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RESUMO

As pneumonias sdo problemas de saude publica mundial, especialmente em
criangas menores que cinco anos de idade. Os virus parainfluenza (VPI-1, 2 e 3) séo
agentes frequentes de pneumonia, pouco se conhecendo sobre a participacdo do VPI-4
devido a dificuldades do seu isolamento em cultura de células, a auséncia de antigenos
especificos para este virus nos painéis de rotina de deteccdo dos virus respiratorios,
além de serem relacionados apenas a casos de infecgdes respiratdrias leves. O objetivo
do presente estudo é descrever o perfil epidemioldgico e clinico das pneumonias
causadas pelos quatro tipos de VPI na populacdo de estudo, no periodo de janeiro de
2013 a dezembro de 2014. Para tanto, aspirados nasofaringeos de 542 criangas de até
cinco anos atendidas no Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS), que receberam o
diagndstico de pneumonia, foram submetidos a RT-PCR para a detec¢do dos VPI-1, 2 e
3 e 4. Estas amostras tinham sido analisadas anteriormente por imunofluorescéncia
indireta para virus sincicial respiratério (VSR), influenza (A e B), adenovirus e VPI (1,
2 e 3). Os VPI foram detectados em 165 casos, seguido de VSR (136), adenovirus (34) e
influenza (30). As caracteristicas clinicas e epidemiolégicas de pneumonias pelos VPI
foram analisadas em 104 amostras que apresentaram infeccdo isolada por um dos quatro
tipos de VPI. Os VPI mais frequentemente detectados, em ordem decrescente, foram os
tipos VPI-3 (64,42%), VPI-4 (19,23%), VPI-1(14,42%) e VPI-2 (1,92%). O VPI-4 foi o
mais associado a co-infeccdes. O VPI-4 foi o uUnico VPI cuja circulacdo esteve
associada a estagdo chuvosa dos dois anos de estudo (p<0,0001). O VPI-3 e 0 VPI-1
apresentaram pico de circulacdo associado a estacdo seca. Os VPl sdo agentes
frequentes de pneumonias em criangas menores que cinco anos na cidade de Fortaleza.
Palavras chaves: Pneumonias virais, virus parainfluenza, reacdo em cadeia da

polimerase.



ABSTRACT

Pneumonia are public health problems worldwide, especially in children
younger than five years old. Human parainfluenza virus (HPIV-1, 2 and 3) are common
agents of pneumonia, little was know about the involvement of HPIV-4 due to
difficulties of isolation in cell culture, the absence of antigens specific for this virus in
panels routine detection of respiratory viruses, and are associated only with cases of
mild respiratory infections. The aim of this study is to describe the clinical and
epidemiological profile of pneumonia caused by four types of HPIV in the study
population, from January 2013 to December 2014. To this end, nasopharyngeal aspirates
of 542 children under five treated at Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS), who were
diagnosed with pneumonia, were subjected to RT-PCR for the detection of HPIV-1, 2, 3
and 4. These samples had been previously analyzed by indirect immunofluorescence for
respiratory syncytial virus (RSV), influenza (A and B), adenovirus, and HPIV (1, 2 and
3). The HPIV were detected in 165 cases, followed by RSV (136), adenovirus (34) and
influenza (30). Clinical and epidemiological characteristics of pneumonia by HPIV
were analyzed in 104 samples with isolated infection with one of four types of HPIV.
The HPIV most frequently detected, in descending order, were the HPIV-3 types
(64.42%), HPIV-4 (19.23%), HPIV-1 (14.42%) and HPIV-2 (1.92 %). The HPIV-4 was
the most associated with co-infection. The HPIV-4 was the only HPIV whose
circulation was associated with the rainy season of two years of study (p <0.0001). The
HPIV-3 and HPIV-1 had a circulation peak associated with the dry season. The HPIV
are frequent agents of pneumonia in children younger than five years in the city of
Fortaleza.

Keywords: Viral pneumonia, parainfluenza virus, polymerase chain reaction.
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1. INTRODUCAO
Pneumonia

As pneumonias sdo problemas de saude publica mundial especialmente na
populacdo infantil na qual representam importante impacto no ndmero de
hospitalizacdes e obitos (NAIR et al., 2013; WALKER et al., 2013; RUDAN et al.,
2013; LIU et al., 2015). Das 6.3 milhdes de criancas que morreram por alguma causa
infecciosa em 2013, nos seus primeiros cinco anos de vida, a pneumonia foi responsavel
por 14.9% deste total (LIU et al., 2015).

Estima-se que a incidéncia das pneumonias nos primeiros cinco anos de vida
seja de 0,05 e 0,29 episodios, por crianga, por ano nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, respectivamente (RUDAN et al., 2013). A maioria dos casos ocorre
na India (43 milhdes), China (21 milhdes), Paquistdo (10 milhdes), e altos ndmeros
adicionais em Bangladesh, Indonésia e Nigéria (6 milhdes cada) (RUDAN et al., 2013).

Na América Latina 8% dos 6bitos em criangas menores de cinco anos de idade
sdo atribuidos a pneumonia (BLACK et al.,, 2010; MARCONE et al., 2013;
VILLARAN et al., 2014).

O Brasil é um dos 15 paises no mundo com maior nimero de casos anuais de
pneumonia em criangas menores que cinco anos de idade (1,8 milhdes de casos), com
uma incidéncia estimada de 0,11 episddios por crianca por ano, sendo a maioria destes
casos observada nas regides norte e nordeste (BLACK et al., 2010; AXELSSON,
SILFVERDAL, 2011).

Devido a importancia das pneumonias como um problema para criangas
menores de cinco anos, em maio de 2010, a OMS aprovou uma resolugéo reconhecendo
a pneumonia como a principal infeccdo que mata criangas no mundo, tornando-a uma
prioridade global em saude, e declarando o dia 12 de novembro como dia mundial da
pneumonia (BRYCE et al., 2013).

Vérios agentes microbianos sdo causa de pneumonia, destacando-se inumeras
bactérias e virus. Cerca de 50-56% das pneumonias em menores de cinco anos tém
etiologia viral, sendo o virus sincicial respiratério (VSR), virus influenza A, virus
influenza B, os virus parainfluenza (VPI-1, VPI-2, VPI-3), adenovirus humano,
coronavirus, metapneumovirus e rinovirus sdo frequentemente detectados nestes casos
(BERKLEY et al., 2010; MATHISEN et al.,, 2010; RUUSKANEN et al., 2011;
PRETORIUS et al., 2012; ALONSO et al., 2012; GARCIA-GARCIA et al.,2012;
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MARCONE et al., 2013; ELBASHA et al., 2013; KELLY et al., 2015).

A participacdo dos virus como agentes de pneumonia tém sido mais considerada,
com o advento das técnicas moleculares, quando com O Seu UuSO, NOVOS Virus
respiratorios foram descobertos neste novo milénio, como exemplo o metapneumovirus
humano, o bocavirus humano e os novos coronavirus (SARS-CoVH, CoVH-NLG63,
HKU1 e MERS-CoVH) (KRUNIC et al., 2011; ZAKI et al., 2012; RHEDIN et al.,
2014). Além disto, o uso cada vez maior destas técnicas fez com que virus ndo
considerados com provaveis causadores de quadros infecciosos respiratérios baixos, a
exemplo do virus parainfluenza tipo 4, passassem a ser investigados e detectados com
maior frequéncia (AGUILAR et al., 2000; LIU et al., 2013).

Os virus parainfluenza (VPI) sdo agentes frequentes de pneumonia infantis
(WEINBERG et al., 2009; MATHISEN et al., 2010; BOOR et al.,2013; RHEDIN et al.,
2015). Estima-se que 12% das hospitalizacdes em criangas com pneumonia sejam
atribuidas aos VPI (HALL, 2001; WEINBERG et al., 2009; BOOR et al., 2013). Estes
virus podem causar diferentes sindromes clinicas respiratorias desde infec¢des das vias
aéreas superiores (IVAS) a infeccbes das vias aéreas inferiores (IVAI) (BERKLEY et
al., 2010; WEIXIAN et al., 2015). O VPI-3 é o mais associado a casos de bronquiolite e
pneumonia em lactentes (PRETORIUS et al., 2012; FROST et al., 2014). O VPI-1 e
VPI-2 s&o mais comum em criangas de 1-5 cinco anos de idade, causando
principalmente bronquite e crupe (HALL, 2001), mas também podem causar
pneumonia. O VPI-4 foi inicialmente associado ao resfriado comum assim como outras
sindromes respiratorias altas e sem gravidade (ANDREWES et al., 1959). A sua
participacdo em casos de pneumonias sé ocorreu mais recentemente com a utilizacdo de
métodos de Biologia Molecular (WANG et al., 2012; LIU et al.,2013; BIALASIEWICZ
etal, 2014; FROST et al., 2014 ).

O carater pioneiro deste estudo estd em apresentar as caracteristicas
epidemioldgicas de pneumonias infantis associadas ao VVPI-4 no Brasil, comparando-as

as dos outros VPI.
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2. Revisao de literatura

2.1. Os virus parainfluenza
2.1.1. Historico

Os virus parainfluenza (VPI) foram denominados inicialmente, em 1956, como
Croup associated ou CA virus. O primeiro a receber esta denominacdo foi o hoje
denominado VPI-2 (CHANOCK et al., 1956). Swabs de garganta coletados de 12
lactentes que apresentavam sinais e sintomas de crupe foram inoculados em culturas de
células epiteliais de rim de macaco, resultando na descricdo de dois novos virus que
apresentavam efeitos citopatogénicos esponjosos. Estes virus lembravam os mixovirus,
mais especificamente os virus influenza, embora ndo se relacionassem antigenicamente
a eles (ANDREWES et al., 1959). Os VPI-1 e VPI-3, foram descritos anteriormente
como Haemadsorption types 2 e 1 ou HA-2 e HA-1 por Chanock e colaboradores em
1958. O VPI-4 foi descrito inicialmente em 1959, quando termo parainfluenza foi usado
devido as semelhancas antigénicas com o virus influenza em relagdo as principais
proteinas do envelope (hemaglutinina-neuraminidase) (ANDREWES et al., 1959).

Os VPI sdo divididos geneticamente e antigenicamente em tipos 1, 2, 3 e 4 (VPI-
1, VPI-2, VPI-3 e VPI-4). O VPI-4 foi posteriormente dividido em dois subtipos (4A e
4B), a partir de diferencgas antigénicas evidenciadas atraves da inibicdo da hemadsorcéao
com soro de cobaias imunizadas com cepas padrdo do VPI-4 (CANCHOLA et al, 1964;
KONDO et al., 1990; KOMADA et al., 2011).

Foram identificadas também outras espécies antigenicamente relacionadas aos

VPI humanos, mas que séo adaptados para infectar outros animais, como os VPI canino
e bovino; os virus simios 5 e 41 que infectam primatas e se assemelham
antigenicamente ao VPI-2; o virus Sendai, com semelhancas antigénicas e genéticas
com o VPI-1, e que infecta ratos, hamsters e porcos; além do virus da doenca de
Newcastle, que infecta aves domésticas, selvagens e exéticas (HERICKSON, 2003).
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2.2. Taxonomia

De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV, International
Commitee on Taxonomy of Viruses), os VPI pertencem a ordem Mononegavirales,
familia Paramixoviridae, e a duas subfamilias: Paramixovirinae e Pneumovirinae. A
subfamilia Paramixovirinae possui sete géneros: Respirovirus, Rubulavirus,
Morbilivirus, Henipavirus, Aquaparamixovirus, Avulavirus e Ferlavirus. A subfamilia
Pneumovirinae contem dois géneros, Pneumovirus e Metapneumovirus (LAMB;
PARKS, 2013) (Quadro 1).

A classificacdo destes virus em varios géneros é baseada em alguns fatores,
como caracteristicas morfoldgicas, organizacdo genémica e atividades das principais
proteinas estruturais e ndo estruturais virais. Os Respirovirus possuem a proteina C, que
ndo € encontrada nos Rubulavirus, além de possuirem um gene adicional que codifica a
proteina SH (small hidrophobic protein) ausente nos Rubulavirus (KARRON;
COLLINS, 2013).

Todos o0s virus pertencentes aos géneros que compBem as subfamilias
(Paramixovirinae e Pneumovirinae) possuem genoma de RNA ndo segmentado, 0 que
os diferencia do virus influenza (Orthomixovirus). (CHENOCK et al., 1958;
ANDREWES et al., 1959).
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Quadro 1- Taxonomia dos virus parainfluenza.

20

Espécie

ORDEM: Mononegavirales

FAMILIA: Paramixovidae

SUBFAMILIA

Paramixovirinae

Género

Humano

Animal

Respirovirus

VPI-1 e VPI-3

Virus parainfluenza bovina 3 (bVPI-3).
Virus Sendai (Sev)

Rubulavirus

VPI-2 e VPI4A/4AB

Virus da Caxumba

Virus parainfluenza-5 ou simio 5 (Sev 5).

Virus mapuera (MPRV)

Morbilivirus

Virus de Sarampo

Virus da cinomose (CDV)

Virus da peste bovina (RPV).

Virus da peste dos pequenos ruminantes
(PPRV).

Morbilivirus dos cetaceos (CeMV)

Ferlavirus

Virus de fer-de-lance (FDLV)

Aquaparamixovirus

Paramixovirus de salmao do atlantico

Avulavirus

Virus da doenga de Newcastle (NDV)

Henipavirus

Hendra, Nipav virus

Pneumovirinae

Pneumovirus

VRS

Virus sincicial respiratorio bovino (bRSV).
Virus de pneumonia dos ratos (MPV).

Metapneumovirus

Metapneumovirus
humano (HMPV)

Metapneumovirus aviario (AMPV)

Fonte: Adaptado de LAMB, R.A; PARKS, G.D. 6" ed: Fields Virology Philadelphia, v.1, p.958-964. 201

(*) obs: Até o presente momento ndo houve relato de infecgdes por estes agentes em humanos




2.3. Aspectos estruturais

Os VPI sdo pleomorficos, com estrutura que varia de esférica a filamentosa e
possuem nucleocapsideo de simetria helicoidal com diametro variando entre 150 a 200
nm (Figura 1). Apresentam envelope composto por bi-camada lipidica e proteinas de
superficie (HN e F).

A proteina F e a proteina SH estdo ancoradas ao envelope por ligacao carboxi-
terminal, enquanto a proteina HN esta ancorada por ligacdo amino-terminal. Na
estrutura do envelope, a proteina M estabelece interacdo com as proteinas F e HN
(CHANG et al.,, 2012; KARRON; COLLINS, 2013). A proteina N estd ligada
firmemente as proteinas P e L, formando um complexo da polimerase viral
(HERICKSON, 2003, KARRON; COLLINS, 2013).

FIGURA 1- Microscopia eletrénica das formas esférica e filamentosa do virus
parainfluenza (A e B) e sua representacdo esquematica estrutural (C).

Fonte: KING et al., 2012 (ICTV). (A, B)

Fonte: MOSCONA et al., 2005. (C)
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2.4 Genoma dos virus parainfluenza

O genoma dos VPI é formado por uma fita simples de RNA linear, ndo
segmentado, com polaridade negativa de 15,4 x 10° nucleotideos, codificando seis a sete
genes. A organizagdo do genoma viral segue a ordem: 3’ —~N-P/C/V-M-F-(SH)-HN-L-5’,
e a presenca ou auséncia do gene SH entre os genes das glicoproteinas F e HN
determina a divisdo dos VPI nos géneros Respirovirus e Rubulavirus, respectivamente
(Figura 2). Os virus do género Respirovirus ndo tém o gene SH (VPI-1 e VPI-3, 0 virus
Sendai e o virus da doenca de Newcastle), enquanto que os virus do género Rubulavirus
(VPI-2 e VPI-4, o virus parainfluenza Simio 5 e o virus do sarampo) apresentam o gene
SH.

= Respirovirus
L
N HE F HowH L s
Vi
@ : s ‘sn
y—WH ¢ HomoH F AN H L s
v Rubulavirus

FIGURA 2- Caracteristicas do genoma dos géneros Respirovirus e Rubulavirus.

Fonte: SBI. Swiss Institute of Bioinformatics (2012).

Os genes N, P e L sdo intimamente ligados ao RNA viral e sdo essenciais para
atividade de RNA-polimerase e RNA dependente na replicacdo viral.

Os VPI-1 e -3 codificam o gene P com 500 a 600 aminoacidos, a partir da sintese
de uma proteina ndo estrutural, a proteina C, com cerca de 204 aminoacidos. Desta
forma, o gene P do VPI-1 e VPI-3 tem peso molecular entre 83.000 e 90.000 kDa. Ja os
VPI-2 e VPI-4 produzem mais de um RNA mensageiro (RNAmM) a partir do gene P,
através da insercdo de dois residuos em um sitio especifico da molécula de RNAm.
Desta forma é sintetizada a proteina V (néo estrutural) e o gene P dos VPI-2 e VPI-4

apresenta o peso molecular menor, entre 49.000 e 53.000 kDa.
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2.5 Proteinas virais

Todos os VPI apresentam seis proteinas comuns: HN, F, M, N, P, e L. As
proteinas N (nucleoproteina), L (large), e P (fosfoproteina), juntamente com o RNA,
formam o nucleocapsideo viral. Uma ou mais proteinas adicionais, como as C, V nao
sdo essenciais para a replicacdo viral e sdo conhecidas como proteinas acessorias
(KARRON; COLLINS, 2013).

2.5.1. Nucleoproteina (N)

A proteina (N) possui 509-597 aminoécidos e peso molecular entre 66-70 kDa. Esta
proteina liga-se ao RNA gendmico e, juntamente com a proteina P forma o complexo
denominado ribonucleoproteina (RNP) helicoidal, que protege o genoma viral da agédo
de RNAses. (HENRICKSON, 2003; KARRON; COLLINS, 2013).

2.5.2. Fosfoproteina (P)

A proteina (P) é altamente fosforilada, com carater &cido e que desempenha uma
importante funcdo na regulacdo do processo da transcri¢cdo e replicacdo viral. Possui
568-603 aminoacidos e peso molecular variando de 49-53 kDa no género Respirovirus
e de 392 a 399 aminoéacidos e peso molecular de 82-90 kDa no género Rubulavirus.
Constitui uma subunidade da polimerase viral (formadas pelas proteinas P e L)
(HENRICKSON, 2003; WRIGHT et al., 2005; KARRON; COLLINS, 2013).

2.5.3. Proteina M

A proteina da matriz (M) é uma proteina interna e ndo glicosilada que possui 256
aminoéacidos com peso molecular de 27 kDa. Ela esta associada ao nucleocapsideo viral
nas células infectadas e tém a funcdo de mediar a associagdo do nucleocapsideo com o
envelope recém-sintetizado (KARRON; COLLINS, 2013).

2.5.4. Proteina F
A glicoproteina da fusdo (F) esta ancorada na regido proxima da carboxila-terminal

(intracitoplasmatica) e possui um dominio hidrofébico clivavel préximo a regido amino-
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terminal. Possui 574 aminoacidos e peso molecular de 70 kDa. E responsavel pela
ligacdo do envelope viral & membrana citoplasmatica da célula hospedeira, liberando
nucleocapsideo diretamente no citoplasma. Apos a sintese e a glicosilacdo, a proteina FO
é clivada proteoliticamente por uma protease celular, semelhante a tripsina, em duas
subunidades F1 e F2, que permanecem ligadas por pontes dissulfeto nos residuos
cisteina. A subunidade F1 é relativamente bem conservada, sendo sua funcéo
comprometida mediante delecdo ou substituicdes de aminoécidos (KARRON;
COLLINS, 2013).

2.5.5. Proteina SH

A proteina SH (small hidrophobic protein) é uma molécula pequena com
aproximadamente 44-142 aminoacidos e peso molecular de aproximadamente 7,5 kDa
que se insere na membrana citoplasmatica da célula hospedeira por meio de uma
sequéncia hidrofébica (KARRON; COLLINS, 2013). Recentemente foi demonstrado
que a proteina SH forma um canal i6nico proton-seletivo, na membrana citoplasmatica
da célula hospedeira, atuando na montagem do virus, durante o ciclo de replicacdo. Esta
proteina também pode apresentar funcdo de resposta contra a imunidade inata
(HENRICKSON, 2003).

2.5.6. Proteina HN

A glicoproteina HN (hemaglutinina-neuraminidase) possui tamanho aproximado de
570 aminoécidos e peso molecular de 75 kDa. E uma glicoproteina ancorada na
membrana celular, que possui trés func@es: i) adsorcdo do virus a célula hospedeira, via
receptores do acido sialico, ii) clivagem enzimatica dos receptores na membrana da
célula hospedeira, prevenindo assim que as particulas virais geradas no processo de
replicacdo fiquem agregadas impedindo a sua liberacdo, iii) ativacdo da proteina F,
mediando a fusdo do envelope viral com a membrana da célula hospedeira
(HENRICKSON, 2003; KARRON; COLLINS, 2013).

2.5.7. Proteina L
A proteina L (Large) é a maior proteina viral constituida de 2.200 aminoacidos, com

peso molecular de aproximadamente 250 kDa. Com base em seu tamanho e localiza¢do
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no nucleocapsideo, atribui-se a esta proteina as atividades enzimaticas de RNA
polimerase e RNA dependente, com fungéo de replicacdo e formacdo de estrutura do
RNAmM (HERNRICKSON, 2003; KARRON; COLLINS, 2013).

2.5.8. Proteinas acessorios ou ndo estruturais (C e V)

As proteinas acessorias (ndo estruturais) sdo produtos do gene P dos VPI. Estas
proteinas ndo sdo essenciais para a replicacdo viral, mas atuam na regulacdo da sintese
de RNA viral, inibicdo da producédo de interferons nas células infectadas e inibicdo da
apoptose celular (KARRON; COLLINS, 2013).

2.6. Replicacéo viral

O ciclo de replicagdo dos VPI inicia-se quando a particula viral liga-se a
moléculas receptoras contendo acido sialico presente na superficie de uma célula
susceptivel (HENRICKSON, 2003) (Figura 3). Ap6s a adsorcao da particula viral aos
receptores celulares, a proteina F catalisa fusdo do virus na membrana celular por um
processo denominado decapsidacdo, e o material gendbmico viral é liberado para o
citoplasma. Como o RNA viral tem polaridade negativa, é necessario que haja a sintese
de uma fita de polaridade positiva, que tera a funcdo de mMRNA. As proteinas Pe L, e
possivelmente N, sdo necessarios para esta atividade durante transcricdo. O RNA
gendmico é sequencialmente transcrito para gerar os mRNA, e cada mRNA ¢ traduzido
posteriormente em proteinas no ribossoma celular. Entdo apos a sintese de mMRNA para
a formacdo dos virions, todo o compartimento proteico segue para o citoplasma onde
sdo liberados por um processo denominado de brotamento (HENRICKSON, 2003;
MOSCONA et al., 2005).
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Figura 3- Esquema do ciclo de replicagdo dos virus parainfluenza.
Fonte: MOSCONA et al. (2005).

2.7. Epidemiologia
2.7.1. Prevaléncia

Os VPI causam pneumonia em todo o mundo em criangas e adultos previamente
sadios, com maior impacto em criangas com idade inferior a cinco anos (HAMMITT et
al., 2012; ALONSO et al., 2012; WEIXIAN et al., 2015; QU et al., 2015). Também tém
sido frequentemente associados a infec¢fes graves em pacientes imunocomprometidos,
como transplantados e idosos (FALSEY, 2012; SEO et al., 2014; SRIDHAR et al.,
2014; HONG et al., 2014; CAMPBELL et al., 2015).

Das criancas com quadro de pneumonia que procuram unidade de salde nos
Estados Unidos, 7% estdo infectadas por algum tipo de VVPI (ABEDI et al,. 2014; JAIN
et al., 2015). Embora o VSR e influenza sejam os virus mais frequentemente
identificados em pacientes com pneumonia na grande maioria dos levantamentos
realizados, os VPI-1, 2, 3 ocupam, em estudos de paises subdesenvolvidos e
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desenvolvidos, posicdo de destaque como agentes de pneumonia, com frequéncia
variando entre 1,8 a 19% (MATHISEN et al., 2010; HAMMITT et al., 2012; KHOR et
al., 2012; HOMAIRA et al., 2012; LIU et al., 2013; ESPOSITO et al., 2013; FROST et
al., 2014).

No Brasil, varios estudos tém demonstrado uma frequéncia de identificacdo dos
VPI entre 0,3% a 17% em casos de pneumonia (NASCIMENTO-CARVALHO et al.,
2008; FE et al., 2008; AMARAL, 2009; RODRIGUES et al., 2011; BEZERRA et al.,
2011; ALONSO et al., 2012; DE-PARIS et al., 2014).

Dentre os trés tipos de VPI (VPI-1, 2 e 3), o VPI-3 é o mais frequentemente
identificado na maioria dos levantamentos (MIZUTA et al., 2012; LIU et al., 2013;
FROST et al., 2014). Estudos soroldgicos indicam que 60% das criangas até dois anos
sdo infectadas pelo VPI-3 (YANO et al.,, 2014). Estudo realizado em Fortaleza
demonstra taxas de deteccdo dos VPI-3, VPI-1 e VPI-2 de 83,76%, 11,96% e 4,27%,
respectivamente (FE et al., 2008).

O VPI-4 tem sido pouco estudado devido & dificuldade do seu isolamento em
cultura de células e a sua auséncia nos painéis de rotina de deteccdo de antigeno dos
virus respiratorios disponiveis comercialmente, o que tem limitado o maior
conhecimento do seu papel na etiologia de pneumonias (LAU et al., 2005; VACHON et
al, 2006; CHIU et al., 2006; BILLAUD et al., 2005; LAU et al; 2009; HSIEH et al.,
2010; WANG et al., 2012; BIALASIEWICZ et al., 2014).

O avanco no diagnéstico de doencas virais obtidos desde a implantacdo de
técnicas como a reacdo em cadeia de polimerase (PCR) tem modificado esse quadro,
otimizando a identificacdo do VPI-4 em casos de pneumonia (LAU et al, 2009).

2.7.2. Sazonalidade

Os VPI apresentam comportamento sazonal varidvel de acordo com o
demonstrado em estudos realizados em paises de regides geograficas diversas. O estudo
em que a atividade dos quatro tipos de VPI € seguida por 14 anos nos Estados Unidos
mostra que a porcentagem de casos positivos para VPI-3 e VPI-2 ocorre anualmente
durante abril e junho e de outubro a novembro, respectivamente. J4 0 aumento de casos
de VPI-1 ocorre bienalmente durante setembro a dezembro nos anos impares. O total de
VPI-4 detectado neste estudo ndo permitiu identificar o pico de sazonalidade do mesmo
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(FRY et al., 2006). No Japdo por sua vez, seguindo-se o padrdo de ocorréncia de
diversos virus respiratorios foi seguido por oito anos consecutivos, podendo-se observar
que o VPI-3 teve atividade bem regular entre os meses de maio a julho (MIZUTA et al.,
2013).

Um estudo realizado em diferentes paises da America do Sul (Argentina,
Bolivia, Coldmbia, Equador, Paraguai, Peru, Venezuela), e Central (Honduras,
Nicardgua, ElI Salvador mostrou que houve uma grande variacdo na circulacdo dos
diferentes tipos de VPI durante os anos de 2007 a 2010. Do total de VPI circulantes
35% circularam entre junho e agosto, periodo mais frio em muitos paises incluidos no
estudo (VILLARAN et al., 2014). Em Buenos Aires, os VPI-1 e VVPI-2 circularam com
dois picos anuais, observados nos meses de abril e maio, enquanto que o pico de
circulacdo do VPI-3 foi em outubro. Na cidade de Managua, padrdes irregulares de VPI-
1 e VPI-2 foram observados, com pico em junho enquanto o VPI-3 apresentou um pico
entre maio e junho. No Peru, o VVPI-3 apresentou-se irregularmente, enquanto o VPI-1
circulou predominantemente nos meses de junho e julho e o VPI-2 apresentou-se em
agosto.

A maioria dos estudos que descrevem a atividade dos VPI no Brasil foi realizada
em curtos periodos de tempo, o que dificulta uma analise mais confiavel da existéncia
de padrdes de regularidade ou irregularidade na circulagdo dos diversos tipos. Em geral
0 VPI-3, o mais detectado em estudos realizados em diferentes cidades brasileiras, é 0
unico a apresentar um padrao sugestivo de circulacéo.

Estudo realizado no estado de Sao Paulo, os VPI foram detectados ao longo de
cada ano, sem que fosse possivel demonstrar um padréo de ocorréncia para os diferentes
tipos. Contudo, pode-se observar que uma maior circulacdo destes virus ocorreu nas
estacdes de outono e inverno. O VPI foi detectado mais intensamente nos meses de abril
a outubro, ndo sendo possivel estabelecer um periodo de maior ocorréncia para os VPI-1
e VPI-2 (PECCHINI et al., 2015).

Na regido nordeste do Brasil, o que se conhece a respeito da circulagdo dos VPI
é proveniente de estudos realizados na cidade de Salvador e Fortaleza. Em Salvador
estes virus apresentaram pico de circulacdo nos meses de setembro, outubro e
novembro, sem distinguir a circulacdo dos diferentes tipos (NASCIMENTO-
CARVALHO et al., 2010). Ja em Fortaleza, em estudo realizado durante seis anos
consecutivos, mostrou gque a ocorréncia dos VPI-1 e -2 foi maior nos meses de setembro

a novembro, embora somente o VPI-3 tenha apresentado uma circulagédo

28



significativamente relacionada a este periodo (FE et al., 2008).

Devido & escassez de estudos realizados com a coleta continua de amostras
clinicas respiratdrias ao longo de varios anos onde se pesquisa especificamente o VPI-4
ainda ndo foi possivel estabelecer um padrdo sazonal para este virus (FRY et al., 2006;
WEIXIAN et al., 2015).

2.7.3. Transmissao

A transmissdo dos VPI ocorre por meio de aerossois ou goticulas contendo as
particulas virais ou através do contato pessoa-a-pessoa, seja pela deposicdo direta de
secrecdo na mucosa nasal ou na conjuntiva de um hospedeiro susceptivel ou pela auto-
inoculagdo em que o paciente transfere os virus pelas maos de uma regido para outra.
Outra forma de aquisicdo dos VPI é através de fomites e de superficies que podem ser
contaminados com o virus, seja por contato direto com secre¢des respiratorias ou com
aerossois formados durante a fala, espirros e tosse (BONNE; GERBA, 2007).
Profissionais da &rea de salde podem adquirir ou transmitir estes agentes durante a
manipulagdo dos pacientes, uma vez que n&do utilizadas as barreiras de protecdo
individuais de pacientes e da equipe de saude, ocorrendo assim surtos hospitalares de
infeccBes respiratdrias causadas pelos VPI, como ja observado em enfermarias
pedidtricas e bercarios (WEINBERG et al, 2009; HSEIH et al., 2010;
O’CALLAGHAN-GORDO et al., 2011; CALVO et al., 2011; BEM-SHIMOL et al.,
2013; LUKSIC et al., 2013; JAIN et al., 2015).

2.7.4. Fatores de Risco

Diversos fatores podem aumentar o risco das criancas contrairem infecgdes
respiratorias baixas, sejam os relacionados ao hospedeiro, os ambientais e fatores socio-
econémicos. Relacionados ao hospedeiro podem ser citadas a faixa etaria, o baixo peso
ao nascer, 0 ndo-aleitamento materno, a desnutri¢do e a ingestdo deficiente de vitamina
A (RUDAN et al., 2013).

Os fatores ambientais incluem a exposi¢do passiva ao fumo, a aglomeragédo de
pessoas em domicilio, a utilizacdo de creches, além da moradia em areas urbanas com
elevados indices de poluicdo atmosférica (LE et al., 2012; RUDAN et al., 2013).
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S&@o considerados fatores socioecondémicos as mas condi¢fes de habitacédo
incluindo as sanitarias, a dificuldade de acesso ao servi¢co de salde, a baixa renda e
baixa escolaridade dos pais (CARDOZO et al.,, 2007; MANIKAN et al., 2012;
RUDAN et al., 2013). A maior escolaridade das médes ou responsaveis pelas criancas
propiciaria um conjunto de acGes relacionadas ao cuidado mais adequado da crianca e
ao conhecimento de medidas preventivas de salde, as quais reduzem a morbidade por
doenca respiratoria (RUDAN et al., 2013; HUANG et al., 2015).

2.7.5. Fisiopatologia

Apb6s uma infeccdo por VPI através de fomites ou aerossois, o virus penetra
através da nasofaringe propagando-se pelo trato respiratério superior (HENRICKOSN,
2003; CROWE, 2003; YUSUF et al., 2007). A disseminacéo da infeccdo ocorre célula a
célula, assim como pela viremia. A descamacdo, os produtos celulares e virais liberados,
a necrose celular e a resposta imunolédgica conduzem aos sintomas clinicos da doenca. A
infeccdo pode atingir laringe, traquéia, brénquios, bronquiolos e pulmdo. Diversos
fatores contribuem para a patogénese viral, interferindo no processo de brotamento
viral, assim como a interferéncia sobre a inducgéo de interferon associada as proteinas V
e C (SCHOMARKER et al., 2012).

Os interferons, as células natural killer, os anticorpos e as células T citotdxicas
desempenham papel importante na resolucdo do processo infeccioso (JORNOT et al.,
2011; LEWANDOWSKA-POLAK et al., 2015).

2.7.6. Resposta imunoldgica do hospedeiro a infec¢do pelos virus parainfluenza

Os VPI sao replicados no trato respiratério superior e se propagam para o trato
respiratdrio inferior em torno de trés dias. As defesas do hospedeiro contra os VPI séo,
em grande parte, mediadas por imunidade humoral direcionada as duas glicoproteinas
de superficie, HN e F. A maioria das criangas nasce com anticorpos neutralizantes, de
origem materna, contra os quatro tipos de VPI (OGILVIE et al., 1981; CROWE, 2003).
As criangas comegam a adquirir os anticorpos maternos (IgG) por volta dos 322 semana
de gestacdo por via transplacentaria. Estes anticorpos sdo adquiridos aproximadamente
na mesma concentragdo em que sdo encontradas no soro da mée durante o parto. A
prematuridade é um fator para a gravidade da doenga, devido pouca quantidade de

anticorpos maternos adquiridos durante a gestacdo. Os anticorpos que sdo transmitidos

30



sdo principalmente da sub-classe 1gG-1 e pode ser encontrados em criancgas até 6 meses
da idade, podendo-se prolongar até um ano em algumas criancas (CROWE, 2003;
HENRICKSON, 2003; BILLAUD et al., 2006).

A infeccdo primaria pelos VPI ndo confere imunidade permanente ocorrendo
reinfeccbes. Em algumas infec¢des a imunidade desenvolvida é suficiente para impedir
a replicacdo viral e uma infeccdo de maior gravidade (CROWE, 2003; LOUGHLIN;
MOSCONA, 2006).

Anticorpos especificos de classe IgA sdo responsaveis por confere a protecdo na
mucosa nasal, mas devido um processo inflamatorio por acdo viral podem perder essa
capacidade favorecendo a disseminacdo viral (CROWE, 2003; FENSTERL et al.,
2009).

Com relacdo a imunidade celular, seu papel na infeccdo por VPI é incerto.
Linfocitos T citotoxicos direcionados as proteinas virais reconhecem antigenos
expressos por celulas infectadas e sdo encontrados em individuos sadios. Como as
infeccbes sdo mais graves e apresentam periodos mais longos de replicagdo viral nos
hospedeiros com deficiéncia de imunidade celular, como os pacientes submetidos a
transplante de medula 6ssea, pressupde-se que o papel dos linfécitos T seja importante
na resolucéo da infeccdo (CROWE, 2003; SEO et al., 2014; CAMPBELL et al., 2015).

2.7.7. Métodos diagnosticos

2.7.7.1. Técnicas de deteccdo de antigenos virais

A imunofluorescéncia (IF) e o ensaio imunoenzimatico de fase solida (ELISA)
sdo os testes rapidos mais utilizados para deteccdo de antigenos de VPI em secrecdes
nasais. A IF é um método relativamente barato e simples de ser executado, permitindo
um resultado em 30 minutos, quando se trata da IF direta e de até duas horas quando
realizada a IF indireta (RAY; MINNICH, 1987; TAKAHASHI et al., 2015). A emissdo
de resultados réapida é importante no diagndstico laboratorial de viroses respiratorias
uma vez que o0s virus associados a estas sindromes tém um periodo curto de incubacao
com rapida disseminagdo (LESSLER et al., 2009). Essa técnica tem como limitagdo a
necessidade de um microscopista bem treinado capaz de reconhecer a presenca de
células positivas. A IF, direta e indireta, tem sido bastante utilizada para detec¢do de
diversos virus respiratdrios inclusive, VPI-1, 2 e 3 (COSTA et al., 2006; MOURA et al.,
2009; ; TAKAHASHI et al., 2015). Entretanto, para a deteccdo de VPI-4 tém sido
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colocado disponivel comercialmente o anticorpo monoclonal para este virus para uso na
IF direta (LAU et al., 2005; GREENHOW; WEINTRUB, 2006) (Figura 4 A). Deste
modo este virus ndo é pesquisado nos Kits comerciais disponiveis para pesquisa de
diversos virus respiratorios simultaneamente, sendo pesquisado isoladamente. A
sensibilidade da IF para os VPI-1, -2 e -3, quando comparado com a técnica de RT-PCR
tem variado, nos diferentes estudos, entre 57% a 75% e a especificidade tem se
mostrado uniformemente elevada entre 94 a 99,5% (VACHON et al., 2006; WANG et
al., 2012; ABIKO et al., 2013; HARDICK et al., 2014). A sensibilidade da IF para os
VPI, quando comparado a do isolamento em cultura celular, tem variado entre 31 e
100% (HENRICKSON, 2003; WANG et al., 2012; ABIKO et al., 2012). Os resultados
parecem ser melhores para VPI-3, (WANG et al.,, 2012) e piores para o VPI-4
(AGUILAR et al., 2000; LAU et al., 2005; WANG et al., 2012; ABIKO et al., 2012).

2.7.7.2. Isolamento viral em cultura de células

O isolamento viral em cultura de células é uma técnica cléssica utilizada no
diagndstico de IRA virais que tem sido considerada o “padrdo-ouro” para os VPI-1, 2 e
3, respectivamente (HENRICKSON, 2003; LELAND, 2007). Embora seja uma técnica
laboriosa, que requer pessoal qualificado para a sua execugdo, apresenta um tempo
varidvel para liberacdo de resultados entre (2 a 14 dias) para—SHa—execucao
(HENRICKSON, 2003; LESSLER et al., 2009; WANG et al., 2012). As linhagens
celulares mais utilizadas para o isolamento dos VPI séo células epiteliais de rim de
macaco verde e macaco Rhesus (Vero, LLC-MK?2) (Figura 4 B), A549 (células epiteliais
de carcinoma de pulmdo humano), HEp-2 (derivado de carcinoma da laringe) e
MDCK(células epiteliais de rins de cdes) (GARDNER, 1969; FUKUSHIMA et al.,
2011). Entre os efeitos citopaticos relacionados aos VPI podemos citar a formacéo de
sincicios, arredondamento celular e a perda de contorno celular (GARDNER, 1969).

Para confirmacg&o do isolamento viral varias técnicas podem ser utilizadas como
a IF (direta e indireta), inibicdo da hemadsorcdo ou a inibicdo da hemaglutinagédo
(ADAM & RILLEY, 2009).
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2.7.7.3. Técnicas de biologia molecular

As técnicas de Biologia Molecular, como a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) e suas variantes (RT-PCR, nested-PCR, qPCR) tém sido empregadas nos estudos
que tém como objetivo a deteccdo dos quatro tipos de VPI devido a sua maior
sensibilidade frente aos métodos classicos de deteccdo viral (AGUILAR et al., 2000;
JUNIOR et al., 2014) (Figura 4). Nestas técnicas geralmente sdo amplificados os genes
HN ou P, por serem 0s genes mais conservados entre os diversos tipos de VPI.

A taxa de deteccdo dos VPI através de tais métodos tem variado entre 1,8% a
19,1% (CILLA et al.,, 2008; BERKLEY et al., 2010; MATHISEN et al., 2010;
HAMMITT et al., 2012; ESPOSITO et al., 2013; RHEDIN et al., 2014; KELLY et al.,
2015).

As técnicas de sequenciamento sdo utilizadas nas analises filogenéticas e
deteccdo de possiveis mutagdes entre as regides conservadas dos VPl ((KOMADA et
al., 2011; ALMAJHDI et al., 2012; ALQUEZAR-PLANAS et al., 2013).

v W o f

123 456789

VPI-l 317 bp—>

VP-4 246 bp ——
VPL-2 203 bp ——>

<+ 178 bp VPI4A
140 bp ——>

VPI-3 102 bp ——>» <— 84 bp VPI4B

Figura 4- Métodos de deteccdo dos virus parainfluenza (A), Imunofluorescncia direta;
(B) Efeito citopatico viral em linhagem de célula LLC-MK2 (C) Técnica de RT-PCR.
Fontes: Chiu et al. (2006); Billaud et al. (2005); Aguilar, (2000).
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2.7.8. Profilaxia e Tratamento

Vérias tentativas vém sendo desenvolvidas na descoberta das vacinas para 0s
VPI. Inicialmente, foram realizadas tentativas utilizando vacinas a partir de ovos
embrionados ou cultura de células. Estas vacinas mostraram-se imunogenicamente
eficaz em crianga, porém, a administracdo parenteral mostrou-se incapaz de induzir a
resisténcia a infecgdo por VPI. Outra tentativa foi a utilizagdo do fragmento da regido
HN e F do VPI-3 purificada. Embora esta vacina tenham induzido niveis elevados de
anticorpos em roedores, mas ndo apresentaram a mesma eficacia em primatas, e esta
vacina ndo teve sucesso (LAMBERT et al., 1996).

Atualmente, o principal foco dos grandes pesquisadores se concentra no
desenvolvimento de vacinas com VPl atenuados. As primeiras tentativas foram
realizadas com virus parainfluenza bovino (BVPI-3) e virus Sendai (SeV), mas ndo
proporcionarem nivel adequado de protecdo em humanos (SATO, 2008; ZHAN et al.,
2008; SCHMIDT et al., 2011)

Outra estratégia é a fusdo da hemaglutinina-neuraminidase (HN) de VPI-3 com
as proteinas recombinantes MVA (modified virus Ankara), que foram gerados para
testes pré-clinicos em modelos animais. No modelo de rato, 0 MVA recombinante
induziram niveis elevados de anticorpos especificos para os VPI ap6s imunizagdo
através de aplicacdo intramuscular e intranasal. Ap6s o desafio, 0 MVA-HN reduziu
substancialmente a carga viral do VVPI a nivel pulmonar. Quando utilizado em macacos
rhesus as vacinas recombinantes MVA também induziu protecdo contra os VPI
(ALTENBURG et al., 2014).

Atualmente, o desenvolvimento e caracterizagdo das cepas atenuadas tém sido
facilitados pelo desenvolvimento da engenharia genética, que pode criar um painel de
mutacbes e atenuacdo de um fendtipo a ser incorporados como candidatos a
desenvolvimento de vacinas. Outra estratégia interessante € a transferéncia e
substituicdo de aminodcidos atenuados do virus de RNA para um virus de DNA por
mutagénese direta (KARRON; COLLINS, 2013).

Com relacdo ao tratamento dos VPI, ndo existe droga especifica, apenas
tratamento paliativo dos sintomas clinicos, para minimizar o risco de complicacdo e
hospitalizagdo principalmente nos pacientes transplantados (HENRICKSON, 2003).

Algumas drogas antivirais incluindo ribavirina com atividade in vitro contra os
VPI, mas sua eficécia in vivo ndo foi boa (COTUGNO et al., 2013; PARK et al., 2013).

Varios outras tentativas com ribavirina, inibidores de protease e interferons vem sendo
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estudados in vitro e em modelos animais, mas sem sucesso (HALL, 2001).

Uma grande promessa para o futuro sdo os inibidores de neuraminidase
BCX2798 e BCX2855 responsavel pelo blogueio de HN na ligagdo ao receptor celular
(receptor de &cido sialico), quanto na ativacdo da proteina F e remocdo das particulas
virais recém-liberadas das células infectadas (ALYMOVA et al., 2009; WATANABE et
al., 2009).

2.7.9. Justificativa do estudo

Este estudo busca trazer informacdes sobre aspectos clinicos e epidemiolédgicos dos
VPI inclusive o VPI-4 em casos de pneumonias infantis em que este virus séo
detectados, uma vez que ndo ha estudos brasileiros analisando especificamente as
caracteristicas destes quatro tipos virais. Com a implantacdo de técnicas de Biologia
Molecular no Laboratério de Virologia do Departamento de Patologia e Medicina Legal
da Universidade Federal do Ceara, pretende-se analisar a participacdo destes virus nas
pneumonias infantis em criangas atendidas no Hospital infantil Albert Sabin assim como
analisar seus aspectos clinicos e epidemioldgicos.

3. HIPOTESES

v'As pneumonias nas quais foram detectados os VPI apresentam caracteristicas
epidemioldgicas semelhantes as causadas por outros virus respiratérios (VSR

adenovirus e influenza).

v'Os VPI-3 e VPI-4 nesta ordem apresentam frequéncia de circulacdo superior a de VPI-1
e VPI-2.

v'O VPI-4 apresenta as mesmas caracteristicas de sazonalidade encontradas para os outros
VPI em estudos ja publicados.
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4. OBJETIVOS DO ESTUDO

4.1. Objetivo geral

Descrever o perfil epidemioldgico e clinico das pneumonias causadas pelos quatro tipos
de VPI na populacéao de estudo.

4.2. Objetivos especificos
v Comparar a taxa de deteccdo dos VPI com outros virus respiratorios ja estudados em
Fortaleza (virus sincicial respiratério, influenza e adenovirus).

v'Descrever 0s aspectos epidemiolégicos e clinicos das pneumonias positivas
exclusivamente para cada um dos quatro tipos de VPI.

v'Descrever a taxa de deteccdo dos quatro tipos de VPI nos casos de pneumonias infantis
estudadas.

v'Comparar a sazonalidade dos diferentes tipos de VPI a de virus com sazonalidade ja

conhecida na cidade de Fortaleza.



5.0. MATERIAIS E METODOS
5.1. Descrigao de estudo
5.1.1. Local de estudo

O estudo foi realizado na cidade Fortaleza-Ceara, localizada no litoral do estado,
a uma altitude média de 21 metros. A cidade de Fortaleza apresenta um clima tropical,
com temperatura média anual de 27°C, umidade relativa média do ar de 77%, possui
uma populacio de 2.591,188 de habitantes e uma area de 148.886,308 km?, de acordo
com os dados do censo populacional do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) (Censo 2014).

5.1.2. Tipo de estudo

Este estudo tem carater retrospectivo, observacional e descritivo.

5.1.3. Dados de pluviometria
A média mensal do indice pluviométrico na cidade de Fortaleza-CE foi obtida

através da Fundacdo Cearense de Meteorologia (FUNCEME).

5.1.4. Quest0es éticas
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do Hospital
Infantil Albert Sabin (HIAS) registro n°® CEP 024/2013 (Apéndice 2).

5.1.5. Banco de dados

Para comparacdo das caracteristicas epidemioldgicas dos VPI detectados neste
estudo as dos virus detectados anteriormente pela IFI, foi revisado o banco de dados de
todos os pacientes incluidos no estudo, existente no Laboratério de Virologia do
Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara. Neste
banco constam todas as informac6es dos questionarios preenchidos para cada paciente
incluso na vigilancia de viroses respiratorias realizada pelo laboratério acima
mencionado (Apéndices 3 e 4) obtidas ap06s assinatura do termo de consentimento Livre

e Esclarecido pelo responsavel pela crianga (Apéndice 1).



5.1.6 Populacéo de estudo

Pacientes com idade entre 0 a 5 anos, de ambos 0s sexos, que apresentam
pneumonia diagnosticada pelo medico. A definicdo da pneumonia adquirida na
comunidade (PAC) foi de acordo com Diretrizes da Sociedade Brasileira de
Pneumologia e Tisiologia (2007) que inclui a presenca de sintomas e sinais como tosse,
febre, taquipnéia, além de uma ausculta pulmonar com a presenca de roncos ou
estertores (podendo variar de acordo com o padrdo anatdmico e a extensdo da
pneumonia) somados aos achados de condensacao ou infiltrado intersticial ao raio-x de
torax (J. Bras. Pneumol. 2007; 33 (Supl 1):S 31-S 50).

5.1.7. Amostras clinicas

Foram utilizadas neste estudo amostras do Servico de Vigilancia de Virus
Respiratorios do Laboratério de Virologia do Departamento de Patologia Legal da
Universidade Federal do Ceara coletadas no periodo de janeiro de 2013 a dezembro de
2014. Todas as amostras incluidas no estudo foram submetidas anteriormente a
imunofluorescéncia indireta para pesquisa de virus sincicial respiratorio, adenovirus,
influenza A e B, parainfluenza 1, 2 e 3 no mesmo dia em que foram coletadas, conforme
descrito previamente (MOURA et al., 2009). Estas amostras foram submetidas neste
estudo a extracdo de RNA viral, seguida de transcricdo reversa e reacdo em cadeia da
polimerase para deteccdo dos quatro tipos de VPI e subtipagem dos VPI-4 detectados

conforme descrito detalhadamente a seguir.

5.2. Diagndstico Molecular

5.2.1. Extracdo do material genético viral

A extracdo do material genético viral (RNA viral) de todas as amostras foi
realizada utilizando-se o kit “AxyPrep™ Body Fluid Viral DNA/RNA Miniprep Kit”
(AXIGEN BIOTECHNOLOGY, Califérnia, USA), conforme as instrugdes do
fabricante. Ao final da extracdo, foram obtidos 50 pL de RNA. Nesta etapa foi
adicionado um inibidor de RNAse, (RNA OUT da Applied Biosystems) na concentragdo
de 1U/pL.
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5.2.2. Reacdo de transcricao reversa

Nesta etapa, foi utilizado o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits
(Applied Biosystems, Califérnia, USA) para obtencdo do cDNA dos VPI- 1, 2,3 e 4. A
reacao € constituida da mistura de: 2 pL de 10 X RT buffer com MgCl, a 1,5 mM; 0,8
pL de 25 X dNTP a 100 mM; 2 puL de 10 X RT Random primers; 1 pL de MultiScribe™
Reverse Transcriptase; 3,2 UL de 4gua ultra-pura; e 10 pL do RNA extraido, resultando
ao final do processo em 20 puL de cDNA. Todas as reacOes desta etapa e as de
amplificacdo foram realizadas em termociclador MultiGene™ Labnet. A programagao
das ciclagens foi de acordo com o protocolo do kit utilizado: 25°C por 10 minutos; 37°C
por 120 minutos; 85°C por 5 minutos; e a 4°C por tempo indefinido. O produto (cDNA)

foi armazenado em freezer a —80°C, até o0 momento do uso.

5.2.3. Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) paraos VPI-1,2,3 e 4

As reacdes de amplificacdo foram realizadas separadamente. Os primers
utilizados para os diversos VPI pesquisados neste estudo foram descritos anteriormente
por (ECHEVARRIA et al., 1998; AGUILAR et al., 2000). As sequéncias dos primers
utilizados e o tamanho dos fragmentos esperados na amplificacdo foram apresentados
na Tabela 01. Para esta reacdo foi feita uma mistura de reagentes contendo: 15,25 uL de
agua ultra-pura; 5 pL de buffer com MgCl,a 2 mM; 0,5 pL de dNTP a 0,2 mM; 1,5 L
de cada primer foward e reverse a 10 pMol; 0,25 pL de Taq polimerase a 1U/pL
(BIOTOOLS B&M Labs, Madri, Espanha) e 4 uL de cDNA. Obtense no final 30 pL do
amplificado. As ciclagens para os VPI-1, 2 e 3 foi de 95°C por dois minutos para
desnaturacao inicial; 40 ciclos de 95° C por um minuto; 54°C por um minuto e 72°C por
um minuto para anelamento e extensdo; 72°C por cinco minutos para a extensao final
do produto amplificado (THOMAZELLI et al., 2007). Para o VPI-4 foram utilizadas as
ciclagens: um ciclo de 95°C por trés minutos; 40 ciclos de 94°C por 1 minuto, 56°C por
um minuto e 72°C por um minuto; seguido de um ciclo para extenséao final de 72°C por
cinco minutos (AGUILAR et al., 2000). Em cada reacdo realizada para cada tipo de VVPI

sempre se utilizava o controle positivo e negativo dos virus pesquisados.
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5.2.4. Nested PCR para o VPI-4

A reacédo do nested PCR foi realizada com o produto do PCR para amplificacdo da
regido de fosfoproteina (P) com aumento da temperatura em alguns ciclos. Para esta
reacao foi feita uma mistura de reagentes contendo: 15,25 pL de agua ultra-pura; 5 pL
de buffer com MgCl; a 2 Mm; 0,5 pL de dNTP a 0,2 mM; 1,5 pL de cada primer
foward e reverse a 10 pMol; 0,25 pL de Taqg polimerase a 1U/ pL (BIOTOOLS B&M
Labs, Madri, Espanha) e 4 pL do produto de PCR do VPI-4. Este processo resultou em
30 pL do produto amplificado. As ciclagens para o VPI-4 foram de 95°C por dois
minutos para desnaturacdo inicial; 40 ciclos de 95°C por um minuto, 58°C por um
minuto e 72°C por um minuto para anelamento e extenséo; 72°C por dez minutos para a
extensdo final do produto amplificado (AGUILAR et al., 2000).

5.2.5. Nested PCR para a subtipagem do VPI-4A e 4B

Para a subtipagem do VPI-4 (4A e 4B) foi realizada a reac¢do do nested PCR com
0 produto obtido na etapa anterior (5.2.3) com o aumento da temperatura em alguns
ciclos. Para esta reacdo foi feita uma mistura de reagentes contendo: 15,25 pL de agua
ultra-pura; 5 pL de buffer com MgCl, a 2 mM; 0,5 pL de dNTP a 0,2 mM; 1,5 uL de
cada primer foward e reverse a 10 pMol; 0,25 pL de Tagq polimerase a 1U/ uL
(BIOTOOLS B&M Labs, Madri, Espanha) e 4 uL do produto de PCR do VPI-4. Este
processo resulta em 30 puL do amplificado. As ciclagens para a subtipagem 4A e 4B foi
de: 95°C por dois minutos para desnaturacao inicial; 40 ciclos de 95°C por um minuto,
58°C por um minuto e 72°C por um minuto para anelamento e extensao; 72°C por dez

minutos para a extensédo final do produto amplificado (AGUILAR et al., 2000).

5.2.6. Corrida eletroforética

Para a deteccdo dos produtos das reagdes de PCR e nested PCR foi realizada a
eletroforese em gel de agarose (Pronadisa®, Conda™) a 1,5% em TBE Buffer
(Invitrogen™). Utilizou-se para coloragdo uma solucdo de Blue Green Loading Day
(6x) (Invitrogen™). As amostras foram submetidas a eletroforese em cuba horizontal
(Digel™) durante 40 minutos a 110 volts. A visualizagdo das bandas ocorreu em um
transluminador de luz ultravioleta e a imagem foi capturada com o aparelho

fotodocumentador (Vilber Lourmat)
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5.2.7. Andlise estatistica

Estudos comparativos foram realizados em duas etapas: primeira que utilizava
entre grupos de pacientes positivos para 0 VSR, ADh, influenza, e VPI sem diferenciar
os tipos de influenza e parainfluenza e a segunda que utilizou-se unicamente amostras
positivas para um dos quatros tipos de VPI sem que houvesse co-deteccad viral. A
comparacédo de dados categdricos foi realizada com aplicacdo do Teste de Qui-Quadrado
de Pearson e do teste Exato de Fisher. Em todas as situagdes, o nivel de significancia

maximo adotado para conclusdes afirmativas, foi de 5%.
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Tabela 1- Relacdo dos pares de primers, alvo da amplificacdo, sequéncias e tamanho dos fragmentos utilizados no estudo.

Fragmento
Virus Primers Gene Polaridade Sequéncias amplificado Referéncia
(pb)
HPIV-F1 Positiva CCGGTAATTTCTCATACCTATG
VPI-1 HN 317 Echevarria et al., 1998
HPIV-R1 Negativa CCTTGGAGCGGAGTTGTTAAG
HPIV-F1 Positiva CCATTTACCYAAGTGATGGAAT
VPI-2 HN 203 Echevarria et al., 1998
HPIV-R1 Negativa GCCCTGTTGTATTTGGAAGAGA
HPIV-F1 Positiva ACTCCCAAAGTTGATGAAAAGAT
VPI-3 HN 102 Echevarria et al.,1998
HPIV-R1 Negativa TAAATCTTGTTGTTGAGATTGA
PIP4+ Positiva CTGAACGGTTGCATTCAGGT
VPI-4 P 433-452 Aguilar et al., 2000
PIP4- Negativa AGGACTCATTCTTGATGCAA
PIS41 Positiva AAAGAATTAGGTGCAACCAG
VPI-4 P 245 Aguilar et al., 2000
P1S42 Negativa GTGTCTGATCCCATAAGCAGC
PIS4A Positivo ATGATGGTGGAACCAAGATT
VPI-4A P 178 Aguilar et al., 2000
P1S42 Negativo GTGTCTGATCCCATAAGCAGC
PI1S4B Positivo AACCAGGGAAACAGAGCTC
VPI-4B P 84 Aguilar et al., 2000
PIS42 Negativo GTGTCTGATCCCATAAGCAGC
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6. RESULTADOS
6.1. Caracteristicas da populacéo de estudo

Um total de 542 criancgas atendidas no HIAS com diagnostico de pneumonia foi
incluido no estudo. A distribuicdo desta populacdo nos dois anos de estudo foi de 259
criancgas (47,79%) em 2013 e 283 (52,21%) em 2014.

Caracteristicas da populacdo de estudo quanto ao género, idade e setor de

atendimento sdo apresentadas na Tabela-2.

TABELA 2- Caracteristicas da populacéo de estudo.

Caracteristicas NUmero Percentual
Género

Masculino 316 58,30%
Feminino 226 41,70%
Total 542 100,00%
Idade (Meses)

0-12 353 65,13%
13- 24 96 17,71%
25 - 36 39 7,20%
37 -48 35 6,45%
49 - 60 19 3,51%
Total 542 100,00%
Setor de atendimento

Emergéncia 122 22,50%
Enfermaria 361 66,61%
Reanimacdo/ UTI 59 10,89%
Total 542 100,00%

Apesar de predominarem no estudo criangas do sexo masculino e aquelas com
menos de 12 meses de idade, em nenhuma destas caracteristicas analisadas a diferenca
observada apresentou uma significancia estatistica. Com relacdo ao observado neste
estudo, o aumento no numero de criangcas com pneumonia foi inversamente
proporcional ao numero de anos vividos pelas criangas, com apenas 19 estando no seu
quinto ano de vida.

Uma parcela das criangas do estudo foi atendida em enfermaria do HIAS. As
pneumonias de maior gravidade, isto é, aquelas nas quais as criangas foram atendidas no
setor de reanimacdo e UTI, no momento em que a coleta e o questionario foram

realizados corresponderam a 10,89% do total.



A maioria das criangas incluidas no estudo apresentou algum fator de risco
dentre os estudados para a pneumonia (64,5%), conforme pode ser visualizado na
Tabela-3.

A apresentacdo de dois ou mais fatores de risco foi mais frequente (21,22%;
115/542) que o achado isolado de algum destes fatores. A presenca de IRA no domicilio
do paciente (19,93%; 108/542) e fumo passivo (9,41%; 51/542) foram os fatores de
risco mais encontrados isoladamente. A presenca de IRA no domicilio do paciente foi
também o fator de risco mais citado nos casos em que houve a associacdo de fatores de
risco.

TABELA 3- Auséncia ou presenca de fatores de risco na populagédo de estudo.

Fator de risco Numero Percentual
Ausente 192 35,42%
IRA em domicilio 108 19,93%
Fumo passivo (fumante em casa) 51 9,41%
Né&o foi amamentado 41 7,56%
Frequenta creche/escola 18 3,32%
Prematuridade 17 3,14%
IRA em domicilio e fumante em casa 50 9,23%
IRA em domicilio e ndo foi amamentado 23 4,24%
IRA em domicilio e prematuridade 11 2,03%
Prematuridade e ndo foi amamentado 6 1,11%
IRA em domicilio e frequenta creche/escola 4 0,74%
Fumante em casa e prematuridade 2 0,37%
Fumante em casa e ndo foi amamentado 2 0,37%
IRA em domicilio, frequenta creche/escola e nao foi amamentado 6 1,11%
IRA em domicilio, frequenta creche/escola e fumante em casa 5 0,92%
IRA em domicilio, ndo foi amamentado e prematuridade 3 0,55%
IRA em domicilio, fumante em casa e prematuridade 3 0,55%

Total 542 100,00%0

44



Criancas previamente saudaveis representaram a maioria da populacgdo de estudo
(73,62%; 399/542). Entre as co-morbidades referidas, a cardiopatia foi a predominante
(11,45%; 62/542), seguida de doenca neurologica (5,90%; 32/542). Pacientes que
apresentavam a associacdo de co-morbidades constituiram aproximadamente 3% da
populagdo de estudo, sendo novamente a cardiopatia a mais frequentemente relatada
nestas associacOes. A Tabela-4 mostra as co-morbidades encontradas na populacéo de

estudo.

TABELA 4- Co-morbidades na populacéo de estudo.

Co-morbidade NUmero Percentual
Ausente 399 73,63%
Cardiopatia 62 11,45%
Neuropatia 32 5,90%
Asma 14 2,58%
Refluxo gastroesofégico 10 1,85%
Pneumopatia 5 0,92%
Imunossupressao 4 0,74%
Cardiopatia e neuropatia 9 1,66%
Cardiopatia e refluxo gastroesofagico 2 0,37%
Cardiopatia e pneumopatia 1 0,18%
Cardiopatia e asma 1 0,18%
Pneumopatia e refluxo gastroesoféagico 1 0,18%
Neuropatia e refluxo gastroesofagico 1 0,18%
Cardiopatia, neuropatia e refluxo gastroesofagico 1 0,18%

Total 542 100,00%
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Na Figura-5 sdo apresentados os sinais e sintomas referidos pelos responsaveis

pelas criancas incluidas no estudo durante a realizacdo do questionario.

Conjuntivite | 0.37% Sinais e sintomas
Exantema
Estridor
Cianose
Convulsées
Diarréia
Vomito
Anorexia
Espiros
Obstrucio nasal
Febre

Coriza
Dispnéia 92.07%

94 83%

Tosse

Figura 5- Sinais e sintomas apresentados pela populacédo de estudo.

A associacdo de varios sinais e sintomas ¢ comum nas IRAs e foi observado na
totalidade dos casos de pneumonia do estudo. Destes, a tosse (94,83%), dispnéia
(92,07%), febre (71,22%) e coriza (71,22%) foram o0s sintomas e/ou sinais mais
frequentes apresentados pela populacéo.

Manifestacdes gastrointestinais foram frequentes na apresentacdo da pneumonia,

sendo mais encontrado a anorexia (26,38%), vomito (23,25%) e diarréia (12,18%).
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6.2 Alteracgdes ao raio-x do térax

Na analise das imagens apresentadas pelos pacientes ao raio-x de torax, as
alteracdes mais observadas foram condensacdo e infiltrado intersticial que totalizaram
aproximadamente (86%, 240/278) e (82%, 219/264) dos pacientes com pneumonia
negativos para 0s virus pesquisados e positivos para o virus sincicial respiratoria,
adenovirus, influenza (A/B) e VPI (1, 2, 3 e 4) simultaneamente. Na tabela-5 sdo
apresentados os resultados do exame radiologico de térax dos pacientes incluidos no
estudo. Observe-se que ndo foi realizada a radiografia toracica para 24 dos pacientes
incluidos no estudo. Estes casos ocorreram em dias em que a maquina de radiografia

estava indisponivel.

TABELA 5- Achados da radiografia de térax dos pacientes incluidos no estudo positivos

ou negativos para algum dos virus pesquisados por imunofluorescéncia ou RT-PCR.

Achados radiologicos PNM positivos ~ PNM negativos
Condensacao 113(40,65) 90(34,09)
Infiltrado intersticial 127(45,68) 129(48,86)
Derrame pleural 7(2,52) 7(2,65)
Né&o realizada 13(4,68) 11(4,17)
Dois ou mais achados radiol6gicos 18(6,47) 27(10,23)

Total 278 264
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6.3. Distribuicdo mensal das pneumonias e virus detectados

Dos 542 casos de pneumonias analisados, 365 (67,34%) foram positivos para
pelo menos um dos virus pesquisados, sendo detectados 165 VPI (45,20%), 136 VSR
(37,26%), 34 ADh (9,31%) e 30 virus influenza (8,21%). Os 165 VPI detectados foram
distribuidos entre 85 VPI-3 (51,51%), 42 VPI-4 (25,45%), 34 VVPI-1(20,60%) e 4 \VPI-2
(2,42%). A IFI detectou 10 VPI-1 e 23 VPI-3. A PCR confirmou os resultados da IFlI.
Todos os VPI-4 e VPI-2 foram detectados somente pela PCR, enquanto que 71% e 73%
dos VPI-1 e VPI-3 foram exclusivamente detectados por esta técnica, respectivamente.
Dois picos de pneumonia ocorreram em 2013, o primeiro associado ao inicio da estacéo
chuvosa, nos meses de fevereiro e marco, e um segundo menor, no més de outubro na
estacdo seca. Em 2014, ocorreram dois picos de pneumonias, sendo 0 primeiro
observado de abril a maio, no final da estacdo chuvosa iniciada em janeiro e que se
estendeu até maio. Nos meses de setembro e outubro de 2014 ocorreu o segundo pico de
pneumonias deste ano. Com relagdo ao periodo de circulacdo dos diferentes virus
pesquisados na populagdo de estudo, o VSR, o virus influenza e o VPI-4 apresentaram
associacdo ao periodo chuvoso (P<0,0001) enquanto que o VVPI-3 apresentou associacdo
ao periodo seco. O adenovirus ndo apresentou nenhuma relacdo com a estacdo chuvosa
ou seca, podendo circular em qualquer periodo do ano.

A Figura-6 apresenta a distribuicdo mensal de pneumonias, dos virus detectados

e do volume de chuvas durante o periodo de estudo.
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Figura 6- Distribuicdo mensal do total de pneumonias, dos virus pesquisados e dos

indices pluviométricos durante o periodo de estudo.
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6.4 As co-detecgOes virais

Um total de 47 (28,48%, 47/165) co-infec¢des foram detectadas, somando-se 0s
casos pesquisados pela IFI e pela RT-PCR. Destas co-infeccdes 43 (91,49%) envolviam
dois virus e quatro delas envolviam trés virus, como é apresentado na tabela-5. Dos
VPI, o VPI-4 foi 0 mais detectado nas co-infecgdes (52,38%, 22/42), apesar de ser
apenas o segundo VPI em numero de detec¢bes, apos o VPI-3. O virus ao qual o VPI-4
mais se associou foi o VSR (25,53%). As co-infec¢bes pelo VPI-4 representaram
(46,81%, 22/47) das infecgbes onde este virus foi detectado, sendo a maioria em
associagao a um unico virus (42,55%, 20/47) e o restante a dois outros virus. As varias

co-infeccBes detectadas no estudo sdo apresentadas na tabela-6.

TABELA 6- Co-detecc0es virais identificadas nas amostras analisadas.

Co-deteccdes NUmero Percentual (%)
VRS + VPI-4 12 25,53
VSR + VPI-3 6 12,77
VSR + VPI-1 6 12,77
FLU + VPI-4 3 6,38
FLU + VPI-3 2 4,25
VPI-1 + VPI-3 7 14,89
VPI-3 + VPI-4 2 4,25
VPI-1 + VPI-4 2 4,25
VPI-1 + VPI-2 1 2,13
ADH + VPI-2 1 2,13
ADH + VPI-4 1 2,13
VSR + FLU + VPI-1 1 2,13
VSR + ADH + VPI-1 1 2,13
ADH + FLU + VPI-4 1 2,13
VPI-1 + VPI-3 + VPI-4 1 2,13

Total 47 100,00%
VSR: virus sincicial respiratorio; ADh: adenovirus; VPI: virus parainfluenza (1, 2, 3 e

4); FLU: virus influenza (A e B).
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6.5 Caracteristicas relacionadas aos virus detectados nas amostras analisadas

Dos virus detectados nas amostras analisadas, o0 VSR e os VPI foram detectados
com predominancia estatisticamente significativa (P<0,0001) em criangas nos seus
primeiros doze meses de vida. Ndo foi observada diferenca na detecgdo dos demais
virus nas outras faixas etéarias.

O VSR e VPI foram detectados com predominancia estatisticamente
significativa (P<0,0001) em pacientes atendidos na enfermaria quando comparado aos
adenovirus e virus influenza. De todos os virus pesquisados o VSR foi o Unico que
mostrou uma relacdo estatisticamente significativa (P<0,0001) com o atendimento de
criancas nos setores de reanimacao/UTI, o que de certo modo revela um maior grau de
gravidade das pneumonias associado a este virus. Ndo houve qualquer associacdo
estatisticamente significativa quando se comparou os demais virus com os locais de
atendimentos.

Dentre os sintomas apresentados pelos pacientes com pneumonias verificou-se
que a febre, a coriza e anorexia associaram-se com significancia estatistica (P<0,0001) a
pacientes infectados pelos VPI. A dispnéia foi associada de forma estatisticamente
significativa aos VSR e VPI (P<0,0001). Nenhuma outra associagéo foi significativa
para 0s demais sintomas e sinais com o virus influenza ou ao adenovirus.

Com relacgdo ao tratamento utilizado nas pneumonias positivas para os diferentes
virus a Unica associacdo estatisticamente significativa foi entre o uso de antitérmico nos
pacientes infectados pelo VVPI (P<0,0001).

Com relacdo ao periodo de circulacdo dos diferentes virus pesquisados na
populacdo de estudo, o VSR, o virus influenza e o VPI-4 apresentaram associa¢do ao
periodo chuvoso (P<0,0001) enquanto que o VPI-3 apresentou associacdo ao periodo
seco. O adenovirus ndo apresentou nenhuma relagdo com a estacdo chuvosa ou seca,

podendo circular em qualquer periodo do ano.
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6.6 Aspectos epidemioldgicos e sazonais das pneumonias positivas para cada VPI

Um total de 165 VPI foi detectado nas amostras analisadas (45,20%; 165/365),
sendo 82 em 2013 e 83 em 2014. Contudo nesta sec¢do do presente estudo serdo
excluidos todos os casos de co-infeccdo envolvendo algum VPI, para uma analise mais
fidedigna das caracteristicas clinicas e epidemiol6gicas das pneumonias associadas a
cada um dos quatro tipos de VPI. Desta forma, ap6s a excluséo das co-infecgdes, foram
detectados 104 casos de pneumonia positivas para VPI (28,49%; 104/365). O VPI-3 foi
mais detectado (64,42%; 67/104), seguido pelo VPI-4 (19,23%; 20/104), VPI-1
(14,42%; 15/104) e VPI-2 (1,92%; 2/104).

Dos 42 VPI-4 detectados no estudo 71,42% circularam em 2014, o que
representa uma circulacdo trés vezes maior deste virus neste ano quando comparado ao
ano anterior. O VPI-4 circulou em 10 meses do periodo de estudo, sendo que a
circulacdo foi predominante nos primeiros semestres de cada ano. Em 2013, 75% dos
VPI-4 circulantes foram detectados em amostras coletadas no primeiro semestre,
principalmente associadas aos meses de fevereiro e marco. Ja em 2014, dos 30 VPI-4
circulantes 96,67% (29/30) circularam no primeiro semestre, marcadamente nos meses
de abril e maio. A circulacdo deste virus correlacionou-se com o periodo chuvoso na
cidade Fortaleza (P<0,0001).

O VPI-3 foi 0 que circulou na maioria dos meses de estudo (22/24), sendo esta
circulagdo predominante no segundo semestre de cada ano, marcadamente nos meses de
setembro e outubro. A circulacdo deste virus correlacionou-se ao periodo seco de cada
ano (P<0,0001).

O VPI-1, assim como o VPI-3, circulou preferencialmente nos meses setembro e
outubro de cada ano, ndo se correlacionando a estacdo chuvosa (P=0,027).

Devido a pequena circulagdo do VPI-2 ndo foi possivel estabelecer qualquer
correlagdo com a estacdo chuvosa ou seca. A figura-7 mostra a distribuicdo dos VPI ao

longo do periodo de estudo.
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6.7. Caracteristicas da popula¢do com pneumonias positivas para os VPI

As caracteristicas da populagéo positiva para os VPI foram analisadas quanto ao
género, idade e setor de atendimento assim como realizado para a populacdo total
incluida no estudo. Estas caracteristicas sdo apresentadas na Tabela-7.

Né&o foi observada diferenca estatisticamente significante quando foi analisado o
género da populacédo de estudo em relacao os quatro tipos de VPI (P>0,05). Criancas do
género feminino predominaram quando a pneumonia foi associada ao VPI-1 e VPI-4,
com 53% e 55%, respectivamente, contudo a predominancia de criangas do género
masculino foi observada em criangas com pneumonia positiva para VPI-3 (58%) o mais
detectado entre os VVPI.

Com relacdo a idade o VPI-3 e o VPI-4 foram observados com frequéncia
significativamente maior em criancas na faixa etaria de 0-12 meses (P<0,0001). Para os
demais VPI ndo houve uma associacdo significativa estatisticamente com nenhuma das
faixas etarias analisadas.

Com relacdo ao local de atendimento das criangas com infeccdes por VPI,
embora as enfermarias tenham sido o local de atendimento predominante, observou-se
uma associacdo significativa estatisticamente entre o VPI-3 e o atendimento em
Reanimacdo/UTI (P<0,0001).

TABELA 7- Caracteristicas da populacéo pelos tipos de virus parainfluenza detectados.
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Total VPI-1 VPI-2 VPI-3  VPI-4
Caracteristicas clinicas  (n=104) (n=15) (n=2) (n=67) (n=20) P-valor
Sexo
Masculino 58(55,77) 7(47) 1(50) 41(61,19) |9(45) P>0,05
Feminino 46(44,23) 8(53) 1(50) 26(38,81) 11(55) |[P>0,05
Idade
0-12 73(70,19) 10(66,7) 2(100) 45(67,16) |16(80) |P<0,0001
13-24 17(16,35) 2(13,3) 0(0) 12(17,91) |3(15) P=0,0036
25- 36 7(6,73) 1(6,6) 0(0) 5(7,46) | 1(5) P=0,0072
37-48 14(13,46) 2(13,33) 0(0) 12(17,91) 0(0) P=0,0072
49 - 60 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) --
Setor de atendimento
Emergéncia 23(22,12) 3(20) 0(0) 14(20,89) |6(30) P>0,05
Enfermaria 68(65,38) | 11(73,33) 2(100) 43(64,18) 1 12(60) |P=0,0127
Reanimacao/UTI 7(6,73) 1(6,6) 0(0) 5(7,46) | 1(5) P<0,0001




Na Figura-8, estéo listados os sinais e sintomas apresentados pelas criangas com

pneumonia positiva exclusivamente para os quatro tipos de VPIL. As manifestacOes

clinicas mais frequentemente relatadas foram: a tosse (presente em 96% dos casos), a

dispnéia (89,43%) e coriza (72,11%). A apresentacdo de tosse apresentou relacédo

estatisticamente significante (P<0,0001) para os VPI-1, VPI-3 e VPI-4. A febre e

dispnéia ocorreram com significncia estatistica nas criangcas com pneumonia positiva
para o VPI-3 (P<0,0001).

Conjuntivite Sinais & sintomas Estridor Sinais e sintomas
Estridor Conjuntivite
Exantema Exantema
Cianose Diemréia
Conv?ﬂso’és Convylsoes VPI3
Diamréia Cianose
Vomito Vomito
Anorexia Anorexia
Espirros Espirros
Obstrugio nasal Obstrucio nasal
Febre Coriza
Coriza Febre
Dispnéia Dispnéia 94%
Tosse Tosse 079
Conjuntivite Sinais ¢ sintomas Conjuntivite Sinais e sinfomas
Estndor Exantema
Anorexia Convulsdes
Cianose Estridor | 5%
Convulsdes Cianose 10%
Diamréia Diarréia 15% VP4
Vomito VPI-2 Vomito 25%
Exantema Esp]'_ms 30%
Espirros Anorexia 35%
Obstrugio nasal Obstrugdo nasal 63%
Dispnéia Febre 65%
Febre 100% Coniza 85%
Coriza 100% Dispnéia 95%
Tosse 100% Tosse 100%

Figura 8- Sintomas e sinais apresentados pelas criangas com pneumonia positiva para 0s

diferentes tipos de virus parainfluenza.
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A maioria das criangas infectadas pelos VPI ndo apresentava nenhum dos fatores

de risco analisados. Nao foi observada a associa¢do de qualquer fator de risco analisada

aos quatros tipos VPI. Predominaram entre os diferentes tipos de VPI os fatores de

riscos isolados excetos para os VPI-4. A presenca de familiar com IRA foi o fator de

risco mais comumente identificado, seja isoladamente ou em associacgdo (Tabela-8)

A maioria das criancas era previamente saudavel (69,23%), contudo, as

comorbidades mais observadas nas criancas com pneumonia por VPI foram a
cardiopatia (11,54%) e a neuropatia (4,80%).

TABELA 8- Distribuicdo dos fatores de risco e co-morbidades entre as criangas

positivas para os virus parainfluenza.

Caracteristicas Total VPI-1 VPI-2 VPI-3  VPI-4
Clinicas (n=104) (n=15) (n=2) (n=67) (n=20) P-valor
Fatores de risco

Familiar com IRA 13(12,5) | 2(13,33) 0(0) 10(14,92) |1(5) |P>0,05
Fumante em casa 12(11,54) | 1(6,67) 1(50) 7(10,45) |3(15) |[P>0,05
Frequenta creche/ escola 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) |[P>0,05
Né&o aleitamento materno| 5(4,81) 0(0) 0(0) 5(7,46) |0(0) |P>0,05
Prematuridade 8(7,69) 0(0) 0(0) 6(8,95) |2(10) |P>0,05
Dois ou mais fatores 31(29,81) | 2(13,33) 1(50) 19(28,36) | 9(45) |P>0,05
Co-morbidade

Cardiopatia 12(11,54) | 2(13,33) 0(0) 7(10,45) |3(15) |[P>0,05
Pneumopatia 3(2,88) 1(6,67) 0(0) 2(2,98) |0(0) |P>0,05
Neuropatia 5(4,80) 0(0) 0(0 4(5,97) |1(5) |P>0,05
Imunossupressao 1(0,96) 0(0) 0(0) 1(1,49) |0(0) |P>0,05
Asma 2(1,92) 0(0) 0(0) 2(2,98) |0(0) |P>0,05
Refluxo gastroesofagico 4(3,85) 0(0) 1(50) 2(2,98) |1(5) |P>0,05
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Na tabela-9 sdo apresentados os tratamentos utilizados nas pneumonias positivas

para os VPI.

O tratamento instituido para as criangas com pneumonias positivas para 0s

diversos tipos de VPI ndo mostrou qualquer associacdo estatisticamente positiva para o

uso de salbutamol, corticoide e antitérmico. Por sua vez as pneumonias positivas para o

VPI-3 foram caracterizadas pela associagdo significativa estatisticamente (P<0,0001) ao

uso de aerossol e 0 uso de antibiotico.

Tabela 9— Tratamento instituido nas pneumonias positivas para cada tipo de virus

parainfluenza.

Caracteristicas Total VPI-1 VPI-2 VPI-3 VPI-4

clinicas (n=104) (n=15) (n=2) (n=67) (n=20) P-valor
Tratamento

Aerossol/ salbutamol 80(76,92) | 10(66,67) | 1(50) 51(63) |18(90) |P=0,0003
Antitérmico 65(62,5) | 11(73,33) | 1(50) | 39(58,21) |14(70) |P>0,05

Corticoide 45(43,27) | 5(33,33) | 2(100) | 26(38,80) | 12(60) |P>0,05

Antibidtico 86(82,69) | 14(93,33) | 2(100) | 53(79,10) |17(85) |P<0,0001
Ventilagdo mecéanica 8(7,69) 1(6,7) 0(0) 7(10,44) 10(0) --




7.0. DISCUSSAO

O percentual de pneumonias virais infantis de 67,34% do presente estudo
encontra-se entre 0s mais altos ja citados. Varios fatores podem influenciar nestas taxas,
dentre os quais podemos citar a técnica empregada para deteccdo viral, a duragcdo do
estudo alem do ndmero de virus pesquisados. A populacdo deste estudo foi composta
por criangas com idade até cinco anos, nas quais as pneumonias geralmente causam
maior impacto gerando as taxas de morbimortalidade citadas na literatura o que
certamente aumenta a taxa de detec¢do encontrada, quando comparada as relatadas em
estudos com pacientes adultos (FENG et al., 2014; CROTTY et al., 2015). Além desta
caracteristica, o presente estudo estendeu-se por 24 meses de coleta de amostras
continuas que foram analisadas para pesquisa dos quatro tipos de VVPI por PCR apés ja
terem sido submetidas a IFI para pesquisa de sete diferentes virus, dentre os quais 0s
VPI 1, 2 e 3. Todas as amostras positivas para VPI por IFI foram confirmadas pela PCR.

A utilizacdo de um Unico método ou a associacdo de varios métodos para
deteccdo viral pode também influenciar as taxas de deteccdo. Estudos que empregam
unicamente métodos moleculares de deteccdo viral apresentam maiores taxas de
deteccdo viral devido a maior sensibilidade destes métodos para os diversos virus
respiratérios geralmente incluidos nas pesquisas, quando comparados a estudos que
utilizam métodos classicos de deteccdo como o isolamento viral em cultura de células e
a imunofluorescéncia (MARCONE et al., 2015)

O terceiro fator a ter uma influéncia na taxa de deteccdo viral foi o nimero de
virus pesquisados. No presente estudo, as amostras ja tinham sido submetidas a IFlI,
para os sete virus, inclusive os VPI 1 a 3. Com o emprego do PCR para deteccdo
exclusiva de VPI, a taxa de deteccdo viral aumentou consideravelmente em 60%,
tornando inclusive, amostras consideradas previamente negativas em positivas.

Outro fator a ser discutido foi o tempo de realizacdo do estudo. No presente
estudo foram utilizadas amostras coletadas durante 24 meses por cinco dias
consecutivos de cada semana. Neste contexto, ha estudos que utilizando métodos
semelhantes de deteccdo viral por um periodo inferior de tempo apresentam taxas de
deteccdo viral inferiores, e estudos com periodo de execugdo maior com maiores taxas
de deteccédo superiores, apesar de empregarem métodos como a imunofluorescéncia e o
isolamento viral em cultura celular (FRY et al., 2006; ELBASHA et al., 2013).

Neste estudo, o VVPI foi o mais detectado entre os virus pesquisados nas amostras

58



analisadas, superando o VSR e o virus influenza que tém sido considerados o0s virus
mais detectados em casos de pneumonias pediatricas (MATHISEN et al., 2010;
BERKLEY et al., 2010; GARCIA-GARCIA et al., 2012; HAMMITT et al., 2012;
ESPOSITO et al., 2012; ELBASHA et al.,, 2013; QU et al., 2015). Devemos, no
entanto, lembrar que ao nos referir a VPl estamos englobando quatro tipos virais. Se
analisarmos cada tipo individualmente, veremos que o VSR assume a liderancga, sendo
entdo seguido pelo VPI-3, VPI-4, VPI-1, adenovirus (34 casos) e influenza.

Em se tratando exclusivamente da pesquisa de virus em pneumonias infantis,
nas quais eram pesquisados os VPI-1 a 4, foram revistos seis estudos (CILLA et al.,
2008; GARCIA-GARCIA et al.,2012; HAMMITT et al., 2012 ESPOSITO et al., 2013;
ELBASHA et al., 2013; QU et al., 2015). O percentual mais baixo e mais alto de
deteccdo dos VPI nestes estudos foi de 1,8% e 16,81% (CILLA et al., 2008; ESPOSITO
et al., 2013). A taxa de deteccdo de VPI encontrada no presente estudo (45,20%) foi
superior as taxas encontradas em qualquer outro estudo mesmo aqueles que como nés
utilizaram a PCR para deteccdo viral. Enquanto a coleta realizada em nosso estudo foi
continua por 24 meses, no estudo realizado na Italia, com a menor deteccdo de VPI a
pesquisa foi realizada apenas de novembro a abril durante cinco anos. Sabe-se que em
paises de clima temperado, neste intervalo de meses é mais frequente a deteccdo de
influenza e virus sincicial respiratério (GASPARINI et al., 2013; ESPOSITO et al.,
2015). Outro aspecto interessante é que a maioria das criancas que foram positivas para
VPI em nosso estudo foram hospitalizadas enquanto que nos outros estudos revistos
eram criangas atendidas na emergéncia ou hospitalizadas (CILLA et al.,, 2008;
ESPOSITO et al., 2013). Neste aspecto poderia se sugerir que em Fortaleza, os VPI
isoladamente ou em associacdo a outros virus levem a um maior numero de
hospitalizacdes.

Ao se comparar 0 presente estudo a outro também realizado em Fortaleza sobre
VPI, vemos diferencas que merecem comentarios. No estudo anteriormente publicado,
de seis anos de duracdo, a pesquisa viral era feita exclusivamente por IFl. Os VPI (1 a
3) representaram 12% dos virus pesquisados, sendo superados pelo VSR e influenza. O
VPI-3, VPI-1 e VPI-2 apresentaram taxas de deteccdo de 83,76%; 11,96%; 4,27%,
respectivamente (FE et al., 2008). No presente estudo com a utilizagdo do PCR e a
inclusdo de mais um tipo, o VVPI-4, estes virus passaram a representar 45,20% dos virus
pesquisados, superando todos o0s outros virus pesquisados anteriormente pela IFI.

Quanto a ordem de frequéncia de deteccdo, o VPI-3 manteve-se a frente dos demais,

59



sendo seguido pelo VPI-4, VPI-1 e VPI-2. A mesma ordem de deteccdo dos diversos
tipos de VPI foi relatada em um estudo argentino (VILLARAN et al., 2014). Em um
estudo americano, o VVPI-1 foi por sua vez 0 mais detectado embora o VPI-4 tenha se
mantido no segundo lugar em namero de detec¢cdes (FROST et al., 2014). A deteccdo de
VPI-4 relatada neste estudo e em outros supera a de VPI-2 (AGUILLAR et al., 2000;
LIU etal., 2013; FROST et al., 2014; WEIXIAN et al., 2015).

O indice de co-infecgcBes virais observados no presente estudo (28,48%) é
compativel com as taxas encontradas na maioria dos outros estudos, onde a frequéncia
varia entre 6,1% e 39,9% (CILLA et al., 2008; MATHISEN et al., 2010; BEZERRA et
al., 2011; PRETORIUS et al., 2012; FENG et al., 2014; RHEDIN et al., 2015; BERCE
et al., 2015). Em outro estudo brasileiro, realizado na cidade de Recife, também da
regido nordeste do pais assim como Fortaleza foi observada a maior taxa de co-
infeccdes virais revisadas 39,9% (BEZERRA et al., 2011).

A co-infeccdo mais frequentemente encontrada em nosso estudo foi VSR e VPI-
4. Como os periodos epidémicos de VSR em Fortaleza costumam acontecer por cinco a
seis meses € comum a co-circulacdo de outros virus dentro do seu periodo de atividade,
como ja bem caracterizado para o virus influenza (MOURA et al., 2009). A deteccédo
das co-infeccdes VSR+VPI-4 pode ser explicada pela ocorréncia sazonal simultanea dos
periodos epidémicos destes dois virus em Fortaleza, conforme serd discutido
posteriormente. A importancia da detec¢do de dois ou mais virus em amostras clinicas
respiratorias nao esta claramente definida, havendo controvérsias. Um estudo americano
relatou uma maior taxa de hospitalizacdo entre as criangas com co-infecgdes virais
(ABERLE et al., 2005), embora resultados semelhantes ndo tenham sido observados em
outros estudos (HARADA et al., 2013; ARRUDA et al., 2014).

Os dados obtidos neste trabalno mostram a ocorréncia de dois picos de
pneumonia por ano, 0 maior deles no primeiro semestre e um segundo de menor
intensidade no segundo semestre. Em paises do hemisfério sul, como o Brasil, 0
primeiro semestre do ano corresponde ao verdo e inicio do outono. No entanto a
ocorréncia das quatro estacBes ndo € observada em todo o territorio brasileiro. Na
cidade de Fortaleza, situada a apenas 4° ao sul da linha do equador, ndo ha as quatro
estacOes observadas nas regides sudeste e sul do Brasil. Seu principal evento climatico é
a ocorréncia de chuvas, o que resulta na apresentacdo de uma estacdo chuvosa e de uma
estacdo seca (FE et al., 2008). Estudos publicados sobre a sazonalidade de virus

respiratdrios na cidade de Fortaleza relacionaram o VSR e influenza a estagdo chuvosa e
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0 VPI-3 e VPI-1 & estacio seca (MOURA et al., 2006; FE et al., 2008; MOURA et al.,
2009; ALONSO et al., 2012; MOURA et al., 2013).

Os resultados deste estudo confirmam os ja apresentados anteriormente para a
circulagdo dos VPI-1, 2 e 3 (FE et al., 2008). No que se refere ao VPI-3 foi
estatisticamente significante a associacdo da sua circulacdo aos periodos secos dos
meses dos segundos semestres dos dois anos de estudo. No presente estudo, o periodo
com maior circulagcdo do VVPI-3 ocorreu nos meses de setembro e outubro. Este achado
assemelha-se aos observados na primavera em regides de clima subtropical, como Porto
Alegre e Sao Paulo (GARDINASSI et al., 2012; DE-PARIS et al., 2014; PECCHINI et
al., 2015), e também aos vistos em regido de clima temperado, como nos Estudos
Unidos (FRY et al., 2006; LIU et al., 2013; FROST et al., 2014). No Nordeste
brasileiro, um estudo realizado em Pernambuco, mostrou uma circulacdo do VPI-3 ao
logo de todo ano de estudo, mas sem sazonalidade marcante (BEZERRA et al., 2011). O
periodo de maior circulacdo do VPI-3 em Fortaleza tinha sido nos meses de setembro a
novembro conforme publicado anteriormente e confirmado neste estudo (FE et al.,
2008).

A maior circulacdo dos VPI-1 também ocorre no segundo semestre em
Fortaleza, contudo em menor nimero que o do VPI-3. Estudos anteriores mostram que
o VPI-1, apresenta picos bianuais ou ocorre durante anos impares (AGUILAR et al.,
2000; FRY et al., 2006; WEINBERG et al., 2009; HSIEH et al., 2010; LIU et al., 2013;
FROST et al., 2014). O VPI-1 pode apresentar o pico de circulagdo simultanea com o
VPI-3. No entanto, nos anos em que a circulagcdo do VPI-3 foi baixa, o VPI-1 pode
apresentar um periodo de circulagdo mais prolongado (FRY et al., 2006; LIU et al.,
2013; FROST et al., 2014).

Neste estudo, pelo pequeno nimero de amostras em que o VPI-2 foi detectado,
ndo foi possivel caracterizar a sua sazonalidade. A circulagdo deste virus foi detectada
neste estudo apenas em 2013. A circulacdo do VPI-2 é bem menos compreendida que
as dos outros VPI pesquisados comumente (VPI-1 e VPI-3) devido & pequena deteccdo
deste virus na maioria dos estudos. No entanto a circulagdo do VPI-2 ja foi relatada em
biénios, anual assim como semestrais (FRY et al., 2006; WEINBERG et al., 2009;
HSIEH et al., 2010; LIU et al., 2013; FROST et al., 2014). Este achado € compativel ao
referido neste estudo.

O VPI-4 por sua vez, teve ocorréncia diferente dos outros VPI, estando esta

relacionada a estagcdo das chuvas nos dois anos de estudo. Do total de casos de
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pneumonias positivas para VPI-4, 92,86% ocorreram no primeiro semestre em
associacdo a estacdo das chuvas assim como ja descrito para o VSR e influenza
(MOURA et al., 2006; MOURA et al., 2009; ALONSO et al., 2012; MOURA et al.,
2013). Esta atividade mais acentuada no primeiro semestre do ano do VPI-4 foi também
relatada em um estudo realizado no Gab&o, pais de clima tropical da Africa (LEKANA-
DOUKI et al., 2014). A atividade do VPI-4 ao longo do ano embora em maior numero
de casos no segundo semestre (setembro — outubro e novembro) foi relatada em dois
estudos realizados nos Estados Unidos e China (LIU et al., 2013; FROST et al., 2014).
No mais longo estudo no qual sdo pesquisados os quatro tipos de VPI, realizado nos
Estados Unidos néo foi possivel estabelecer uma sazonalidade para o VVPI-4 nos 14 anos
estudados (FRY et al., 2006). E importante ressaltar que neste estudo a pesquisa dos
VPI foi realizada através do isolamento viral e deteccdo de antigenos, o que certamente,
levou a uma deteccgdo inferior a possivelmente relatada se fosse empregada uma técnica
de maior sensibilidade como o PCR.

Este € o primeiro estudo brasileiro a enfatizar o papel dos quatro tipos do VPI
em pneumonias infantis. Na cidade de Fortaleza ja havia sido publicado um estudo
sobre o papel dos VPI 1, 2 e 3 em infec¢Oes respiratdrias altas e baixas, no qual tais
virus haviam sido pesquisados por IFI (FE et al., 2008). Comparando-se o resultado de
deteccdo dos VPI nos dois estudos observa-se um aumento da taxa de deteccdo dos VPI
de 12,5% para 30,44%. Sé&o fatores que podem ser implicados no crescimento da taxa
de deteccéo a utilizacdo de um método de maior sensibilidade na deteccdo de virus e a
inclusdo do VPI-4, detectado em 42 amostras analisadas (sendo o Unico virus detectado
em 20 amostras isoladas, 20 co-infec¢des duplas e 2 triplas). Além destes fatores, a
inclusdo apenas de criancas até cinco anos de idade com quadro de pneumonia pode ter
colaborado para o acréscimo, visto ja que no estudo anterior foram incluidas criancgas de
0 a 16 anos com qualquer tipo de infeccao respiratoria.

Parece que dependendo da regido de estudo, estagdo do ano e tamanho das
amostras analisadas, os VPl podem apresentar uma prevaléncia variavel. Em dois
estudos realizados na China as taxas de prevaléncia para VPI foram de 3,7% e 5,9%
(LIU et al.,, 2013; WEIXIAN et al., 2015). Nos Estudos Unidos, os VPI foram
detectados em 6,5% das 752 amostras testadas (FROST et al., 2014). Em um estudo
realizado em diversos paises da América Central e da América do Sul a taxa de deteccao
dos VPI foi de 3,2% (VILLARAN et al., 2014).

Na maioria dos levantamentos realizados, o VPI-3 € mais frequente detectado
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seguido do VPI-1 (AGUILAR et al., 2000; VEGA-BRICENO et al., 2007; FE et al.,
2008; BERLKEY et al., 2010; HSIEH et al., 2010; REN et al., 2011; KHOR et al.,
2012; MIZUTA et al., 2012; LIU et al., 2013; PECCHINI et al., 2015; WEIXIAN et
al., 2015). O resultado desse estudo quanto a frequéncia de deteccdo do VPI-3 e VPI-4
foi semelhante ao observado em outro estudo latino-americano (VILLARAN et al.,
2015). No entanto, o resultado relativo a frequéncia de detecgdo dos diversos VPI do
presente trabalho é divergente de um estudo realizado no Japdo onde o VPI-1 (52,1%)
foi o tipo mais frequente seguido pelo VPI-3 com 25,4% (YANO et al., 2014). Outro
estudo que mostra 0 VPI-1 como mais frequentemente detectado seguido pelo VPI-4 foi
realizado nos Estados Unidos (FROST et al., 2014). Diversos estudos tem mostrado que
a frequéncia de detec¢do do VPI-4 é bem maior do que VPI-2 (AGUILAR et al., 2000;
LIU et al., 2013; FROST et al., 2014). Em alguns anos desde 2001 quando foi iniciado
0 sistema de vigilancia de virus respiratorios no Laboratério de Virologia do
Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Cearad ndo se
observa a deteccdo de VPI-2, a exemplo de 2014, seja empregando-se a IFI em todas as
amostras coletadas (e ndo unicamente as de criangas com pneumonia) seja utilizando-se
a PCR, como no presente estudo.

O predominio observado de criangas do sexo masculino na populacdo de estudo
com pneumonia positiva para VPI foi relatado em outros trabalhos sobre estes virus
(AGUILAR et al., 2000; VEGA-BRICENO et al., 2007; FE et al., 2008; BERLKEY et
al., 2010; REN et al., 2011; KHOR et al., 2012; MIZUTA et al., 2012; LIU et al., 2013;
FROST et al., 2014; PECCHINI et al., 2015).

No estudo em questdo 70,19% das criangas com pneumonia positiva para VPI
estavam no seu primeiro ano de vida, o que € visto em diversos estudos (AGUILAR,
2000; LIU et al., 2013; FROST et al., 2014.; WEIXIAN et al., 2015). A baixa idade das
criangas € considerada um fator de risco para a gravidade das infeccdes e a ocorréncia
de reinfeccbes (CROWE, 2003, BILLAUD et al., 2006; SCHOMARKER et al., 2012).
A maior frequéncia de deteccdo do VPI-4 foi entre crian¢as no seu primeiro ano de vida
(80%) um resultado que contrasta ao apresentado em um estudo latino-americano onde
as infecgOes pelo VPI-4 nesta mesma faixa etéria foram de apenas 4% (VILLARAN et
al., 2014). Né&o foi encontrado nenhum caso de infeccdo pelos quatro tipos de VPl em
criancas com idade entre 49-60 meses, isso pode se justificar pela pouca quantidade de
criangas de cinco anos de idade (19 criancas). Varios estudos, no entanto, tem mostrado

que os VPI podem causar infeccBes nessa faixa etaria assim como em adultos e idosos
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(LIU et al., 2013; VILLARAN et al., 2014; FROST et al., 2014; DIA et al., 2014;
WEIXIAN et al., 2015).

A maioria dos pacientes positivos para os VVPI foi atendida na enfermaria seguida
de emergéncia, colaborando com a maioria dos achados na literatura (WEINBERG et
al., 2009; HSEIH et al., 2010; O’CALLAGHAN-GORDO et al., 2011; LUKSIC et al.,
20013; LIU et al., 2013). Das criangas infectadas pelo VPI-3, um nimero consideravel
apresentou pneumonia de evolugdo grave, uma vez que houve a necessidade de
internacdo destas criangas em sala de reanimacdo ou UTI (8%) além do uso de
ventilacdo mecanica. Apesar destes quadros mais graves, nenhuma das criangas que foi
hospitalizada no HIAS com pneumonia positiva para VPI evoluiu para o 6bito. Como
neste estudo houve a inclusdo de pacientes que foram atendidos na emergéncia e
retornaram para suas casas ou foram transferidos para outros hospitais ndo foi possivel
saber sobre a evolucao destes casos.

A maioria dos pacientes com pneumonia positiva para VVPI apresentou fatores de
risco para infecgdo respiratorio (69,23%). Para o VPI mais detectado em nosso estudo, o
VPI-3 a ocorréncia de IRA domiciliar foi maior de 16%. Estes dados corroboram com
um estudo realizado na cidade de Fortaleza-Ce que mostra que a aglomeracdo de
pessoas por comodo pode ter facilitado a transmissdo dos VPI (FE et al., 2008). N&o
apresentaram infeccdo pelos VPI criangas que frequentavam creche ou escola. Isso pode
se justificar pelo fato que a maioria dos pacientes infectados pelos VPI tinha 12 meses
de idade (70,19%). A falta de amamentacdo e a prematuridade foram encontradas com
maior frequéncia em casos de infec¢cOes pelo VPI-3. A ocorréncia de prematuridade em
criancas infectadas por qualquer um dos quatro tipos de VPI, embora mais
frequentemente associada ao VVPI-1 foi relatada em um estudo (FROST et al., 2014).

Embora a maioria da populacdo deste estudo ndo tenha apresentado co-
morbidades, a cardiopatia e neuropatia foram problemas pré-existentes mais
encontrados em casos de infeccbes pelo VPI-3. Um estudo realizado nos Estados
Unidos mostra que a maioria dos pacientes infectados pelo VPI-4 apresentava quadro de
doenca neuroldgica como diagnostico de admissdo (FROST et al., 2014).

Na anélise dos sinais e sintomas apresentados pelos pacientes, foi verificada uma
associacdo da ocorréncia de tosse e dispnéia aos VPI-1, VPI-3 e VPI-4, corroborando
com estudo realizado por Frost et al., 2014. Embora coriza, febre, obstru¢do nasal,
anorexia, vOmito, diarreia, conjuntivite, convulsdes e exantema tenham sido

frequentemente encontrados em casos de infecgdes pelos VPI, mas ndo foi verificada
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nenhuma associacdo destes sintomas com a frequéncia dos VPI. Relatos na literatura
mostram que esses sintomas sdo frequentemente encontrados em casos de infecgOes
pelos VPI, mas sem significado estatisticamente significante (AGUILAR et al., 2000;
FE et al., 2008; LAU et al., 2009; HSIEH et al., 2010; LIU et al., 2013; FROST et al.,
2014). A manifestacdo do estridor é mais frequente em quadros infecciosos cujos
agentes etioldgicos identificados sdo geralmente os VPI-1 e VPI-2 (FROST et al.,
2014). Em nosso estudo foi encontrado apenas um caso de estridor em um paciente
infectado pelo VPI-4.

A utilizacdo de um método diagndstico de maior sensibilidade para detecgédo
viral foi til na confirmacdo da importancia dos VPI como agentes de IRA na populacao
de estudo e apresentou resultados que ressaltam o papel destes virus, principalmente dos
VPI-3, VPI-4 e VPI-1 na etiologia de pneumonias infantis. Os resultados relacionados
diretamente aos VPI-4 sdo dados inéditos no pais e alertam para a necessidade de
inclusdo deste virus nos kits de IF dada a frequéncia de sua deteccdo nos casos

analisados.
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8.0. CONCLUSOES

- Os VPI sdo importantes agentes de pneumonias em criangas nos seus primeiros cinco

anos de vida.

- Os tipos mais frequentemente detectados de VPI foram o VPI-3 (64,42%),VPI-4
(19,23%), VPI-1 (14,42%) e VPI-2 (1,92%).

- A PCR utilizada neste estudo confirmou todos os resultados positivos para VVPI obtidos

pela IFI, além de detectar mais 132 destes virus.

- O VPI-4 apresentou padrdo sazonal associado a estacdo das chuvas enguanto que a

circulacdo de VPI-3 e VPI-1 esteve associada a estacdo seca.

- Os pacientes infectados pelos VVPI-3 apresentaram associa¢ao a quadros de pneumonia

de maior gravidade.
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PERSPECTIVAS

O presente trabalho demonstrou que vém a somar conhecimentos a respeito dos
aspectos clinicos e epidemioldgicos dos VPI, principalmente o VPI-4, que até pouco
tempo se desconhecia as suas caracteristicas clinicas e epidemioldgicas em casos de
pneumonias no Brasil.

Diante deste panorama, este trabalho trouxe perspectivas acerca de pneumonias
causadas pelos VPI. Novas alternativas de diagnosticos contribuirdo para implantar
medidas preventivas nas comunidades e nos ambientes hospitalares minimizando os
ricos de transmisséo viral.

Acredita-se que a divulgacdo e o avango de pesquisas sobre estes virus,
incluindo o desenvolvimento de vacinas e de drogas antivirais eficazes, ajudardo a
combater infeccdo nas populacdes atendidas nos servicos de saude de referéncia no

municipio de Fortaleza.
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APENDICE 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ASPECTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS DE PNEUMONIAS INFANTIS
ASSOCIADAS AOS QUATRO TIPOS DE VIRUS PARAINFLUENZA

Seu filho estd sendo convidado a participar do presente estudo. O documento abaixo contém
todas as informacdes necessarias sobre a pesquisa que estamos (ou estaremos) fazendo. Leia-o
atentamente. Caso tenha ddvidas, teremos prazer em esclarecé-las. Se concordar, o documento
sera assinado e s6 entdo daremos inicio ao estudo. Sua colaboracdo sera muito importante para
nos. Mas, se quiser desistir a qualquer momento, isto ndo causara nenhum prejuizo, nem a voceé,

nem ao(a) seu (sua) filho(a).

U yRG ,
abaixo assinado (a), concordo de livre e espontanea vontade que meu (minha) filho (a)
................................................................ nascido (a) em / / , Seja
voluntario do estudo “Aspectos clinicos e epidemioldgicos de pneumonias infantis
associadas aos quatro tipos de virus parainfluenza”. Declaro que obtive todas as
informacdes necessarias e que todas as minhas davidas foram esclarecidas.

Estou ciente de que: Este estudo tem como objetivo Descrever o perfil epidemioldgico e

clinico das pneumonias causadas pelos quatro tipos de VVPI na populacédo de estudo.
I)Serdo feitas coletas de secrecdo nasal do (a) meu (minha) filho (a);

I1) Estas coletas serdo feitas apenas para este estudo e em nada influenciardo o
tratamento de meu (minha) filho (a); A coleta pode causar um leve desconforto, mas nao

prejudicara em nada meu (minha) filho (a)

I11) participagdo neste estudo ndo tem fins terapéuticos e sera sem custo algum para
mim;
IV) Tenho a liberdade de desistir ou interromper a colaboracédo neste estudo no

momento em que desejar, sem necessidade de dar qualquer explicacéo;

V) A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a mim, nem (a) meu (minha) filho(a),
nem interferira no atendimento ou tratamento médicos a que ele(ela) estiver sendo

submetido;

V1) Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas concordo
em que sejam divulgados em publica¢des cientificas, desde que nem o meu nome,

nem o de meu filho sejam mencionados;
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VII) Caso eu deseje, poderei tomar conhecimento dos resultados ao final deste estudo;
OBS: Assinalar abaixo com (x):
() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

() Néo desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

Fortaleza, ........ de oo de 20....

() Paciente / () RESPONSAVEL ......cceeuiiiiiieiece e

Testemunha 1 :

Nome / RG / Telefone
Testemunha 2 :

Nome / RG / Telefone

Médico Responsavel:
Prof. Responsavel pelo Projeto:
Dra Fernanda Edna Aradjo Moura
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APENDICE A- CARTA DE CONCESSAO DO CEP/HIAS

Ao Comité de Etica em Pesquisas do Hospital Infantil Albert Sabin
Ilma Coordenadora

Como ¢é do seu conhecimento estamos realizando um trabalho sobre “Vacinagdo de
criangas de mais de 6 meses a 2 anos nas campanhas de vacinagdo contra influenza: impacto
dessa agdo na saude de criangas de Fortaleza” ( CAAE: 12248713.5.0000.5054 Registro
024/2013) e no TCLE para coleta das amostras de secregdo respiratéria ndo consta solicitagdo
para uso posterior do material colhido para outras pesquisas. No momento estamos elaborando
uma nova pesquisa intitulada “Infec¢des Respiratorias Agudas Hospitalares: Importancia dos
Virus como Agentes dessas Enfermidades™. Para esta nova pesquisa precisamos usar parte desse
material que serd completado com uma coleta prospectiva do mesmo tipo de secreg@o, como ja
foi dito por ndo ter ficado explicitado este reuso das amostras no TCLE e por outro lado a
quantidade de pacientes em que foram coletadas as amostras ndo permitir o resgate da
autorizagfo para uso das mesmas, solicito ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Infantil
Albert Sabin a utilizagdo de todas as amostras clinicas coletadas no projeto assim como a
permissdo para realizagdo para revisdo de prontudrios das referidas criangas (amostras e dados de
revisio de prontudrios) em estudos a serem realizados pelo Laboratério de Virologia do
Departamento de Patologia ¢ Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara (LV-DPML-
UFC).

As amostras foram coletadas respeitando as normas de pesquisa com seres humanos de
acordo com a Resolugdo 196 do Conselho Nacignal de Satde. Devido a quantidade de casos
participantes torna-se invidvel a busca dos responsaveis legais pelo pacientes para a obtencgdo de
seu consentimento para participar dos futuros projetos de pesquisas sobre virus respiratorios ou
viroses respiratérias desenvolvidos no LV-DPML-UFC. Mediante esta problemdtica, o
coordenador desse laboratério assume o compromisso de que as pesquisas a serem realizados
com as amostras e dados obtidos de prontudrios solicitados ndo acarretardo nenhum prejuizo aos
pacientes, ndo havera a exposi¢do de suas identidades e ndo influenciardo em seu tratamento.
Além disso, os resultados obtidos dos estudos a serem realizados serdo expostos somente em
meios cientificos preservando a privacidade dos participantes da pesquisa, além de aumentar a
carga de informagdes geradas sobre os temas em pesquisa para profissionais de saude e outros
interessados.

Desde ja agradecemos a atengdo dispensada,

178 9 Profa.Dra. Fernanda Edna Aratjo Moura

Dra. Regina Luia Ribeiro Moren Coordenadora do LV-DPML-UFC

Coord?. Comité AFtize M1 S
APAOVaDD Em 42]021F




APENDICE B- PARECER DE APROVAGCAO DO PROPESQ

UNIVERSIDADE FEDERAL DO
CEARA/ PROPESQ
PARECER CONSUBSTANCIADC DO CEP

DADOS D0 PROJETO DE PESGUISA,

Tifule da Peequisa; Infecples Respiralirias agudas hospitalares: a Impostancia dos vins como agente
desias enfermidades

Pesquisacor Femanda Eona Arady Moura
Area Tematica:

Vierelo: 2

CAAF: ZT43E214.2 DOOD. 5054

Instthulc:So Proponsnts: UMIVERSIDADE FEDERAL DD CEARA
Patrocinador Princpal:  Financiamenio Priprio

DaDos O PARECER

Homere do Parecar: 371.4577
Dats da Relatorla: 27032014

Aprsssntagio do Projeto:

Trata-5e de um projeto de dissenagio que tem como propasho Identificar a frequincla das IRA hospitalanes
virals em pacleniss de enfermanas hematoltglcas. Aspirados nasofaringecs s2rdo colelados &3 populagdo
de estudo & submeldas & reacdo em cadela da pollmerase precedldas ou ndo da reacdo de iranscrigio
FE¥ErS3. OF Vins pesquisatos 5er30 0 vinus sinciclal respiraiono, adenovinus, Influenza A e B, paminiuenza
1, 2, 3 e 4, melapneumavines & o5 coronavinis nemanos GC43, MLE3, Z28E & HEL-1. E dessa forma
Incemtivar o wso de medidas de conbrle |3 conheddas que diminuam a ocomenda de IRAH nos padentes
Irunodeprimides.

Cbjetivo da Pesgulsa:
Oletivo geral: - Conhecer 3 frequéncia, 3 apresentacdes dinlcas, fatores de risco e co-moridades &
consequencias das infecples hospitalanss virds respiralonas na populacas e estudn

Chbietivos espacificos: - Descrevar a equenca oS vinus sncclal respiEtono, adenovins, IMuenza Ae B,
paramfuenza 1, 2, 3 e 4, metEpneumoyines & coronavines 239, OC43, MLES, HEUA, nas Infeclies
respirabinas hospiElanss; - IdenTicar 52 Na o N30 relagdo enire 3 drewacdo viral Inra-hospltaiar com o
periodo epldémico dos vines na comunldads; - Comparar as caracierisiicas clinlcas das Infecgdes
respiratonas hospitalares causadas pelos vinus |3 clitados. -
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO
CEARAf PROPESQ

Descnever faiones &8 risco & co-morbidades refaciornados & ocomencla de IRA hospitalares.

tvalagao dos Riscos & Banaficlos:
Benefldo: gerar Infomagdes pertineniss sobre 3 Incldéndda dos vinus nas IFAH & 3s consequéncias destas
Infeopdes para a populagao esudada

Rlscos: s2rd realzada a coleta de secregdo nasal através de uma sonda de aspiracao & os rscos de
EANQFAMEnta Na MUCSHEa Nasal @ o Incomado da procedimento estio descritos no TCLE.
Comentarios & Congloeragtes sobre a Peaquisa:

Trard-s2 de um estudo longiudingl (retrospective @ prospectvo realizago de Julho de 2012 a setembro de
2015) & observacional em pacientes Infemados no Hospital Waller Cantidio submetidds 3 TCTH autdiogo
durante agosto de 2012 a setembro de 2013 que apreseniaram Infecpdo respirattra hospialar. E em
pacientes Infemados no periodd abl de 2014 3 novembro de 2015, 3 amoshia dinica a ser colelada serd o
aspirado nasofaringen para delecc3o viral alravés de Imunofuonescenda Indlrefa, Exrac3o do matenal
gendtico viral, Transericdo reversa & Reagdo em cadela da pollmerase [PCR).

Confmengle: da Pamsar: 579 47T

Conslderacies sobre o8 Termos da apressntagao obrigataria:
Foram apresentados de forma adequadar folha de rosto, carta de encaminhamento ao CEP, curriculo do

pesquisadon, Cronograma, orpamento, termo de anwsnela dos pesquisadores, fermo de concordancla do
responsavel pelo setor de hematologla do HUWC. © TCLE fol refelto.
RECOMEntagias:

S recomendacies.

Conclusdes ou Pendéncias & Lisfa de Inadequagas:
P30 52 aplica.

SHuagso do Parecer:

ADIOVAdD

Necsssita Apreciacao o COMER:

k]

Considerag=as Finals a critério do CEP:
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APENDICE 2: REGISTRO NO CEP/HIAS

HOSPITAL INFANTIL COMITE DE ETICA EM PESQUISAS
ALBE‘RT SABIN E0410-790 —~ Fﬂr‘lalaza?g: :rﬁlir:utwllz?:naiE[isaéo}sii15[;1:4_2:“2'3-u2ﬁ2il. ocapihias ce gov.br

SECRETARLA DA SAUDE DO CEARA

Fortaleza, 12 de junho de 2013

Registro no CEP HIAS: 024/2013
Data da Aprovacao: 12/06/2013

Titulo do Projeto: “Inclusdo das criangas na faixa etaria de seis meses a dois
anos nas campanhas da vacinagao de influenza: impacto dessa agio na salde
de criangas de Fortaleza"

Titulo Publico da Pesquisa: "Vacinacado de criangas de mais de 6 meses a 2
anos de idade contra influenza: impacto dessa agao preventiva"

CAAE:12248713.5.0000.5054
Pesquisadora Responsavel: Fernanda Edna Araudjo Moura

Instituicdoes: UFC e HIAS

Levamos ao conhecimento de V. S gue o Comité de Etica em
Pesquisa - CEP do Hospital Infantil Albert Sabin — Secretaria da Saude do
Estado do Ceara, dentro das normas que regulamentam a pesquisa em seres
humanos, do Conselho Nacional de Saude — Ministério da Saude, Resolugao
n° 196, de 10 de outubro de 1996, acatou o parecer de aprovagédo N° 262.143
do projeto supracitado emitido pelos CEP da Universidade Federal do Ceara -
UFC (PROSPEQ).

A pesquisadora devera apresentar uma copia do relatorio final ao
Comité de Etica em Pesquisa.

7 ———

i (_r': I:l.- R S B

Regina Lucia.Ribeiro Moreno
Coord® do Comité de Etica em Pesquisa
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APENDICE- 3

ASPECTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS’DE PNEUMONIAS INFANTIS
ASSOCIADAS AOS QUATRO TIPOS DE VIRUS PARAINFLUENZA

FICHA CLINICA-EPIDEMIOLOGICA

Responsavel pela coleta: Data da coleta:

Dados pessoais do paciente

Nome: Sexo: ( )Masc ( )Fem
Data de nascimento: Idade em meses:

Bairro: Procedéncia: ( )Fortaleza ( )Outra (citar):

Pessoa p/ contato: Telefone:

(' )Emergéncia ( )Observacdo( )Ambulatério/Consultério ( )Enfermaria Leito Prontuério

Histdrico do paciente

( )Naomamou ( )Mamou<6m ( )Mamou>6m ( )Ainda mama

Vacinagdo: () Influenza () 2011 ( ) 2012 ( ) N&o( ) Pneumococo ( ) Ndo

Absenteismo escolar: ( )Nao ( )Sim, n° de dias:

Absenteismo ao trabalho pela doenca atual da crianga? ( )Nao ( )Sim, n° de dias:

Fator de risco: ( )Nao ( )Prematuridade ( )Cardiopatia ( )Pneumopatia congénita ou crénica ( ) Asma
( )Doenca neuroldgica ()Imunossupressdo ( )Doenca do refluxo gastroesofagico ( )Fumante em casa

( )Outras:
Familiar com IRAem casa: (  )N&do () Sim, identificar: ()
(' )O paciente nunca cansou Idade em que cansou pela 12 vez:
Historia de cansaco na familia: ( )N&o ( )Pai ( )Ma&e ( )Irmdo(s) ( )Tio(s) ( )AVE(s)

Doenca atual: Queixa principal: Tempo de inicio de sintomas:
( )Coriza ( )Obstrucdo nasal ( )Espirros ( )Tosse cheia ( )Febre ( )Anorexia ( )VOmitos ( )Diarreia
( )Cansaco ( )Exantema ( )Conjuntivite ( )Convulses ( ) Estridor ( )Cianose ( ) -

Exame fisico: Peso: Temp: Freq resp:

Estado geral: ( )Bom ( )Gemente ( )Cianético

Orofaringe: ( )N&o examinada ( )Normal ( )Hiperemiada ( )Hipertrofia de amigdalas ( )Pontos purulentos
( )Vesiculas ( )Ulceras

Presenca de tiragem: ( )N&o ( )Intercostal ( )supraclavicular ( )subdiafrgmatica

Ausculta pulmonar: ( )N&o realizada ( )Normal ( )Sibilos ( )Roncos ( )Estertores ( )Estridor

Rx de térax: ( ) N&o solicitado ( ) Normal () Condensacdo () Infiltrado intersticial ( ) Hiperinsulflagdo pulmonar
(' )Outros:

Hipotese diagndstica da doenca atual:

Tratamento instituido pelo médico

Paciente fez uso de medicacéo no hospital durante o atendimento: (  )N8o ( )Sim

(" )Antitérmico ( )Aerossol ( )Salbutamol ( )Corticoide ( )Adrenalina ( )Outros:
Medicacdo prescrita para casa: (  )Ndo ( )Sim

( )Antitérmico ( )Aerossol ( )Corticoide ( )Antibiético ( )Outra:
Destino do paciente: ( )Retornou p/ casa ()Internamento no HIAS ( )Encaminhamento para outro hospital,
identificar o hospital:

Observacoes:




APENDICE- 4

ASPECTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS DE PNEUMONIAS INFANTIS

ASSOCIADAS AOS QUATRO TIPOS DE VIRUS PARAINFLUENZA
Ficha de Paciente Hospitalizado

Responsavel pela coleta Data da coleta

Identificacéo do paciente
Nome do paciente:

Pessoa p/ contato Telefone

Data de nascimento Idade Feminino ()
Masculino ()

Procedéncia: Fortaleza () Bairro Outro ( )

Prontuério Leito Bloco

Médico solicitante (nome e CRM)

Histdrico do paciente

Vacinacao: Influenza (2011 ou 2012): ( ) sim( ) ndo / Pneumococo: ( ) sim( ) ndo
() N&o mamou ( )Ainda mama ( ) Mamou > 6 meses () Mamou < 6 meses
Internacdo por problema respiratério: ( ) Ndo ( ) Sim  N°de vezes

Absenteismo escolar: () Ndo ( ) Sim N°de dias
Absenteismo ao trabalho por causa do internamento da crianca? ( ) Ndo () Sim
dias:

Acompanhante “gripado™: ( ) Nao ( ) Sim Familiar com IRA? ( ) Ndo ( ) Sim
Outra crianga ou seu acompanhante “gripado” na mesma enfermaria? () Sim ()
Né&o

Fator de risco: ( ) Asma () Refluxo géstrico () Cardiopatia congénita ( )

Prematuridade () Pneumonia congénita ou crénica () Doenca neuroldgica
crbnica (exceto epilepsia) () Imunossupressao (cancer, quimioterapia,
imunodeficiéncia) () Outros

Dados da internagao
Data da internagéo Data da alta Permanéncia hospitalar

Quantos dias apos a internacdo foi solicitada a coleta

A Infeccdo Respiratdria atual foi a causa da hospitalizagdo ( ) Sim () Néo
Diagnostico de admissdo

Descricédo da Infeccdo Respiratdria Atual (motivo da solicitacdo da coleta)
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Principal queixa relacionada ao quadro de IRA atual

Inicio dos sintomas da IRA atual

Impressdo diagndstica do médico solicitante ( )Quadro gripal ( )Asma ( )Bronquiolite
( )Pneumonia  ( ) Bebé chiador Outros

Manifestacdes clinicas: ( ) Coriza ( ) Obstrucdo nasal ( ) Espirro ( ) Tosse ( )
Febre () Conjuntivite ( ) Dor de garganta ( ) Dor de cabeca ( ) Geméncia ()
Rouquidéo ( ) Anorexia () Vémito ( ) Diarreia ( ) Cansago ( ) Exantema ()
Conjuntivite ( ) Convulsdo ( ) Cianose ( ) BAN OQutros

Frequéncia respiratoria Dispnéia no momento da coleta ( ) Néo ( )
Sim

Tiragem ( ) Nao () Sim: ( )Intercostal () Supraclavicular ()
Subdiafragmatica

Ausculta pulmonar ( ) N&o realizada () Normal ( ) Roncos ( )Sibilos ( )Estertores

Tratamento

() Aerossol () Antibidtico ( ) Salbutamol ( ) Corticoide ( ) Adrenalina
() Antitérmico () Fisioterapia ( ) Cateter de O2 ( )Méscara Oxi-Hood
( )Ventilacdo Mecanica

Outros:

Exames Realizados

Raio-X de Térax: ( ) Sim ( ) N&o

Data Achados radioldgicos

( ) Normal ( ) Condensagdo ( ) Infiltrado Intersticial ( ) Hiperinsuflagcdo
Outros

() Normal ( ) Condensacdo ( ) Infiltrado Intersticial ()
Hiperinsuflacao
Outros

(  )Normal ( ) Condensagdo ( ) Infiltrado Intersticial ( )
Hiperinsuflagéo
Outros

( ) Normal () Condensagdo ( ) Infiltrado Intersticial ( )
Hiperinsuflagéo
Outros
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Hemograma

Data | Ht Hb Leuc | Segm | Linf | L.Ati | Basof | Eosin | Mondc | Plaq
Gasometria

Data pH PCO2 PO2 Sat 02

Hemocultura: () Sim ( ) N&o ( ) Negativa ( ) Positiva

Bactéria Isolada

Observacoes:
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ANEXO A: ARTIGO SUBMETIDO PARA A PUBLICACAO

Parainfluenza virus type 4 in children

Parainfluenza virus tvpe 4 and respiratory infections in children living in Northeast
Brazil

Femanda Edna Aratijo Moura™1-2, Crister José Ocadaquel.

1L aboratério de Virologia. Departamento de Patologia e Medicina Legal, Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Ceard: ZPrograma de Poés-Graduagio em
Microbiologia Meédica, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara; Fua
Coronel Munes de Melo, 1315, CEP- 60430270, Fortaleza Ceara. Brazl

Human parainfluenza viruses (HPIV) are enveloped. non-segmented. negative-

strand RINA wviruses that are members of the familv Pararnxoviridae. The four major

serotvpes of HPIV (HPIV-1 to 4) are distributed in two genera: Respirovirus (HPIV-1
and 3) and Rubulavirus (HPIV-2 and 4) (Karron & Collins 2013). These viruses are
important human respiratory pathogens and the involvement of these viruses is reported
in numerous studies of upper or lower respiratory infections in children and adults

previously healthy or immunocompromised. (Maeng et al. 2012; Hasman et 31.2009:*
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ANEXO B- ARTIGOS PARA SUBMISSAO

Titulo: Aspectos clinicos e epidemiologicos de pneumonias infantis associadas aos

quatro tipos de virus parainfluenza.
Crister José Ocadaque, Ms; Fernanda Edna Aradjo Moura, PhD
Endereco para correspondéncia: Fernanda Edna Aradjo Moura, PhD, Faculdade de

Medicina, Universidade Federal do Ceara, Rua Coronel Nunes de Melo 1315, CEP
60430270, Fortaleza, Ceara, Brazil. E-mail: fernandaedna@ufc.br

Introducdo: As pneumonias sdo problemas de saude publica mundial, especialmente
em criangas menores que cinco anos de idade. Os virus parainfluenza (VPI-1, 2 e 3) sdo
agentes frequentes de pneumonia, pouco se conhecendo sobre a participacdo do VPI-4
devido a dificuldades do seu isolamento em cultura de células, a auséncia de antigenos
especificos para este virus nos painéis de rotina de deteccdo de antigenos de virus
respiratorios.

Objetivos: O objetivo do estudo é descrever o perfil epidemioldgico e clinico das
pneumonias causadas pelos quatro tipos de VPI na populacéo de estudo.

Matérias e métodos: Aspirados nasofaringeos de 542 criancas de até cinco anos
atendidas no Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS), que receberam o diagnostico de
pneumonia, foram submetidos a RT-PCR para a deteccdo dos VPI-1, 2 e 3. O nested
PCR foi utilizado para o VPI-4 e subtipagem do VPI-4A e 4B. Estas amostras tinham
sido analisadas anteriormente por imunofluorescéncia indireta para virus sincicial
respiratorio (VSR), influenza A e B e adenovirus.

Resultados: Os VPI foram os mais detectados, em 165 casos, seguido de VSR (136),
adenovirus (34) e influenza (30). As caracteristicas clinicas e epidemiol6gicas de
pneumonias pelos VPI foram analisadas ap6s exclus@o de casos de co-infecgdo entre 0s
VPI, que totalizaram 104 casos dos 165. Os VPI mais frequentemente detectados, em
ordem decrescente, foram os tipos VPI-3 (64,42%), VPI-4 (19,23%), VPI-1(14,42%) e
VPI-2 (1,92%). O VPI-4 foi 0o mais associado a co-infecgdes seja com outros VPI ou
com o0s outros virus pesquisados. O VPI-4 foi o Unico VPI cuja circulagido esteve
associada a estagdo chuvosa dos dois anos de estudo (p<0,0001). O VPI-3 e 0 VPI-1

apresentaram pico de circula¢do associado a estacéo seca.


mailto:fernandaedna@ufc.br
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Conclusao: Os VPI sdo agentes frequentes de pneumonias em criangcas menores que

cinco anos em Fortaleza.



