of co-detection by RSV and
RV. The etiology, regardless of the viral loads, did not present statistical
significance in the comparative analyses in the severity outcomes individually,
however, when taking into account the severity score, single RSV infection
presented more severe cases (36,7%) as opposed to the single RV infection
(22,2%). In the event of co-detection the severity was noticed when RSV
predominated over RV (44,4%). Higher RSV viral load in single infection was
associated with longer duration of ventilatory support (p=0,018), oxygen
(p=0,010) and hospitalization days (p=0,014) and there was a tendency to
greater time of ICU hospitalization (p=0,050). When adjusted for the age and
day of collection of nasopharyngeal aspirate, higher RSV viral load was
associated with all these outcomes. There was no statistical significance both



in the multivariate and in the univariate analyses for single RV infections and
co-detections with a predominance of RV. In co-detections, when RSV viral
load predominated, there was a longer duration of oxygen therapy (p=0,042).
CONCLUSION: Higher RSV viral load was associated with greater severity in
isolated infections. In co-infections, the predominance of RSV over RV was
associated with greater clinical severity.

Descriptors: Bronchiolitis; Rhinovirus; Respiratory syncytial virus infections;
Coinfection; Viral load; Severity of illness index.
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1. INTRODUCAO

As infeccdes agudas de vias aéreas inferiores, em especial a bronquiolite
aguda (BA) e a pneumonia adquirida na comunidade (PAC) séo importantes
causas de morbimortalidade em criancas até 5 anos de idade.

No Brasil, no ano de 2018, foram internadas cerca de 240.000 criangas,
entre zero e 14 anos de idade com diagndstico de pneumonia (48 casos para
cada 10.000 criancas/ano), sendo que 32% dessas internacdes ocorreram em
menores de um ano de idade!. Paises desenvolvidos apresentam indices mais
baixos de morbidade. Nos EUA, a taxa de hospitalizagdo em menores de 18
anos de idade varia de 16 a 20 casos por 10.000 criancas/ano?.

Embora dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostrem uma
reducdo da mortalidade mundial por pneumonia nos ultimos 40 anos (de 4
milhdes para 1 milhdo), essa taxa continua alta nos paises em desenvolvimento
e concentrada em criancas mais jovens3. Em 2017, mais de 800.000 crian¢as
abaixo de 5 anos de idade morreram por pneumonia no mundo todo,
representando 15% das causas de mortes nessa faixa etaria®. No Brasil, dados
governamentais (DATASUS — Departamento de Informatica do Sistema Unico
de Saude do Brasil) de 2018, revelam que o numero de Obitos registrados por
pneumonia em criancas abaixo de 14 anos de idade foi cerca de 2.300, sendo
gue destes, 59% ocorreram em menores de 1 ano de idade.

Os virus respiratorios sdo responsaveis por quase 50% das PAC, 90% das
bronquiolites e 85 a 95% das exacerbagdes de asma na crianca’.

Em relacdo a bronquiolite aguda (BA), cuja etiologia é viral, foram
registrados no Brasil, no ano de 2018, cerca de 59.200 casos em menores de 14
anos (12 casos por 10.000 criangas/ano), sendo que destes, 74% foram
detectados em menores de 1 ano (9 casos por 10.000 criancas/ano). Na Europa
e nos EUA, a maior taxa de internacdo também é observada em criancas
menores de 1 ano (23 a 27/1000 criangas) ¢ 7 8 910 11 sobretudo em menores de
6 meses (44/1000 criangas)'®. Dados da literatura internacional mostram que a
BA é responsavel por 18% das internacées pediatricas ' *? 10 dos quais 5 a
10% sdo graves, necessitando de UTI © e 2 a 3% requerendo ventilagédo
mecanica *!. A mortalidade varia de 2,9 a 5,3/100.000 em criancas abaixo de 1
ano de idade!'. No Brasil, dados do DATASUS de 2018 mostram uma
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mortalidade de 0,5% em criancas menores de 1 ano. A maior gravidade da BA
estd associada a alguns fatores de risco (prematuridade, lactentes jovens,
doencas pulmonares, cardiacas e neuromusculares, imunodeprimidos), aliados
a caracteristicas ambientais e sécio econdmicas, caracteristicas estruturais do
virus, estado nutricional e de imunidade da crianca. Nestas condi¢des, a taxa de
hospitalizacéo e o tempo de internacdo podem aumentar em duas a trés vezes
guando comparadas as criancas saudaveis 13106714 Em um grupo especial de
criangas, abaixo de dois anos de idade, com doencgas crbnicas como as
portadoras de sindrome de Down, imunodeprimidas, transplantadas e com
fibrose cistica, a morbidade é ainda mais elevada, com incidéncia de até
200/1000 criancas e uma mortalidade que pode chegar a 20% *°.

Os principais agentes causais da BA s&o os virus respiratérios, em especial
o virus sincicial respiratério (VSR) e o rinovirus (RV) ¢ 17, O VSR é o principal
virus isolado em 70% dos casos 2 *8. Com o advento das técnicas moleculares,
alguns estudos apontam o RV como o segundo virus mais prevalente 2 16, sendo
responsavel por até 18% das BA 1°. Outros virus, como o influenza,
parainfluenza, adenovirus, metapneumovirus, coronavirus e bocavirus também

sdo responsaveis pelas infeccdes agudas das vias aéreas inferiores 2 2,

1.1. Caracteristicas estruturais e clinicas do VSR

1.1.1. Caracteristicas estruturais do VSR

O VSR é um virus RNA de cadeia simples da familia Paramyxoviridae,
género Pneumovirus, composto de dois subgrupos antigénicos: A e B. Estes,
inicialmente, foram identificados pelo teste de neutralizagdo com soro
hiperimune e, posteriormente, através da técnica dos anticorpos monoclonais. A
identificacdo de alguns gendtipos, em ambos os subgrupos, foi realizada,
principalmente, através do sequenciamento dos genes variaveis da proteina G
(GA1 a GA7 e GB1 a GB4) %' 22, como também do nucleocapsideo (NP1 e NP3)
e da proteina SH (genétipos SHL1 e SHL6) ?1. Novas variagdes gendmicas tém
sido encontradas nos ultimos 20 anos em substituicdo aos sorotipos circulantes,
como, por exemplo, o gendtipo BA (Buenos Aires) para o subgrupo B, com suas
subdivisées BA1 a BA10 e o gendétipo URU (Uruguai) e suas subdivisdes URU1
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e URU 2. Em relacdo ao subgrupo B, em 2011 foi descrito também o gendtipo
SAB4 (Africa do Sul). Mais recentemente, no Japdo, foram descritos os
gendtipos NAL e NA2 para o subgrupo A e um gendtipo VSR A derivado do NA1,
denominado ON1 (Ontério) 2! 22,

O VSR é composto por trés glicoproteinas de membrana de superficie
(proteina G de adesao, proteina F de fusdo e a pequena proteina SH
hidrofdbica), trés proteinas que formam o nucleocapsideo (a grande subunidade
da polimerase L, a proteina N e a proteina P), duas proteinas nao estruturais
(NS1 e NS2), dois fatores de transcricdo e replicagcdo (M2-1 e M2-2) e uma
proteina M matriz ndo glicosilada®®. A proteina F e G sdo responsaveis pela
adeséao, fusédo e liberacdo do nucleocapsideo do VSR para o citoplasma. A
transcricdo e replicacdo viral dependem das proteinas L, N, P, M1 e M2 que,
junto ao RNA, formam o complexo ribonucleoproteina (RNP). As proteinas NS1
e NS2 nédo sdo essenciais para a replicacdo viral porém, em conjunto com a
proteina soluvel G (liberada durante a replicacdo viral), interferem nos
mecanismos de defesa celular, causando a inibigdo na resposta antiviral®3. A
proteina SH permeabiliza a membrana celular e impede a apoptose da célula

infectada. A Figura 1 mostra um modelo representativo da estrutura do VSR.

Antiviral
response
inhibition

NS1 and NS2
proteins

3 Attachment,
F:proteln ) fusion &

. nucleocapside
G protein release

s Y 4

Soluble G-proteins

L polymerase
subunit

M2-1 and
M2-2

Viral protein
transcription &
replication

N protein

Matrix M

y protein
P protein

SH protein RNA transcription
& replication

Cell membrane
permeabilization and
apoptosis prevention

Figura 1 - Modelo representativo do virus sincicial respiratério com as glicoproteinas de
superficie (G, F e SH), proteinas associadas ao genoma RNA (L, N e P), proteinas ndo estruturais
(NS1 e NS2), fatores de transcri¢do e replicagéo do RNA (M2-1 e M2-2) ) e a matriz M?3
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1.1.2. Epidemiologia do VSR

A sazonalidade do VSR é variavel, predominando nos meses frios nos
paises de clima temperado e, na primavera e outono, nas regides tropicais. Os
subgrupos A e B podem circular na mesma estacdo, com predominio de um ou
mais gendtipos®. No Brasil, a sazonalidade do VSR difere de acordo com a
regido considerada. Enquanto na regido sul e sudeste predomina nos meses
mais frios do ano %4 25, semelhante ao que ocorre em outros paises da América
do Sul e de clima temperado, no nordeste o0 seu pico ocorre nas estagcdes de
chuva %6, Em estudo anteriormente realizado por nosso grupo em S&o Paulo, a
incidéncia do VSR ocorreu no inicio dos meses de marco-abril e persistiu até
julho-agosto 2.

A transmissao do VSR ocorre apds o contato com secrec¢do respiratoria ou
superficies contaminadas, através da inoculacédo do virus na mucosa ocular ou
de nasofaringe. Sobrevive por 1 hora nas méos e por 24 horas em superficies
nao porosas. A sua excrecao pode ocorrer, em média, até 10 dias, mas estudos
apontam que pode perdurar por mais de 20 dias especialmente em menores de

1 ano de idade e em imunodeprimidos?’ 28,

1.1.3. Caracteristicas clinicas do VSR

As manifestacdes clinicas podem variar desde sintomas leves de infec¢cao
de vias aéreas superiores ou otite média aguda até quadros graves com
comprometimento das vias aéreas inferiores, podendo causar a morte 19,

A gravidade da bronquiolite pode ser avaliada através de escore e
desfechos clinicos. Varios séo os escores clinicos descritos na literatura 2° 30 3t
32 g, geralmente, baseiam-se em critérios como aceitacdo alimentar, atividade da
crianga, frequéncia respiratoria (FR), presenca de sibilos na ausculta, uso de
musculatura acessoria, presenca de cianose, necessidade de oxigénio e
saturacdo de O2 (Sa0O2). Como sdo heterogéneos, a sua validacdo pode ser
limitada na prética clinica. O escore que melhor apresentou concordancia entre
avaliadores e uma melhor correlagdo com o tempo de oxigénio e de internagéo
foi 0 escore modificado de Tal (MTS)?°, que considera a FR pela idade (> ou <6

meses), presenca de sibilos e/ou estertores, SaO2 e uso de musculatura
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acessoria. Em relacdo aos desfechos clinicos, os parametros mais utilizados
para acessar gravidade séo o tempo de internacéo, de UTI, de oxigénio e uso de
ventilagdo mecanica 33 34 35 36 37,

Estudos de soroprevaléncia mostram que 70% das criancas até 1 ano de
idade tiveram contato com o VSR e, ao término dos 2 anos, a totalidade teve
pelo menos uma infeccdo e até 75% de reinfeccdo, com menor gravidade
clinica.'® Nas criancas maiores e nos adultos, as reinfeccdes podem causar
sintomas de vias aéreas superiores, asma e traqueobronquite. Nos idosos e
adultos com comorbidades (doengas pulmonares cronicas, imunodeprimidos,
cardiopatas, neoplasias, entre outras), o VSR € importante causa de
hospitalizacdes por pneumonia (15% das PACSs) e por exacerbacéo de doencas
cardiopulmonares (10% dos casos), muito semelhante ao que ocorre com as
infeccdes sazonais, pelo influenza. A maior mortalidade esta relacionada a
pneumonia®.

Muitos estudos tém sido feitos em relacdo a gravidade dos diversos
sorotipos na bronquiolite. No entanto, os dados ainda permanecem conflitantes.
Varios estudos descrevem o grupo A como o de maior circulacdo em relagdo ao
grupo B, podendo chegar até 3 vezes mais® 4% 34, No estudo de Walsh et al.*%,
as criancas menores de 2 anos com infeccao pelo VSR A apresentaram maior
gravidade em relacdo ao grupo B, principalmente na necessidade de ventilagéo
mecanica. Em contrapartida, Martinello et al.*> ndo observaram diferenca de
gravidade entre os grupos A e B em 355 pacientes com infeccéo de vias aéreas
pelo VSR. Entretanto, quando considerado o grupo A, o genoétipo GA3 foi o que
apresentou maior gravidade. Rodriguez et al.3* também n&do observaram
diferenca na necessidade de oxigénio, dias de UTI e de internagcédo entre os
grupos A e B. Quando considerados os genétipos SHL2 e SHL6, Smith et al.*°
ndo acharam diferenca de gravidade, como referido em estudo anterior 3,

Além do genotipo viral, outros fatores também podem influenciar na
gravidade como, por exemplo, a variagdo da expressao génica do VSR nas
células mononucleares. No estudo de Rodriguez et al.34, a superexpressado do
interferon da inflamacéo e dos neutroéfilos foi maior nas criangcas com VSR A
guando comparado com o VSR B, porém, sem alteracdo da resposta imune

adaptativa. As criangas com genétipo GA5 tiveram menos superexpressao dos
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interferons e maior ativacao dos neutrofilos em relacdo aos genétipos GA2 e BA.

Achados semelhantes também foram descritos por outros autores 44 4°,

1.2. Caracteristicas estruturais e clinicas do RV
1.2.1. Caracteristicas estruturais do RV

O RV é um virus RNA de cadeia simples, da familia Picornaviridae, género
Enterovirus. Caracteriza-se por ser um virus pequeno, com diametro de 25 a 33
nm, constituido por um capsideo icosaédrico ndo envelopado, composto por 60
placas protéicas, cada uma formada por quarto proteinas estruturais na regiao
P1: VP1, VP2, VP3 e VP4 45, As proteinas VP1, VP2 e VP3 sdo responsaveis
pela diversidade antigénica viral, enquanto a proteina VP4, ancora o nucleo do

RNA para o capsideo, conforme ilustrado na Figura 2 45,

Figura 2 - Estrutura do capsideo do Rinovirus com suas proteinas VP1 (em azul), VP2 (em
verde), VP3 (em vermelho) e VP4 no interior (n&o visualizada)*®

As proteinas ndo estruturais (regido P2 e P3) estdo envolvidas na
replicacdo e na constituicdo do genoma viral 4’ 48, O inicio do genoma
corresponde ao pequeno peptideo (VPQ) ligado covalentemente a regido nao

traduzida (UTR) na extremidade 5’conforme mostra a Figura 3.
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Figura 3 - Estrutura genémica do RV constituida pela regido néo traduzida (UTR) na extremidade
5’ e inicio do genoma com o pequeno peptideo VPg. A proteina P1 forma o capsideo do RV, P2
e P3 produzem a VPg, protease e a polimerase RNA dependente (RDRP) #

Existem mais de 100 sorotipos de RV e trés grupos geneticamente
distintos: RV A (74 sorotipos), RV B (25 sorotipos) e RV C (50 sorotipos) 4’. Os
RVs podem ser divididos em 2 grupos principais: grupo major (90% dos sorotipos

descritos) e grupo minor (10% dos sorotipos restantes).

1.2.2. Epidemiologia do RV

As infecgbes por RV ocorrem o0 ano todo em paises temperados, com picos
entre a primavera e o outono*®. O RV tipo C tem uma sazonalidade mais
acentuada no outono e no inverno e na estacdo chuvosa nos trépicos. No Brasil,
circula praticamente o ano todo, com um aumento dos casos no inverno®® 51,

A transmissdo do RV se faz através de goticulas em aerosséis, contato
direto por secrecdes respiratorias ou superficies contaminadas ou mesmo por
inoculagdo direta na mucosa nasal ou conjuntival®? %3, O RV, em temperatura
ambiente, sobrevive por horas a dias em ambientes internos e por 2 horas na

pele integra.

1.2.3. Caracteristicas clinicas do RV

O RV esta associado as infec¢cdes agudas de vias aéreas superiores,
resfriado comum, otite média aguda e sinusite. Com o advento das técnicas
moleculares para identificacdo viral, foi possivel identificar o RV como agente
causal de infecgBes de vias aéreas inferiores, como exacerba¢cfes de asma,
pneumonia e quadros graves de bronquiolite, particularmente nas criangas, nos

idosos, nos pacientes com asma e nos imunodeprimidos*’. Cerca de 14% a 50%
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das criancas assintomaticas sdo portadoras do RV na nasofaringe®,
diferentemente dos adultos, com uma taxa de deteccdo de 2% nos
assintomaticos.*” O RV é importante agente causador de codeteccdo nas
infeccdes de vias aéreas inferiores.®° % Pode estar associado ao VSR ou outros
virus respiratorios (15% a 6% dos casos, respectivamente) sendo que a sua
codeteccdo com VSR pode determinar maior tempo de internacdo nas criancas

hospitalizadas ’.

1.3.Métodos de identificacéo viral

Véarios sdo os métodos disponiveis para a identificacdo dos virus
respiratorios: imunocromatografia (IC), imunofluorescéncia direta (IFD),
sorologia (incluindo técnicas de inibicdo de hemaglutinacdo, fixacdo de
complemento, imunoensaio enzimatico)®?, métodos moleculares de amplificacdo
do &cido nucléico viral (ex: Polimerase chain reaction — PCR ou reverse
transcriptase polimerase chain reaction - RT-PCR) e cultura viral. Apesar de a
cultura viral ser considerada o padréo ouro, a sua realizacdo apresenta uma série
de restri¢cbes pela dificuldade técnica devido a necessidade de meios de cultura
especificos de acordo com o virus a ser identificado e morosidade no resultado®®.
Os testes imunoenzimaticos permitem a identificacédo viral em pouco tempo (15
a 30 minutos). Entretanto, apresentam baixa sensibilidade para a maioria dos
virus 52 %, O mesmo pode ser observado para a IFD (identifica, geralmente, 8
virus)®’, com excecdo para o VSR que, com o advento de anticorpos
monoclonais de excelente qualidade, apresenta sensibilidade de até 97% 53
.Com as técnicas de biologia molecular (PCR e RT-PCR), houve aumento da
capacidade diagnostica dos virus respiratérios como 0s principais causadores
das infeccBes de vias aéreas inferiores na crianca®®. O RT-PCR pode ser
realizado no método monoplex em reacdes especificas para o Influenza Ae B e
VSR5% e no método multiplex, onde é possivel identificar até 21 virus respiratérios
de forma répida, com maior sensibilidade e especificidade (92 x 99%
respectivamente) %6 53, Os testes moleculares podem ter variacdo na
sensibilidade, de acordo com o dia da coleta em relacdo ao inicio dos sintomas®3.
Nos adultos, a sua sensibilidade é menor quando comparados as criancas,

devido a menor taxa de excrec¢éo viral®3. A interpretacédo deste método merece
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especial atencdo, pois algumas vezes a presenca do material genético
encontrado n&o indica necessariamente infeccdo viral aguda®®, mas sim
excrecédo prolongada (p.ex: imunocomprometidos) ou colonizagdo? %8 5°, Por
outro lado, resultados falso negativos podem ocorrer na mudanga do genoma,

assim como por problemas na técnica de coleta e processamento®S.

1.3.1. Codeteccao viral pelos métodos moleculares

Devido a alta sensibilidade e especificidade da técnica de PCR ou RT-PCR,
ndo € raro encontrar dois ou mais virus em uma mesma amostra de secrecdo
respiratéria 18 1260, A codeteccéo viral pode estar presente em até 50% dos casos
das infeccdo respiratérias agudas?’, sendo a codeteccdo VSR e RV a mais
prevalente? %6, O significado da codetecgdo é motivo de interesse na literatura,
principalmente em relacéo a gravidade da apresentacdao clinica das infec¢des de
vias aéreas inferiores. Alguns autores sugerem que crian¢cas com codeteccao
viral séo hospitalizadas com maior frequéncia quando comparadas as criangas
com infeccdo Unica®l. Para outros autores®? 3 64 ndo ha diferenca na gravidade
clinica da doenca quando identificados um ou mais virus. Contudo, alguns
autores sugerem aumento do risco de mortalidade nas criangas mais jovens que
apresentam codeteccéo viral nas amostras da secrecédo respiratéria®. Richard
et al.%> demonstraram que a codeteccdo viral aumenta em 3 vezes o risco de

necessidade de UTI.

1.3.2. Identificacao viral quantitativa por PCR (qPCR)

O emprego da técnica molecular (PCR ou RT-PCR) permite ndo apenas
identificar o virus, como também quantificar a sua carga viral, através do método
guantitativo (QRT-PCR) em copias/ml, assim como pelo método semiquantitativo
(cycle treshold - Ct) 66, O Ct indica o ciclo de amplificacdo em que a deteccéo do
sistema considera a amostra positiva para determinado virus, representado pela
curva fluorescente exponencial que ultrapassa a positividade da linha de base,
conforme ilustrado na Figura 4. Valores de Ct <40 s&o considerados positivos e

amostras com alta carga viral apresentam valores de Ct menores®’.
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Figura 4 - Relacéo entre o cycle threshold, linha de intersec¢cdo (em verde) e intensidade da
emissao do corante fluorescente durante a reacdo do qPCR ou gRT-PCR nas amostras de
nasofaringe contendo virus respiratorios

1.4.Associagéo da carga viral com a gravidade da bronquiolite

A quantificacao da carga viral, em copias/ml, permite analisar, em nameros
absolutos, a quantidade de virus encontrada na amostra de secrecdo de
nasofaringe da crianca com bronquiolite e sua correlacdo com a apresentacao
clinica. Nao obstante, a sua relacdo com a gravidade da doenca ainda é
conflitante na literatura.

No estudo de Houben et al.®® houve uma associacdo significativa entre
carga viral e gravidade da doenca na primo infeccéo por VSR, especialmente na
infeccao unica. Tal relacdo néo foi encontrada para a infeccao por RV.

Bosis et al.?% ndo observaram impacto da carga viral do VSR e do bocavirus
com a gravidade do primeiro episédio de chiado na crianga internada.
Opostamente, Hasegawa et al.1? constataram a necessidade de maior tempo de
internacdo e de UTI nas infec¢cfes por VSR com maior carga viral.

Anna Franz et al.l” observaram a carga viral na secrecdo de nasofaringe
gue nao teve impacto estatisticamente significativo na gravidade das doencas
causadas por VSR, RV, adenovirus e bocavirus, nem tampouco relagdo com
marcadores inflamatorios sanguineos, como leucocitose e dosagem de proteina
C reativa. Excecdao feita para a infeccao isolada por adenovirus, onde a carga
viral elevada teve relagdo com valores superiores a 5 mg/dl da proteina C reativa.

Para Piedra et al.”® a carga viral mais alta do VSR, no inicio da infeccéo,
pode ser responsavel por uma resposta imune inata mais robusta, sedo um fator
protetor contra a evolugcdo da doenca hipoxico-isquémica com uma resolucéo

mais rapida.
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Um dos objetivos primérios da vigilancia da OMS especificamente para o
VSR visa melhorar o entendimento da hospitalizagdo causada por ele’:. A
guantificacdo da carga viral pode ser um dos fatores a auxiliar este processo,
através da sua relacdo com desfechos de gravidade como tempo de internacéo,
necessidade e dias de suporte de oxigénio, necessidade e dias de UTI e de
ventilacdo mecanica. Padronizar procedimentos laboratoriais de qualidade para
deteccdo molecular e tipagem de VSR também compreendem objetivos
secundarios.”

Diante do exposto, entender o significado da carga viral nas infeccbes
respiratorias agudas na infancia, especialmente por agentes frequentes como
VSR e RV e sua relacdo com a idade e desfechos de gravidade, pode auxiliar
em estratégias de prevencao e vigilancia clinica e o desenvolvimento de novas

terapéuticas
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2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

A importancia da carga viral em relacédo a gravidade da bronquiolite ainda
€ motivo de estudo na literatura. Considerando que o VSR & o principal e o RV
um importante agente etioldgico dessa infecgéo, particularmente em lactentes,
este estudo pretende analisar o papel da quantificagdo da carga viral na predic&o
da evolucgéo clinica. Esse conhecimento pode contribuir para aprimorar medidas
profilaticas e terapéuticas e melhorar o prognostico de lactentes internados por

infeccdo Unica ou em codetec¢do causadas por esses agentes virais.
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3. HIPOTESE

As cargas virais de virus sincicial respiratério e/ou rinovirus em lactentes
internados por bronquiolite até 6 meses e 29 dias de idade estdo associadas a
gravidade da condicao clinica.
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4. OBJETIVOS

4.1.Objetivo geral

Analisar as influéncias das cargas virais quantitativas nas infec¢des Unicas
por VSR, por RV e nas codeteccdes entre ambos, sobre a gravidade da

bronquiolite em lactentes hospitalizados.

4.2.0bjetivos especificos

1. Analisar as prevaléncias e as caracteristicas clinicas e demograficas das
infeccdes por VSR e por RV, como agentes Unicos ou em codeteccao,
em lactentes hospitalizados por bronquiolite.

2. Analisar o tempo decorrido entre o inicio dos sintomas respiratorios e a
coleta da secregao de nasofaringe para pesquisa viral.

3. Analisar os valores de cargas virais encontrados nas infeccGes por VSR
e por RV, como agentes Unicos e nas codeteccoes.

4, Analisar as associacdes entre as cargas virais encontradas nhas
infeccdes isoladas por VSR, por RV e nas codeteccdes, com 0s

desfechos de gravidade ajustadas para possiveis fatores confundidores.
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5. CASUISTICA E METODOS
5.1. Consideracdes Eticas

Este estudo foi aprovado no CEP-HU-USP: 1664/17 — SISNEP CAAE:
72113817.8.3001.0076 como uma extensdo do projeto matriz “Estudo de
determinantes da gravidade da infeccdo por Virus Sincicial Respiratério em
criangas: analises do perfil de expressédo génica do hospedeiro e dos genotipos
virais”. O projeto matriz foi aprovado na CEP-HU/USP: 1011/10 — SISNEP
CAAE:0039.0.198.000-10. Area temética especial: Grupo Il — Genética Humana,
patrocinado pela Fundacdo do Amparo a pesquisa do Estado de Sao Paulo
(FAPESP — 12/22854-9)

Os responsaveis pelos lactentes incluidos assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), ap0s esclarecimentos sobre o

estudo. (Anexo A)

5.2.Casuistica

O estudo foi realizado no Hospital Universitario da Universidade de Sao Paulo
(HU-USP), considerado hospital secundario: atende pacientes de média
complexidade. Durante o periodo de inclusdo, de 2013 a 2015, a média de
atendimento no Pronto Socorro Infantil (PSI) foi de cerca de 4500 criangas/més
sendo que a maioria era proveniente da regido oeste da cidade de S&o Paulo
(composta pelos distritos do Butantd, Morumbi, Rio Pequeno, Vila Sénia e
Raposo Tavares), cuja area de abrangéncia corresponde a quase 4% da area
total do municipio de Sao Paulo, com uma populacdo aproximada de 400 mil
habitantes (www.prefeitura.sp.gov.br).

No periodo de marco de 2013 a agosto de 2015 foram analisados os lactentes
de zero a seis meses e 29 dias de idade, com quadro de bronquiolite
selecionados para o projeto matriz, e que preencheram os critérios de incluséo
descritos abaixo. O diagnéstico clinico de bronquiolite considerou os critérios da
Academia Americana de Pediatria: infeccdo respiratéria aguda associada a
coriza, tosse, taquipneia, sibilos, estertores pulmonares e desconforto

respiratorio.®
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Foram considerados critérios de incluséo:

e Idade entre 0 a 6 meses e 29 dias de vida

e Primeiro episédio de sibilancia

e Secrecdo de nasofaringe com identificacédo de VSR ou de RV como agentes
anicos ou em codeteccdo VSR com RV

Como critérios de exclusao foram considerados:

e uso de corticosteroide, por via oral ou por via inalatoria, nos ultimos 30 dias
antecedendo a infeccéo atual

e uso recente (Ultimos 15 dias) ou atual de antibiético

e crise de sibilancia anterior

e criancas portadoras de comorbidades: cardiopatia, pneumopatia,

prematuridade (< 37 semanas) ou outra comorbidade.

5.3.Delineamento do Estudo

Do estudo matriz foram selecionadas as amostras de nasofaringe com teste
molecular positivo para VSR e RV como agentes Unicos ou para a codeteccdo
entre ambos, coletadas de lactentes hospitalizados no periodo de 2013 a 2015
no Hospital Universitario da USP, conforme esquematizado na Figura 5.

Foram revistos e confirmados os critérios de incluséo (check list -Anexo B)
e coletados os dados clinicos e demograficos do protocolo clinico de sintomas e

evolucdo durante a internacao e por meio da revisdo de prontuarios (Anexo C).
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Teste molecular positivo para VSR ou RV

Como agentes Unicos ou codetecgdo com outros

codetecgao VSR com RV virus

N3o inclusao

Confirmacao de critérios de inclusdo

e dados clinicos e demograficos

Quantificagdo carga viral -
ICB

Anaélise estatistica da relagdo carga viral

com os desfechos de gravidade

Figura 5 - Esquematizagdo do delineamento do estudo

Os protocolos clinicos padronizados contaram com as seguintes
informacoes:

v’ Histéria clinica, que incluiu presenca e duracao de sintomas como: febre,
tosse, coriza, obstrucdo nasal, cianose, apneia, uso de musculatura
acessoria para respirar, dificuldade para mamar, sonoléncia e irritabilidade.

v' Local de internacdo: PSI, enfermaria/bercario, UTI pediatrica/neonatal

v' Dados de exame fisico a admissdo no PSI: frequéncia respiratéria (FR),
frequéncia cardiaca (FC), saturacao de oxigénio (Sa02), ausculta pulmonar
(presenca de sibilos e/ou estertores), sinais de desconforto respiratorio
(retracdo subdiafragmatica, intercostal e de farcula, batimento de asa de
nariz), geméncia, niveis de atividade/prostracao.

Também foram coletados dados demogréficos e antecedentes pessoais e

familiares dos lactentes incluidos.
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5.4. Analises do material biolégico

5.4.1. Amostras de secrecao respiratdria de aspirado de nasofaringe

As amostras de aspirado de nasofaringe foram coletadas no momento da
admisséo ou até as primeiras 72 horas de internacao, por equipe de enfermagem
treinada, de segunda a sexta-feira das 7 as 11 horas.

Para a coleta foram utilizadas luvas estéreis, sonda de aspiragdo nasal
com uma extremidade conectada a extensdo de silicone do frasco de Lukens e
outra ligada a rede de vacuo de parede. A aspiracao foi realizada com instilacéo
prévia de 1 ml de solucdo salina isoténica, em ambas as narinas. Ao final do
procedimento, foi adicionado um mililitro de solucgéo fisiologica ao frasco coletor.
As amostras foram encaminhadas ao Laboratorio Clinico do HU-USP em banho
de gelo e processadas em até 4 horas. Apos a separacdo em fluxo laminar, de
uma aliquota de 1ml, para realizacdo da Imunofluorescéncia Indireta (como
rotina pré-estabelecida no servigo para as criancas internadas por infeccéo de
vias aéreas inferiores), o restante do material foi armazenado no frasco de
Lukens entre 4 a 8°C até a retirada e transporte em banho de gelo pela equipe
do laboratdrio de virologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade

de Sao Paulo (ICB-USP) para a analise molecular.

5.4.2. Extracdo do RNA/DNA total de amostras de aspirado de nasofaringe

A extracdo do material genético viral foi realizada no laboratorio de virologia
do ICB -USP utilizando-se uma aliquota de 500ul de amostra com 500ul de
tampéao de lise (TL) do Nuclisens® Iso Kit (BioMerieux, Lyon, France), o qual
extrai RNA e DNA de 22 amostras simultdneas, além de um controle
negativo e um controle positivo. Em 45 minutos, com o protocolo off-board
(conforme instrucdes do fabricante) foi obtido um volume final de 50 pl de acido
nucléico total extraido.

Na aliquota de 1 ml, contendo amostra e TL, apés descongelamento, foram
acrescidos 50uL de Silica Magnética que, sob condicbes de elevadas
concentracdes de sal, ligaram-se aos acidos nucléicos. Estas particulas de silica

atuam como fase solida e os componentes que nao contém acidos nucléicos séo



CASUISTICA E METODOS 23

removidos através de varias etapas de lavagens, efetuadas no
equipamento Nuclisens EasyMag (BioMerieux, Lyon, France). Por ultimo, os
acidos nucléicos foram eluidos da fase sélida com um tampdo de eluicéo,
denominado Nuclisens Eluition Bufffer (BioMerieux, Lyon, France). O eluido,
contendo RNA e DNA total foi armazenado em freezer a 70 °C negativos até o
momento da sua utilizacao.

Foram utilizados primers e sondas, previamente descritos na literatura (Kit
Non-influenza primers set)’? 73, gentilmente cedidos pelo CDC (Centro de
Controle e Prevencao, Atlanta, EUA Disease), para 14 virus diferentes: virus
sincicial respiratério humano (VSR), metapneumovirus humano, adenovirus,
rinovirus humano (RV), parainfluenza 1 a 4, coronavirus HKU1, NL63,
229E e OC43, além de primers e sondas comerciais para Influenza AeB

(Invitrogen).

5.4.3. Deteccéo do VSR e RV por RT-PCR em Tempo Real (QPCR) one-step

A amplificagdo em tempo real “one step”, ou seja, a transcri¢cao reversa e
amplificagdo simultanea foi efetuada em placa de PCR de 96 orificios (Applied
Biosystems). Cada amostra foi amplificada separadamente para os diferentes
virus testados, no qual 5uL de RNA foram diluidos em tamp&o 20 mM de Tris-
HCI [pH 8.4] / 50 mM de KCI / 2 mM de MgCI2 (Ambion), 10 pMoles de cada
primer (positivo e negativo), 10 pMoles de cada sonda, 1 U de Enzyme (Ambion),
0.2 mM de cada dNTP e agua UltraPure g.s.p. 25 pL. As placas foram
amplificadas no termociclador Real Time 3300 PCR System (Applied
Biosystems). A amplificacéo foi efetuada a partir de uma etapa de transcri¢céo de
30°C por 15 minutos, seguida pela desnaturacéo de 94°C por 5 minutos, seguida
de 45 ciclos de 94°C por 15 segundos, para desnaturacdo das fitas de DNA;
56°C por 30 segundos, para o pareamento dos primers e, 72°C por 15 segundos,
para a extensdo das fitas de DNA. Tanto para o0 VSR quanto para RV, foram
utilizadas pelo menos duas diluicbes de amostras-padrdo com quantificacao pré-
definida, o que permitiu a quantificacdo absoluta do nimero de cépias contidas

em cada amostra. O conjunto de primers e sondas utilizados para transcricdo
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reversa e amplificacdo simultanea (one-step PCR em tempo real ) de VSR e RV

estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Conjunto de Primers e sondas utilizados para transcri¢cdo reversa e
amplificacdo simulténea (one-step PCR em tempo real ) de VSR e RV

Virus Primer ID Gene Sequéncia 5'>3’ Tamanho
Amplicon
VSR VSR_fw Matriz GGC AAA TAT GGA AAC ATA CGT GAA 100
VSR VSR_rev Matriz TCTTTT TCT AGG ACA TTG TAY TGA ACA G 100
VSR VSR_sonda  Matriz FAM-CTG TGT ATG TGG AGC CTT CGT GAA GCT-5 100
RV RV_fwa Polimerase CYA GCCTGC GTG GC 90
RV RV_fwb Polimerase CYA GCC TGC GTG GT 90
RV RV_rev Polimerase GAA ACA CGG ACA CCC AAAGTA 90
RV RV_sonda Polimerase FAM-TCC TCC GGC CCC TGA ATG YGG C -°5Y 90

LEGENDA: A- adenina; G- Guanina; C- citosina; T- Tiamina.; FAM- Detector (Fluoréforo) ;
QSY- silenciador do detector (quencher )

5.5. Anélise Estatistica

Para as analises propostas, os lactentes foram divididos em trés grupos,
segundo as etiologias e as cargas virais:
v Individuos com amostras positivas para infeccao Unica para VSR
v Individuos com amostras positivas para infeccao Unica para RV
v Individuos com amostras positivas para codeteccdo VSR com RV,
subdivididos em:
= (Carga viral VSR maior que RV
= Carga viral VSR menor que RV

Quanto ao tempo decorrido do inicio dos sintomas e coleta da secrecao de
nasofaringe, os lactentes foram divididos em dois grupos:
v' Até 5 dias

v Superior a 5 dias
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Os critérios de gravidade considerados na internacdo foram:
Necessidade de UTI

Tempo de internagdo em UTI em dias

Necessidade de ventilagdo nao invasiva (CPAP ou BIPAP)
Tempo de ventilacdo ndo invasiva em dias

Necessidade de ventilagdo mecanica (intubacéo orotraqueal)
Tempo de ventilagdo mecéanica em dias

Necessidade de oxigénio

Tempo de oxigénio em dias

ISR N N N N N S NI

Tempo de internacao total em dias

As caracteristicas demograficas e o0s antecedentes dos lactentes
(exposicéao ao tabagismo e aleitamento materno) foram descritos e analisados
segundo os resultados de pesquisa viral, com uso de frequéncias absolutas e
relativas. Para as suas associacOes, foi aplicado o teste da razdo de
verossimilhanca.

As caracteristicas relacionadas aos desfechos de gravidade foram
descritas com uso de medidas resumo (média, desvio padrdao, mediana, minimo
e maximo) e comparadas com o teste de Kruskal-Wallis.

Para realizag&do das analises foi utilizado o for Windows versédo 20.0 e para
tabulacéo dos dados, o software Microsoft Excel 2003.

Para analisar a correlacdo da gravidade com a carga viral foi criada uma
variavel latente. Para tanto, utilizou-se o programa estatistico STATA 14, através
de seu comando "sem" (structural equation model — modelo de equacdes
estruturais). A variavel latente partiu das seguintes variaveis mensuradas:
internacdo em UTI (sim ou ndo e nuamero de dias), uso de intubacdo
orotraqueal (sim ou ndo e numero de dias), uso de CPAP (sim ou ndo e nimero
de dias), dias de uso de oxigénio e de internacdo. Considerou-se a existéncia de
correlacdo entre as variaveis binarias (uso sim-ndo) e os respectivos numeros
de dias, assim como entre a internagdo em UTI e o nimero de dias de internacéo.
A variavel latente criada foi categorizada em tercis, sendo o primeiro tercil
denominado baixa gravidade, o segundo, média gravidade e, o terceiro, alta
gravidade. Para uma correspondéncia clinica, os pacientes com baixa gravidade

ficaram no maximo 3 dias internados, podendo ter precisado de oxigénio, mas
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nao foram para a UTI; os pacientes com média gravidade ficaram no maximo 6
dias internados, precisando de O2, mas nao chegaram a ir para UTI; os
pacientes de alta gravidade todos necessitaram de O2 e UTI e/ou tiveram
internacéo superior a 6 dias.

A carga viral absoluta encontrada na reacédo de RT-PCR foi transformada
em logio copias/ml.

Nas analises uni e multivariada para os desfechos de gravidade
foram feitos ajustes para o efeito da idade (a qual foi dividida em trés grupos:
menores de 29 dias, entre 29 e 90 dias e maiores de 90 dias) e do tempo
decorrido entre o inicio dos sintomas e coleta da secrecao nasofaringea (menor
ou igual a 5 dias ou maior que 5 dias). Foram construidos modelos lineares
generalizados utilizando-se estimativa robusta do erro padrao.

O teste de Fisher foi utilizado para a analise da distribuicdo das categorias
de cargas virais segundo as categorias de gravidade. O nivel de significancia

considerado foi de 5%.

5.5.1. Céalculo da amostra

Para o célculo da amostra, supondo um coeficiente de correlacao de 0,40
entre carga viral e dias de internagdo assim como uma probabilidade de ocorrer
erro do tipo 1 fixada em 5% e de ocorrer erro de tipo 2 fixada em 20%, chegou-
se a concluséo de que seriam necessarios 47 individuos para se encontrar uma

correlacéo significativa
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6. RESULTADOS

Das 124 amostras inicialmente selecionadas no estudo matriz, o VSR foi
identificado como agente Unico em 54 delas (43,54%) e o RV, em nove (7,25%).
A codeteccdo VSR com RV foi encontrada em 15 amostras (12,09%) e em duas
outras (1,61%) foi observada a associacdo VSR com RV e Adenovirus. A
codeteccao de VSR com outros virus esteve presente em 20 amostras (16,12%)
e de RV, em duas outras (1,61%). Treze amostras (10,48%) identificaram outro
agente Unico que ndo VSR e RV. A codeteccdo ndo VSR com ndo RV esteve
presente em trés amostras (2,41%) e em outras seis (4,83%) nao foi identificado
virus algum.

No total de amostras, o VSR esteve presente em 91 delas (73,38%) e o RV
em outras 29 (23,38%).

A Figura 6 mostra a distribuicdo dos virus encontrados nas amostras de

aspirado de secrecédo de nasofaringe pela técnica PCR/ RT-PCR.

Distribuicao dos virus respiratérios em aspirado de
nasofaringe

60
50
40
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VSR+RV ~ VSR+outro RV+outro outros nao negativo
virus virus agentes VSR+ndo RV
unicos

R RV

VS

Figura 6 - Distribuicao dos virus encontrados nas amostras de aspirado de secrec¢ao
nasofaringe no estudo matriz

Foram, portanto, elegiveis para as analises associadas as cargas virais, 78
lactentes. Entretanto, oito deles foram excluidos apés a revisdo dos dados de

internagdo: duas devido historia de uso prévio de corticosteroide (uma do grupo
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codeteccdo VSR com RV e outra do grupo VSR); outro por cardiopatia do tipo
comunicacao interventricular (grupo codeteccdo VSR com RV) e quatro por
histéria de prematuridade (trés do grupo VSR e uma do grupo codetec¢do VSR
com RV). Um lactente teve o prontuéario extraviado (grupo VSR). Desta forma,

foram incluidas 70 lactentes, conforme mostra a Figura 7.

124 |actentes
selecionadas

Elegiveis 78 lactentes
8 exclusdes:

2 por uso de corticosteroide
1 por extravio de prontudrio
1 por cardiopatia (CIV)

4 por prematuridade

Incluidas 70 lactentes

Infecgdo Unica VSR Infec¢do Unica RV Codetecgdo VSR com RV

N =49 N=9 N=12

Figura 7 - Caracteristica das amostras incluidas no estudo
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6.1. Analises descritivas e comparativas dos grupos segundo a etiologia

Dos 70 lactentes analisados, 49 (70%) apresentaram infeccao isolada por
VSR, 9 (13%) infeccdo isolada por RV e 12 (17%) codeteccdo VSR com RV.

Houve um predominio de infec¢cdo em lactentes do sexo masculino e de
raca branca. As informacdes sobre aleitamento materno (leite materno exclusivo
até os 6 meses de vida sem introdugdo de férmula lactea) esteve presente em
63 criancas (90%) e, sobre tabagismo passivo (exposi¢cdo a qualquer familiar
fumante residente no mesmo domicilio), em 42 delas (60%). A Tabela 2 mostra
as descri¢cdes e as comparacdes dos lactentes de acordo com idade, sexo, raga,
histéria de aleitamento materno e tabagismo, segundo resultado da pesquisa
viral. Nao houve diferencas estatisticamente significantes entres 0s grupos

etiologicos nas analises dessas variaveis.



Tabela 2 - Andlises descritivas e comparativas das caracteristicas demogréaficas e antecedentes

dos pacientes incluidos entre os grupos de infec¢cdo isolada por VSR e RV e

codeteccao entre ambos 0s virus

Resultado pesquisa viral

Variavel Total (N=70) p
VSR (N =49) RV (N=9) VSR com RV (N =12)

Sexo, n (%) 0,806

Feminino 16 (32,7) 2(22,2) 4 (33,3) 22 (31,4)

Masculino 33 (67,3) 7(77,8) 8 (66,7) 48 (68,6)

Idade (dias) 0,864*

média = DP 71,6 +46,6 67,1 +56,9 67,8 +43,5 70,4 + 46,8

mediana (min.; max.) 61 (11; 168) 51 (9; 167) 44,5 (24; 132) 54,5 (9; 168)

Raca, n (%) 0,238

Branca 32 (65,3) 5 (55,6) 5(41,7) 42 (60)

Parda 14 (28,6) 4 (44,4) 7 (58,3) 25 (35,7)

Preta 3(6,1) 0 (0) 0 (0) 3(4,3)

Aleitamento materno**, n (%)% 0,570

Nao 22 (47,8) 2(33,3) 4 (33,3) 28 (43,8)

Sim 24 (52,2) 4 (66,7) 8 (66,7) 36 (56,3)

Tabagismo***, n (%)% 0,170

Nao 19 (63,3) 4 (100) 6 (75) 29 (69)

Sim 11 (36,7) 0 (0) 2 (25) 13 (31)

Teste da razdo de verossimilhangas; *Teste Kruskal-Wallis; & Nem todos os pacientes possuem a
informacdo. **aleitamento materno exclusivo até 6 meses sem introducdo de férmula lactea

***Tabagismo: qualquer familiar fumante dentro do domicilio
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Também ndo houve significancia estatistica nas andlises comparativas

entre os desfechos de gravidade: “local de internagao”, “suporte ventilatorio”,

“dias de oxigénio e “dias de internagao”, de acordo com a pesquisa qualitativa

viral dos grupos analisados, como mostra a Tabela 3.

Tabela 3 - Desfechos de gravidade segundo local de internacdo, necessidade e
tempo de suporte ventilatorio e oxigénio e dias de internacdo total
entre os grupos infecgéo isolada VSR e RV e codeteccdo VSR com RV

Resultado pesquisa viral

Variavel Total (N = 70) p
VSR (N=49) RV (N=9) VSR com RV (N =12)

Local de internacgéo, n(%) 0,625
PSI 11 (22,4) 5 (55,6) 3 (25) 19 (27,1)
Enfermaria 23 (46,9) 2(22,2) 5(41,7) 30 (42,9)
Bercario 5(10,2) 1(11,1) 1(8,3) 7 (10)
UTI 10 (20,4) 1(11,1) 3 (25) 14 (20)
Tempo UTI (dias) 0,710*
média £ DP 1,55+3,8 0,56 + 1,67 2,42 +5,81 157+4
mediana (min.; max.) 0 (0; 15) 0 (0; 5) 0 (0; 20) 0 (0; 20)
Suporte ventilatério, n (%) 0,631
N&o 42 (85,7) 8 (88,9) 9 (75) 59 (84,3)
Sim 7(14,3) 1(11,1) 3(25) 11 (15,7)
CPAP** n (%) 0,286
Nao 43 (87,8) 9 (100) 10 (83,3) 62 (88,6)
Sim 6 (12,2) 0 (0) 2 (16,7) 8 (11,4)
BIPAP*** n (%) 0,165
Nao 49 (100) 9 (100) 11 (91,7) 69 (98,6)
Sim 0 (0) 0 (0) 1(8,3) 1(1,4)
IOT*** n (%) 0,701
Nao 45 (91,8) 8 (88,9) 10 (83,3) 63 (90)
Sim 4(8,2) 1(11,1) 2 (16,7) 7 (10)
Tempo de suporte ventilatorio
(dias) 0,604*
média £ DP 0,98 + 3,04 0,331 1,42 +2,64 0,97 £2,78
mediana (min.; max.) 0 (0; 14) 0(0; 3) 0(0;7) 0 (0; 14)
Tempo de Oxigénio (dias) 0,171*
média + DP 4,67 + 4,57 2,44 +3,61 4,08 + 4,17 4,29+4,4
mediana (min.; max.) 4 (0; 20) 1(0; 10) 3(0; 13) 3,5 (0; 20)
Internacéo total (dias) 0,127*
média £ DP 58+54 2,8+3,9 6,4+6,7 55+55
mediana (min.; méax.) 4,7 (0; 25) 2(0;11,3) 4,3 (0; 23) 4,4 (0; 25)
Teste da raz&o de verossimilhancas; * Teste Kruskal-Wallis ** CPAP continuous positive airway

pressure **BIPAP bilevel positive airway pressure ***|OT intubacao orotraqueal



RESULTADOS 33

6.2. Grupos virais e categorias de gravidade segundo o escore clinico

Levando em consideracdo a categorizacdo da gravidade em leve,
moderada e grave entre os grupos estudados, a infeccédo isolada por VSR
apresentou maior nimero de casos graves quando comparados aos demais
grupos. A infeccdo Unica por RV apresentou, em maior propor¢do, os casos de
menor gravidade. Nas codetecc¢des, tendo o VSR predominado sobre o RV, os

casos foram de maior gravidade, conforme mostra a Tabela 4.

Tabela 4 - Andlise de numero e proporg¢ao de individuos segundo o escore clinico
de gravidade e o grupo etioldgico

Gravidade segundo escore clinico

Grupo etiolégico I?\Iaixa Moderada Grave Total
(%) N(%) N(%) N(%)
VSR isolado 12 (24,5) 19 (38,8) 18 (36,7) 49 (100)
VSR > RV 3(33,3) 2 (22,2) 4 (44,4) 9 (100)
RV >VSR 2 (66,7) 0 (0,0) 1(33,3) 3 (100)
RV isolado 7 (77,8) 0(0,0) 2 (22,2) 9 (100)
Total 24 (34,3) 21 (30) 25 (35,7) 70 (100)

Teste do qui quadrado de Fisher p=0,020

6.3. Analise das cargas virais segundo os grupos etiolégicos

A mediana da carga viral na infec¢éo isolada por VSR foi maior a dos casos
de codeteccao com predominio de VSR (respectivamente: 6,6 logio copias/ml x
5,5 logio copias/ml - p=0,003). Na infeccédo isolada por RV, a mediana da carga
viral foi semelhante a dos casos de codeteccdo com predominio de RV
(respectivamente: 4,5 logio copias/ml x 4,4 logio copias/ml - p=0,776).

O Gréfico 1 mostra a distribuicdo das cargas virais na infec¢gdo Unica por
VSR, na infec¢do Unica por RV, na codetec¢cdo com predominio de VSR e na

codeteccdo com predominio de RV.
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Gréfico 1 - Distribuicdo das cargas virais nas categorias: infeccdo Unica por VSR,
infeccdo Unica por RV, codetec¢do com predominio de VSR, codetec¢cdo com
predominio de RV
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*Carga viral com significancia estatistica (p=0,003) entre infec¢do isolada VSR e

codeteccao VSR>RV

6.4.Andlise do tempo decorrido entre o inicio dos sintomas e a coleta da

secrecao de nasofaringe

Cerca de 75% das amostras foram coletadas nos primeiros 5 dias de
sintomas (média de 4,5 dias). As demais, com uma média de sete dias a partir
do inicio dos sintomas.

A comparacédo das medianas das cargas virais de infec¢do Unica por VSR,
dos lactentes que tiveram a amostra de aspirado de nasofaringe coletada com
até 5 dias de sintomas e agueles com mais de 5 dias de sintomas, foram
semelhantes (6,69 logio copias/ml (6,06 -7,19) x 6,47 logio copias/ml (6,07 —
6,94), respectivamente - p=0,462).

Para os lactentes com infeccdo Unica por RV, essa comparacdo também

mostrou resultados semelhantes (5,04 logio copias/ml (3,55 — 6,08) x 3,98 logio
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copias/ml (1,11 — 4,47), respectivamente - p=0,121). Na comparacdo das
medianas das cargas virais do VSR, nas codetecc¢des onde predominou sobre o
RV n&o houve diferenca em relagéo ao dia da coleta da secre¢céo de nasofaringe
(6,37 logio copias/ml (5,44 -6,67) x 5,27 logiwo coOpias/ml (5,16 — 5,39),
respectivamente — p=0,143). Quando o RV predominou sobre o VSR, as
medianas de comparacao das cargas virais do RV em relacdo ao dia de coleta
também foram semelhantes (6,01 logio copias/ml (5,02 -7,00) x 5,25 logio
copias/ml (5,25 — 5,35) respectivamente - p=1,000). O Gréfico 2 mostra a
distribuicdo das cargas virais conforme o tempo decorrido entre sintomas e a

coleta de secrecéo de nasofaringe e os grupos de identificacéo viral.

Grafico 2 - Distribuicdo das cargas virais conforme o tempo decorrido entre o inicio
dos sintomas e a coleta de secrecdo de nasofaringe e os grupos de identificacao viral
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6.5. Analise das associacdes entre cargas virais e desfechos de gravidade

6.5.1. Infeccéo isolada por VSR

Na analise univariada, a maior carga viral de VSR na infeccéo Unica foi
associada significantemente aos maiores valores de dias de suporte ventilatorio,
dias de oxigénio e dias totais de internacdo. Houve uma tendéncia a maior
tempo de internacdo em UTI (p=0,050). Quando ajustada por idade e dia da
coleta da secrecdo de nasofaringe a partir do inicio dos sintomas, a analise
multivariada mostrou que a maior carga viral de VSR também esteve associada
a maior tempo de internagcdo em UTI. A Tabela 5 mostra os resultados
encontrados com a aplicacao dos modelos lineares generalizados na associagéo

entre etiologia e marcadores de gravidade na bronquiolite.

6.5.2. Infeccéo isolada por RV

No grupo com infeccédo por RV, como agente Unico, a maior carga viral
ndo esteve associada a maior gravidade, tanto na analise univariada como na
multivariada. Houve uma tendéncia a maior tempo de necessidade de oxigénio

mas sem significancia estatistica (p=0,052), conforme mostra a Tabela 5

6.5.3 Codeteccdo VSR com RV

Na codeteccdo VSR com RV foi considerada a razdo VSR/RV de acordo
com a carga viral de ambos os virus. Assim, quanto maior a razdo, maior a carga
viral do VSR. Tanto na andlise univariada como na multivariada, a maior razédo
VSR/RV esteve associada a maior tempo de administracdo de oxigénio, conforme

mostra a Tabela 5.



Tabela 5 - Modelos Lineares Generalizados da associacéo entre etiologia e marcadores de gravidade

na bronquiolite

Andlise bruta

Analise ajustada*

Etiologia Desfecho Coeficiente** p 1C95% Coeficiente** p 1C95%
VSR (n=49) Dias de UTI 1.91 0.050 0.00 3.82 2.03 0.036 0.14 3.93
Dias de suporte vent 1.78 0.018 0.30 3.25 1.84 0.021 0.28 3.39
Dias de 02 2.95 0.010 0.69 5.22 2.96 0.011 0.68 5.23
Dias de internagdo 3.23 0.014 0.65 5.81 3.23 0.012 0.70 5.75
RV (n=9) Dias de UTI 1.25 0.276 -1.00 3.50 1.25 0.292 -1.07 3.57
Dias de suporte vent 0.75 0.276 -0.60 2.10 0.75 0.292 -0.64 214
Dias de 02 4.15 0.052 -0.03 8.33 2.22 0.328 -2.24 6.68
Dias de internagdo 4.06 0.093 -0.68 8.79 191 0.477 -335 7.16
razdo (n=12) Dias de UTI 3.17 0.324 -3.13 947 3.59 0.270 -2.78 9.96
Dias de suporte vent 1.67 0.233 -1.07 4.40 191 0.167 -0.80 4.61
Dias de 02 4.17 0.042 0.15 8.19 4.78 0.017 0.86 8.69
Dias de internagdo 5.23 0.122 -1.40 11.85 6.33 0.060 -0.26 12.92

* ajustes para idade (<=28 d; 29-90 d ou >90 d) e tempo entre sintomas e coletas (<=5 d ou >5 d)

** valor médio do aumento (dias) em caso de se ter mais carga viral
LEGENDA: VSR= virus sincicial respiratério isolado; RV=rinovirus isolado; razdo=raz&o das cargas virais (VSR/RV) nas codeteccdes.

As varidveis de carga viral fora dicotomizadas conforme suas medianas

RESULTADOS 37
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7. DISCUSSAO

Este estudo de coorte analisou a importancia da quantificacao das cargas
virais na bronquiolite em lactentes com deteccdo de VSR e RV e mostrou que a
maior carga viral de VSR esta associada a maior gravidade nos casos de
infeccdo por um s6 agente, assim como nas codeteccoes.

A casuistica selecionada inicialmente por critérios clinicos foi
representativa da bronquiolite viral aguda em lactentes, com predominio do sexo
masculino e do VSR como agente causal, como também de casos de RV e de
codeteccao entre ambos. A evolugao clinica dos casos incluidos foi compativel
com estudos anteriores que analisaram a bronquiolite em lactentes com cerca
de 5 dias de internacdo em média, e aproximadamente 20% de casos graves
com necessidade de cuidados intensivos.” 75 76

Nos casos hospitalizados com bronquiolite, a pesquisa etiolégica mais
frequente na pratica clinica é a analise qualitativa, ou seja, a identificacdo do
agente sem que haja quantificacdo da sua carga viral. Nossos resultados
mostraram que a analise qualitativa da pesquisa viral foi insuficiente para
diferenciar a gravidade clinica nos diferentes grupos etiolégicos segundo o0s
desfechos de gravidade estudados individualmente. Todavia, a utilizacdo do
escore de gravidade possibilitou diferenciar os grupos virais, destacando-se o
VSR como o agente associado a maior gravidade tanto na infeccdo isolada,
como na codeteccdo em que foi agente predominante. Esse resultado sugere
gue, mesmo apenas com a categorizacao da etiologia em infec¢do por VSR ou
RV, um escore clinico de gravidade pode indicar as infecgbes por VSR como
mais associadas a gravidade que aquelas por RV. O escore de gravidade
utilizado nesse estudo foi construido a partir da criacdo de uma variavel latente
gue considerou dias de internacéo, necessidade e dias de UTI, necessidade e
dias de ventilacdo mecénica e dias de oxigénio. Esses critérios seguem 0s
parametros habitualmente utilizados em estudos clinicos.3* 35 36 37

A maior gravidade das infeccbes pode estar associada as caracteristicas
do hospedeiro, do ambiente e do agente infeccioso e seus mecanismos
patogénicos. Também é possivel que dependa da quantidade de particulas virais
presentes no organismo. Entretanto, esse aspecto ainda permanece controverso

na literatura cientifica. Estudos anteriores 74 77 12 13 78 79 mostram que cargas
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virais maiores a admissao hospitalar influenciam tanto na gravidade do escore
clinico como no tempo de internacdo e necessidade de terapia intensiva,
especialmente em relacdo ao VSR. Porém, contrapontos na literatura tém sido
descritos por alguns autores, demonstrando que cargas virais maiores nao estao
relacionadas a quadros mais graves da bronquiolite.®® 8 81 70 82 83 Qignte dessa
controvérsia, a andlise da carga viral em cada situacdo foi detalhadamente
analisada.

No presente estudo, a maior carga viral do VSR foi associada a importantes
parametros que refletem a gravidade do quadro clinico como as maiores
frequéncias de uso de oxigénio, de necessidade de UTI e de ventilagdo mecéanica
e, também, a maior duracdo do suporte ventilatério, da oxigenioterapia e da
hospitalizagdo. Os parametros que indicaram a maior gravidade relacionada a
maior tempo de oxigenioterapia e hospitalizagéo, acrescidos do tempo de
internacdo em UTI, mantiveram-se independentemente significantes, mesmo
apos os ajustes para a idade e tempo decorrido entre o inicio dos sintomas e a
coleta da secrecdo de nasofaringe, fatores esses que também podem afetar a
gravidade clinica. &

Zhou e colaboradores’®, avaliando a carga viral seriada do VSR, na
secrecdo de nasofaringe, durante a internacdo de criancas menores de 24
meses com bronquiolite, observaram que os valores a admissao foram maiores
(4,4 log 10 cépias/ml) quando comparados aos dias subsequentes até o sétimo
dia da internacdo (3 logl0 cépias/ml). El Saleeby e colaboradores’* também
encontraram diminuicdo dos valores da carga viral nasal de VSR durante a
internacédo, quando comparados ao primeiro dia (4,63 = 0,13 log unidade
formadoras de placa (PFU) / mL) em relacdo ao segundo dia (3,63 + 0,18 log
PFU / mL) e terceiro dia de internacao (2,91 £ 0,33 log PFU / mL). Em seu estudo,
cargas virais maiores do VSR estiveram relacionadas com maior tempo de
hospitalizacdo e necessidade de terapia intensiva. Nestes estudos,
independentemente da queda da carga viral durante a internagéo (cerca de 0,4
a 1llog PFU / mL), as maiores cargas virais na admissao estiveram associadas
a gravidade durante a hospitalizacdo. Isto pode ser corroborado pelo estudo
multicéntrico de Hasegawa et al.'?, que incluiu mais de 2000 criangas menores
de 2 anos com bronquiolite, que mesmo utilizando a carga viral semiquantitativa

(cycle treshold — Ct) para analisar a secrecdo de nasofaringe nas primeiras 24
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horas de admissédo hospitalar, observou que a maior carga viral do VSR esteve
relacionada ao maior tempo de internacao (superior a 3 dias) e maior risco de
internagéo em UTI.

No presente estudo néo foi realizada a pesquisa seriada de carga viral. Isso
ndo modificou a interpretacdo dos resultados, uma vez que o tempo de coleta
nao interferiu na carga viral e na gravidade, conforme mostraram os ajustes feitos
na analise multivariada. Considerando que o pico dos sintomas da bronquiolite
geralmente ocorre entre o terceiro e o quinto dia da doencga, o fato pode explicar
a nao variagcdo da carga viral. O que corrobora esta possibilidade é o estudo de
DeVincenzo et al.?% que inoculou VSR através de gotas intranasais em adultos
saudaveis entre 19 e 45 anos. O aumento da carga viral ocorreu entre o sexto e
sétimo dia da inoculacdo e o pico da carga viral ocorreu com 1,17 dias apds o
pico dos sintomas.

Importante ressaltar que a associacao entre gravidade e carga viral ndo
foi observada nas infeccbes por RV como agente unico. De fato, ndo ha um
consenso na literatura em relacdo a correlacdo da carga viral do RV e a
gravidade da doenca.®’ 8! 8 Alguns autores®! & ndo encontraram associagées
entre carga viral e tempo de internacdo e necessidade de UTI em criancas
infectadas pelo RV. Uma das possiveis explicacdes seria que, em relacdo a
gravidade clinica, a resposta imune do hospedeiro, assim como o genétipo do
RV envolvido na infecgdo, seriam mais importantes que a carga viral3¢ 8. Muito
se tem discutido em relacdo a diferenca na patogénese entre os diversos
sorotipos do RV.%6 8 Enquanto o RV A e o RV B ligam-se a molécula de adeséo
intercelular 1 (ICAM-1) e ao receptor de lipoproteina de baixa
densidade(LDLR)%%, o RV C tem como receptor celular uma proteina de alta
expressao no epitélio respiratorio, denominada proteina membro da familia 3
relacionado com caderina (CDHR3), primeiramente implicada na exacerbacao
da asma. Um polimorfismo de nucleotideo Unico (C529Y) em CDHR3 estaria
associado a suprarregulacdo de receptores na superficie celular, promovendo a
replicacéo viral e consequente aumento da carga viral.®” Para Takeyama et al.,
a carga viral do RV estaria relacionada a maior gravidade, principalmente, nos
maiores de 11 meses de idade, ao passo que nos mais jovens a maior gravidade
estaria relacionada a resposta imune e ao menor calibre das vias aéreas. Em

contrapartida, Xiao et al.*® encontraram diferencas na gravidade em relagcdo ao
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RV A e ao RV C. Os quadros mais graves foram observados nas criancas com
infeccdo com RV A, com carga viral maior que 108 cépias/ml e abaixo de 23
meses de idade, ao passo que essa diferenca ndo foi observada nas criancas
com infeccédo pelo RV C. Diferentemente, Lauinger et al.®® observaram maior
gravidade do RV C em criancas menores de 3 anos de idade. Nao ha, porém,
um consenso sobre qual seria a carga viral do RV para causar gravidade. Gerna
et al.%° observaram que cargas virais de RV A superiores a 10° cépias/ml foram
responsaveis por maior gravidade, muito préximo ao encontrado por Piralla et
al.®t, que relataram maior gravidade do RV com carga viral maior que 10’
copias/ml em criancas menores de 5 anos de idade. Outro fator que poderia
interferir na gravidade do RV seriam as amostras do trato respiratério superior
podendo nao refletir as condi¢des do trato respiratdrio inferior, com as células
epiteliais das vias aéreas nasais podendo responder de forma diferente das
células epiteliais bronquicas as infecgdes por RV.86

O presente estudo ndo incluiu a andlise de cargas virais segundo 0s
sorotipos de RV. Ressalta-se a tendéncia a associa¢ao entre a maior carga viral
na infeccao Unica por RV e o maior tempo de oxigenioterapia, segundo a analise
univariada, porém sem significancia estatistica e ndo persistente apos ajustes
realizados na analise multivariada.

As codeteccdes de virus respiratorios sado frequentes nas infec¢des de vias
aéreas inferiores em lactentes podendo chegar até a 40% dos casos.36 37 92 62 93
Varios aspectos associados as codeteccdes também permanecem incertos na
literatura cientifica. Num estudo multicéntrico que avaliou criancas com
bronquiolite durante um periodo de 3 anos, o tempo de internacdo foi maior
naquelas com codeteccéo por VSR e RV. Entretanto, ndo houve diferenca na
admissdo em UTI ou na necessidade de suporte ventilatério.®* Dados
semelhantes foram encontrados por Chorazy e colaboradores®, que néo
encontraram risco aumentado de internagcdo em UTI em criancas hospitalizadas
com multiplos virus identificados. Por outro lado, outros autores®” °¢ encontraram
maior gravidade nos pacientes menores de 2 anos de idade com codeteccdo
VSR e RV, com maior tempo de internacdo e maior necessidade de
oxigenioterapia. No estudo de Skjerven e colaboradores'?, a maior carga viral de
VSR, na codetec¢cdo VSR com RV, teve relagdo com maior tempo de internagao.

Na revisdo sistematica, realizada por Scotta e colaboradores®, sobre gravidade
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das coinfecc¢des virais em mais de 17.000 criancas, ndao houve influéncia sobre
os desfechos de gravidade analisados como tempo médio de permanéncia,
tempo de oxigénio suplementar, necessidade de hospitalizagéo, necessidade de
internagdo em terapia intensiva, ventilacdo mecéanica e obito.

No presente estudo, nas codeteccdes, o predominio de VSR também se
mostrou associado a maior gravidade, nesse caso, devido a maior frequéncia do
uso de oxigénio, como observado por Rodrigues e colaboradores.®® Essa
informacéo, acrescida aos resultados encontrados na infeccdo por um unico
agente, sugere que 0s mecanismos patogénicos envolvidos na bronquiolite por
VSR associam-se a quadros mais graves que a bronquiolite por RV. Uma
possivel explicacdo seria uma competicdo entre 0s mecanismos patogénicos
dos virus.®” %899 0 VSR é um virus de crescimento mais lento quando comparado
ao RV. Contudo, quando ha um retardo no inicio da infec¢éo pelo RV, o VSR
pode bloguear a sua replicacdo, tornando-o um espectador da infeccdo com
consequente diminuicdo da carga viral.?® % Outra explicacdo seria que o
interferon produzido pelo VSR causaria uma inibicao da infecgéo por RV, inibindo
a intensidade da sua manifestagdo.®” 19 A interferéncia entre dois agentes virais
foi demonstrada, também, em modelos de células de camundongos infectados,
primeiramente, com rinovirus e, apés dois dias, com influenza A. Houve uma
resposta atenuada a infeccdo por influenza com manifestagdo menos grave da
doenca. Isso sugere que a infeccdo anterior por RV alterou a resposta do
hospedeiro e que o momento e a ordem da infeccdo no hospedeiro podem ser
importantes para a manifestacédo da doenga.%

Diversos fatores podem influenciar a carga viral na bronquiolite como idade,
gendtipo do virus e resposta das citocinas proinflamatdrias produzidas na
ativacdo da resposta imune inata, além da expressao génica viral nas células
mononucleares e a sua relacdo com o microbioma.10? 4554 103 34 Este (jltimo vem
despertando o interesse na literatura, especialmente no que diz respeito a
codeteccao virus-bactéria, que pode determinar formas graves da pneumonia
adquirida na comunidade, como ocorre na interagdo entre o virus Influenza com
0 Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae e consequente falha no
tratamento. Estudos em modelos animais sugerem que 0S Vvirus respiratorios
podem propiciar o crescimento bacteriano, aumentando a sua infectividade ou a

sua adesdo pela alteracédo da estrutura da membrana celular.®®
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A influéncia da idade na gravidade da bronquiolite é bem descrita na
literatural®4 6° 105 63 O aumento da carga viral em criancas menores, com
consequente apresentacao clinica mais grave, poderia estar associada a fatores
indiretos como exposicdo a contactantes infectados, sorotipo do virus,
imaturidade do sistema imune. No entanto, este estudo ndo mostrou diferenca
da carga viral quando considerados os grupos etarios < 28 dias, entre 29 dias e
90 dias e mais de 90 dias, tanto para as infec¢cdes Unicas como para a
codeteccdo VRS com RV. O mesmo se d4 em relacdo a gravidade, quando
realizada a analise multivariada, o que vai de encontro ao descrito por alguns
autores.’’” 8 106 Uma das possibilidades para explicar esse resultado seria a
presenca da IgG materna transplacentaria, especialmente para o VSR, cujos
niveis circulantes mais elevados estdo presentes até o terceiro més de vida®“.
Nas criangcas menores de 4 meses de vida, a reducéo da producéo de citocinas
pelos mondcitos (TNF alfa), pelas células Thl (INF gama) e células Th2 (IL-4),
confere um papel protetor antiinflamatério!®” e equilibrio da resposta inflamatéria
excessiva.>* Feikin et al.1%, estudando pneumonias em criancas entre 1 e 59
meses de idade, observaram uma tendéncia a queda da carga viral conforme o
aumento da idade, tanto para o VSR quanto para o adenovirus. Para o RV, ao
contrario, houve uma tendéncia de aumento da carga viral quanto maior a idade.

A influéncia dos genotipos sobre a carga viral e a gravidade da bronquiolite
é descrita por alguns autores e continua controversa.?? 198 7° para Midulla et al.??,
a carga viral do genoétipo VSR BA teve correlacdo com maior necessidade de
dias de oxigénio suplementar, diferentemente dos gendétipos NA1 e ON1. Para
Kadiji et al.x%°, criancas menores de 6 meses de idade com pneumonia por VSR
tiveram carga viral maior do genotipo NAL1 nos primeiros 4 dias do inicio dos
sintomas em relacdo aos gendtipos ON1 e BA provavelmente pelas
caracteristicas estruturais destes sorotipos, como insercdes e duplicacdes do
gene G, que poderiam afetar a eficiéncia da replicacdo do VSR. Quanto ao RV,
Xiao et al.®® constataram que a carga viral da infeccdo isolada por RV foi maior
nas criancas com doengas graves por RV A do que para o sorotipo C. Neste
estudo néo foi realizada a sorotipagem do VSR, mas, independentemente do
sorotipo, houve uma maior gravidade no grupo onde o VSR esteve presente. Em
estudo anteriormente realizado por nosso grupo''®, que analisou a casuistica

total do estudo matriz (do qual foram selecionados os participantes do presente
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estudo), o gendétipo HVSR AONL1 néo foi associado a caracteristicas clinicas
especificas distinguiveis de outros genétipos.1°

Dentro da controvérsia atual quanto a influéncia da carga viral sobre a
gravidade da bronquiolite 60 8 81 70 82 83 - Garcja-Maurifio 8° postulou que cargas
virais maiores de VSR estdo associados a doenca menos grave devido a uma
resposta imune mais robusta, com clareamento viral mais rapido e diminuicédo da
progressao da doenca. Em seu estudo avaliou a carga viral do VSR em 150
criancas menores de 2 anos, tanto ambulatoriais quanto hospitalizadas.
Observou que a carga viral do VSR foi maior nas criangcas nao internadas
comparadas as criancas internadas em enfermaria ou UTI (p=0,003). Na mesma
linha de observacéo, Piedra et al. "° descreveram que a maior carga viral, no
inicio da doenca, poderia estimular a resposta imune inata com resolugdo mais
rapida da doenca e evolugdo menos grave devido a producdo de citocinas
protetoras, como a IP-10 (quimiocina que induz a resposta celular Thl) e a IL-17
(importante mediador inflamatério). Um dado interessante no seu estudo € que
maiores cargas virais poderiam ter um efeito protetor devido a producédo de
genoma viral defeituoso, o que levaria ao erro da replicacéo viral e diminuicdo
da carga viral. Varios autores® 8 111 mostraram a importancia das citocinas
proinflamatdrias para a apresentacdo menos grave na bronquiolite com maior
carga viral. Especialmente, as citocinas produzidas pelas células Th1.

Thwaites et al.®2 encontraram niveis mais elevados de CXCL10/IP-10 ,
INFY, CCL5/RANTES nos casos moderados de bronquiolite com maior carga
viral do VSR quando comparado aos quadros mais graves e com mesmo tempo
de duracdo dos sintomas. Para Bennett et al.®3, altos niveis de citocinas
proinflamatdrias, especialmente a IL-10, foram inversamente associados com a
duracdo da necessidade de oxigénio. No estudo de Nicholson et al.lll, as
criancas ambulatoriais com infeccéo isolada por VSR tiveram aumento do INFY,
IL-4, IL-15, IL-17 IP-10 e eotaxina quando comparadas as criancas
hospitalizadas. Contrariamente, na infec¢ao isolada por RV, esta associagéo nao
foi observada. No grupo codetecc¢do, niveis de IP-10 estiveram presentes em
niveis maiores no grupo ndo hospitalizado. Tanto a IL-17, como a IL-4, a IP-10 e
o INF Y, tiveram associacdo com a ndo hospitalizacédo. Estes dados sugerem
uma resposta virus especifica, mais do que uma resposta inflamatoria

generalizada do hospedeiro ao virus.
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Estes achados vém de encontro ao estudo de DeVincenzo et al.?> que,
apesar de ter sido realizado em adultos dos 19 aos 45 anos através da
inoculacéo de gotas nasais contendo VSR, ndo sustentou a teoria da resposta
Th2, encontrando niveis baixos de IL- 4 e IL- 10 nos casos mais graves. As
citocinas IL-6 e IL 8, dosadas na mucosa nasal, estiveram correlacionadas com
a gravidade da doenca e com a carga viral. A ressalva para este estudo foi a sua
realizacdo em individuos adultos, os quais tém uma certa quantidade de
anticorpos neutralizadores nos fluidos epiteliais do trato respiratorio inferior que
pode limitar a replicagdo do VSR e a manifesta¢céo da doenca.

Por outro lado, alguns autores consideram que gquanto maior a carga viral,
maior a amplificacdo da resposta imune, do insulto do epitélio respiratério, do
processo inflamatério (com recrutamento e ativagdo dos leucécitos e
extravasamento local de proteinas plasmaticas) e da lesdao pulmonar. Portanto,
mais grave a apresentacdo clinica com necessidade de suporte ventilatorio,
oxigénio e tempo de internacdo mais prolongado. O predominio da resposta Th2
sobre a Thl seria um dos motivos para a exacerbacdo do processo inflamatério
e diminuicdo da depuracéo viral, pela acdo das interleucinas IL-4, IL-5 e IL-10
em detrimento da producéao de interferon gama (INFY) e IL-12 pelos macréfagos
e células dendriticas 23 112,

As analises apontadas neste estudo estdo de acordo com outros resultados
anteriores, que associaram cargas virais maiores de VSR a maior gravidade da
doenca em lactentes hospitalizados. N&o foi realizada a analise da resposta
imunolégica, o que pode, em estudos futuros, contribuir para esclarecimento da
influéncia da carga viral sobre a gravidade clinica.

Considerando a importancia da carga viral, medidas de isolamento, evitar
aglomeracao intra e extradomiciliar e contato com contactantes infectados
contribuem para a contencdo do virus e da sua disseminacdo. Durante a
pandemia do COVID-19 (coronavirus disease -19), no ano de 2020, o isolamento
social tem mostrado uma diminuicdo muito expressiva da ocorréncia da
sindrome respiratdria aguda grave (SRAG) causada pelo Influenza virus e VSR.
Dados do Ministério da Saude!*3, do ano de 2019, apontam que 18% dos casos
internados por SRAG tiveram como agente principal o virus Influenza (HIN1 em
60% dos casos) seguido por outros virus em 23% dos casos, destacando-se,

neste dltimo, o VSR como o principal agente (70% dos casos). No ano de 2020,
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com a pandemia COVID-19, observa-se uma queda expressiva, com menos de
1% dos casos de SRAG relacionados a estes agentes virais. Até a semana
epidemioldgica 40, o coronavirus pandémico (SARS-CoV-2) foi responséavel por
54% das SRAG, enquanto o virus influenza e outros virus respiratorios estiveram
presentes em 0,3% e 0,4% dos casos, respectivamente. Nas criancas menores
de 1 ano de idade, o virus Influenza foi identificado em 0,02% dos casos e outros
virus respiratérios em 0,1% dos casos de SRAG, reafirmando o impacto do
isolamento social sobre a incidéncia desses virus nas infec¢cées agudas de vias

aéreas inferiores e suas manifestacdes graves.

7.1.Limitacdes do estudo

A amostra deste estudo foi representativa da gravidade na infeccéo Unica
causada pelo VSR ou na codeteccdo onde houve o seu predominio. Algumas
limitagbes séo ressaltadas:

v' A andlise da carga viral, na admissao das criancas previamente higidas
hospitalizadas com bronquiolite, ndo considerou as cargas virais
seriadas durante a internacdo e nem a sua correlagcdo com a evolugao
clinica. No entanto, o ajuste para o tempo decorrido entre a coleta de
secrecdo de nasofaringe e o inicio dos sintomas mostrou que esse
aspecto néo foi relevante na analise dos resultados.

v'As andlises dos diferentes sorotipos de VSR e RV e a sua possivel
relagdo com as cargas virais e desfechos de gravidade ndo foram
objetivos deste estudo. Essa andlise foi limitada pelo namero de
amostras positivas, podendo ser explorada em futuros estudos

v Foram excluidas criancas com comorbidades, o que limita a

extrapolacdo dos resultados dos lactentes previamente higidos.
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8. CONCLUSOES

1. O VSR foi ovirus mais detectado nos lactentes hospitalizados por
bronquiolite. A maior frequéncia foi da infec¢éo Unica por VSR, seguida das
codetec¢gdes VSR e RV e da infecgdo Unica por RV. As caracteristicas
demograficas e clinicas foram semelhantes entre lactentes com infeccéo
isolada por VSR, por RV ou nas codetec¢des VSR com RV.

2. O tempo decorrido entre o inicio dos sintomas e a coleta da secrecéo
nasofaringea foi semelhante entre os grupos comparados.

3. As cargas virais de VSR foram maiores nos casos de infec¢cdes Unicas
comparadas as codeteccdes e comparada as cargas virais de RV, tanto em
infeccBes Unicas como nas codeteccdes

4. A gravidade da infeccdo unica pelo VSR esteve associada a maior
necessidade de UTI, ventilacdo mecanica, maior tempo de oxigénio e dias
de internacdo mesmo depois de ajustados para os fatores de idade e dias
de coleta de secrecdo nasofaringea entre inicio dos sintomas e admisséo
hospitalar. As maiores cargas virais de RV associaram-se a menor
gravidade clinica tanto na infecgéo isolada como na codetec¢édo onde o RV
predominou. Nas codetecc¢des nas quais houve predominio de VSR sobre

RV, o tempo de oxigénio foi mais prolongado.
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9. ANEXOS

Anexo A

FACULDADE DE MEDICIMA DA UNIVERSIDADE DE SAD PAULD

HOSFITAL UNIVERSITARIO DA UNIVERSIDADE DE SAD FAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE l]EIITIFK:ﬂ;iG DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. HOME DO PACIENTE ...
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N®: ..o SEXOD . M F
DATA MASCIMENTO: 0.

EMDERECO ..o o APTO: L

BAIRRO: _. .. CIDADE

CEP-.... TELEFOME: DDD (. e et e e e m e
2 RESPONSAVEL LEGAL e e

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador ete.) .

DOCUMENTO DE IDENTIDADE = sExo: M | F

DATA MASCIMENTO: ..

EMDEREGO: SRR | R | | &

DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLC DE PESQUISA “ANALISE DO PERFIL DE EXPRESSAQ GENICA EM
CELULAS MONONUCLEARES DE LACTENTES HOSPITALIZADOS COM INFECCAO POR VIRUS
SINCICIAL RESPIRATORIO EM CRIANCAS™

PESGQUISADOR:

Sandra E. Vieia

CARGOFUNGAD: Professor Doutor do Departamento de Pediatria da FMSUP
INSCRIGAD CONSELHD REGIONAL N°: 57724

UNIDADE DO HCFMUSP: Departametno de Pediatria

AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

semmisco | risco minmo X RISCOMEDIO _

riscosaxo  _| RISCOMAIOR
{probabiidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)

d[ﬂJR.ﬁ.i;ED DA PESGUISA - 24 meses
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REGISTRO DAS EXPLKZH;EFES- DO PESGQUISADOR AD PACIENTE OU SEU REPRESENTANTE
LEGAL SOBRE A PESQUISA

Voce e seu filho (a) estdo sendo convidados para participar do estudo “Analise do perfil de expressao genica
em células mononucleares de lactentes hospitalizados com infecgdo por virus sincicial respiratorio™. A
infecgdo causada pelo virus sincicial respiratorio & frequente em criangas nos primeinos anos de vida e pode
levar a hospitalizagio guando mais grave. O estudo das caracteristicas genéticas da crianga pedem
colaborar para entender melhor a doenga e para o desenvolvimento de wacinas e outras formas de
prevengio e tratamento. Neste estudo serdo realizadas coletas de secregdo atraves do nariz da crianga para
identificar & amalisar o virus e coleta de uma amostra de sangue da crianga. Os pesquisadores fardo
perguntas sobre o ambiente onde a crianga vive e sobre os sintomas respiratdnios que ela apresenta

Os riscos ao paciente decomentes destes exames s8o minimos pois sdo coletas de secrec3o atraves do
nariz & da coleta de sangue.

Vocé receberd orientages de como diminuir os riscos de adquirr infecgies respiratdrias em geral e como
evitar agravantes da infecgio respiratoria.

E garantida a sua liberdade de retirada deste consentimento a gualguer momenio.O seu
atendimento, assim como o de seu filho, serfo realizados nomalments no  Hospital
Universitario, mesmo que a vocé ndo aceite parficipar desta pesguisa ou que deseje sair da
pesquisa apds seu inicio.

As informagdes obtidas serfo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada
a identificag@o de nenhum paciente. Viocd tem o direifo de ser mantido atualizado sobre os
resultados da pesquiza que sejam do conhecimento dos pesquisadores. A assistencia mo Hospital
Universitario da USP, estara disponiveis para eventuais danos a salde, decomentes da pesquisa.

M&o ha despesas pessoais adicionais para o paricipante em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também ndo ha compensagdo financeira relacionada 4 sua participago.

Os pesquisadores se comprometem a utilizar o= dades e o material coletado somente para esta
pesquisa.

INFURHHQE!ES DE NOMES, ENDEREGOS E TELEFONES DOS5S RESPOHEH"I{EIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS
E REACOES ADVERSAS.

O principal investigador, neste estudo, & a Dra Sandra E. Vieira que pode ser encontrada no
Hospital Universitario da USP - Av. Lineu Prestes 2565 — Telefone: 3091 9404. Se vocé tiver
alguma consideraco ou divida sobre a ética da pesquiza, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) — no mesmo endereco, telefone 3091 o0, email: ___.@hu.usplbr

Sandra E. Viewra — 3091 2400
Av_ Dr. Lineu Prestes — Cidade Universitaria — SP — SP - CEP 05403-000

Comissao de Etica do Hospital Universitanio da USP
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CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDD

Acredito ter sido suficientemente informada a respeito do gue li ou do que foi lido para mim,
descrevendo a pesquisa | “Analise do perfil de express3o génica em células mononucleares de
lactentes hospitalizados com infecgo por vinus sincicial respiratorio™. Eu discuti com @ Dra Sandra
Wieira ou com seu substituto também participante da pesguizsa, sobre a minha decis3o em
participar deste estudo. Ficaram claros para mim quais s80 os propositos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e rizcog, as garantias de sigilo e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também gue minha participagBo € isenta de
despesas e que tenho garantia de atendimento no sistema de saude, independente de minha
participagBo na pesquisa. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei
refirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades, prejuizo ou perda de gualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu
atendimento neste Senvigo.

Assinatura do pacientefrepresentante legal Data ! !

Assinatura da testemunha Data i i
(Para casos de pais menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ouw visual)

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

Assinatura do responsdvel pelo estudo Data ! i
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Anexo B

PROJETO PEG - VSR

CHECK LIST PARA INCLUSAO DE PACIENTES

Nome:

RH: N.Atendimento:

Data:

CRITERIOS DE INCLUSAO
Idade entre0 e 6 m29d ( )SIM ( )NAO

Diagnostico de bronquiolite/infecc3o viral de vias aéreas suspeita ou confirmada ( )SIM( )NAO

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Prematuridade ( )SIM ( )NAO

Outra infecgdo atual (ou suspeita) além da infecgdo viral ( ) SIM ( )NAO
Doenca Pulmonar ( ) SIM ( ) NAO

Doenca Cardiaca ( )SIM ( ) NAO

Outra comorbidade () SIM ( ) NAO

SE VOCE PREENCHEU SIM PARA TODOS OS CRITERIOS DE INCLUSAO E NAO PARA TODOS 0OS
CRITERIOS DE EXCLUSAO O PACIENTE PODE SER INCLUIDO NO ESTUDO

Paciente incluido ( ) SIM ( )NAO
Se sim : numero do caso:

POR FAVOR, APLIQUE O TCLE



Anexo C

Protocolo Clinico

Nome:
RH N. Atendimento
D.Nasc. _/ /[ sexo: cor:

D.Admissdo _ / /

Local da internagdo inicial/tempo de permanéncia

[1 Pronto socorro

[1 Enfermaria
(] UTI
] Bergario

Diagndstico admissional:

Diagnéstico de alta:
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Historia clinica

Duragao

Tosse s [n
Coriza Os On
Febre Os [On
Obstrugdo nasal s [n
Espirros [Is [n
Chiado no peito s [n
Cansago s On
Conjuntivite s 0n
Cianose s [n
Apnéia s [n
Peito cheio Os [On

Aceitagdo alimentar [T normal [ prejudicada

Vomitos pds tosse Os On

Contato com GRIPE OU RESFRIADO [1's [In
grau de parentesco do contato:

Imunizagdo completa [1s [In

Vacinagdo p/ influenzae 2012/2013 (s [In

Palivizumab [0 s [n

freqlenta creche (0s [In

numero de pessoas em casa
<2 anos:

2-12 anos :

12-18 anos:

tabagismo passivo s [On

se sim: niumero de fumantes em casa:

desmame precoce [ls [In
se sim : idade do desmame:
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Quadro clinico inicial:

FR

FC

Perfusdo Periférica

Dispnéia

Cor

Nivel de consciéncia

Saturagdo de 02

Ausculta pulmonar

Outros

Exames laboratoriais

Data Exame Resultado
Pesquisa viral em aspirado de nasofaringe

Data Resultado
Exames radioldgicos

Data Exame Resultado
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Tratamento
Quais Via Tempo Motivo da Tempo apods
suspensao resultado da
pesquisa viral
Antibidtico
Broncodilatador
Corticéide
Outros

Complicagdes infecciosas / data do diagndstico (dias apds internagdo)

I W B |

Otite média aguda /

Pneumonia intra-hospitalar /

Pneumonia aspirativa /

Outras

/

Tempo de 02
O Nebulizacdo
O Tenda
O Venturi
O CPAP
l BIPAP
O

Nutri¢do (dias)

[l Pausa
[l Sonda
[ VO
0 NPP

DatadaAlta:_/_/

Medicacdes de alta:

Ventilagdo mecanica

Encaminhamentos:
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