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RESUMO

Apesar dos rinovirus humanos (HRV) serem mais relacionados com resfriado comum,
esses agentes também estdo associados com infeccdes respiratorias graves. Os possiveis
fatores que levariam ao agravamento das doengas respiratorias pelos HRV foram
investigados neste estudo, assim como a frequéncia desses virus. A IFI e/ou RT-PCR
foram utilizadas para testar 434 aspirados de nasofaringe de criangas menores de cinco
anos de idade para identificar a presenga do HRV, juntamente com virus respiratorio
sincicial (VRS), virus influenza, virus parainfluenza, adenovirus ¢ metapneumovirus.
As espécies dos HRV foram identificadas através da andlise da regido genomica VP4.
Pelo menos um virus foi detectado em 383 amostras, sendo o HRV identificado em 181
(41,7%) amostras: 107 como Unico agente e 74 em co-infecgdes. A proporgdo de
infecgdes moderadas a graves em relacdo as brandas, em infec¢des simples, aumentou
comparando-se com co-infec¢des (p=0,0070). Entretanto, o VRS ¢ reconhecidamente
um agente causador de doengas respiratdrias graves em criangas, sendo encontrado em
32 co-infecgdes com os HRV. Removendo esses casos, as infeccdes moderadas a graves
foram reduzidas para 35,7% (15/42), o que foi similar com a frequéncia encontrada em
infecgdes simples pelos HRV. Resultados similares foram observados para os tipos de
sintomas, onde para os HRV predominou sintomas do TRS, embora houvesse um
numero significativo de casos de bronquiolite, pneumonia e bronquite sibilante. A
presenca de fatores de risco, incluindo tenra idade, prematuridade, doencgas respiratdrias
ndo infecciosas e principalmente doencas congénitas cardiacas em infec¢des simples,
aumentou de 46,6% (34/73) em casos brandos para 79,4% (27/34) em infecgdes
moderadas a graves em infec¢des simples pelos HRV (p=0,0014). Das 42 espécies
identificadas, os HRV A e C apresentaram proporc¢des e gravidade clinica similares.
Dois enterovirus, um poliovirus e um echovirus, também foram identificados. Nossos
resultados mostraram que apesar dos HRV estarem relacionados principalmente com
casos de doenga branda, esses virus foram muito frequentes e relacionados com uma
quantidade significativa de casos moderados a graves em infecgdes simples. A presenca
de um segundo virus respiratério, com exce¢do do VRS, pode ndo estar associada com
um aumento da gravidade clinica, o que pode estar mais relacionado presenga de fatores
de risco. Em adi¢do, nao foi constatado maior gravidade dos sintomas pelo HRV
relacionado a espécie. Chamamos a atencdo para a possibilidade de deteccao de
enterovirus através do uso da RT-PCR, enfatizando a importancia da caracterizagao
molecular dos HRV. Futuramente, outros fatores de risco poderiam ser incluidos para
avaliacdo mais detalhada das causas do paciente que poderiam levar a doencas mais
graves frente a infecgdes pelos HRV, além de ampliar o estudo de caracterizagdo
molecular desses virus através do aumento do numero de amostras sequenciadas.

Palavras-chave: rinovirus humano, co-infeccdo, fatores de risco, caracterizagcao
molecular
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ABSTRACT

Although human rhinoviruses (HRV) have been shown to cause common cold, they are
increasingly found in severe respiratory infections. Whether or not disease severity may
be increased by the presence of a second virus or comorbidities was investigated, such
as the HRV frequency. By using IFA and/or RT-PCR we tested 434 nasopharyngeal
aspirates from children less than five years old presenting acute respiratory disease for
presence of HRYV, respiratory syncytial virus (RSV), influenza virus, parainfluenza
virus, adenovirus and human metapneumovirus. HRV was characterized through VP4
genome analysis. Thus, at least one virus was detected in 384 samples and HRV was
detected in 181 (41.7%) samples: in 107 as the single agent and in 74 with another
virus. Moderate-to-severe cases rose significantly in co-infections (p=0.0070).
However, RSV, which causes severe disease, was found in 32 co-infections. By
removing these cases, moderate-to-severe cases in co-infections reduced to 35.7%
(15/42), which is similar to the frequency found in single infections. Similar results was
observed according to symptoms, in which URT involvement predominated in HRV
single infections. Nevertheless, HRV was responsible for a considerable number of
bronchiolitis and wheezing symptoms. Presence of comorbidities, specially early age,
prematurity and congenital heart diseases, in single infections rose from 46.6% (34/73)
in mild cases to 79.4% (27/34) in moderate-to-severe cases (p=0.0014). From 42
characterized HRV species, HRV-A and HRV-C presented similar proportions (21 and
19, respectively) with no difference of clinical severity. Two enterovirus, poliovirus and
echovirus, were also identified. Despite HRV was related mostly with mild symptoms,
our results showed that HRV were a very frequent respiratory agent found in many
moderate-to-severe cases. The presence of another virus, except for RSV, may not be
associated with increased disease severity, which may rather be caused by presence of
comorbidities and by the HRV infection itself. We also did not found relation of
increasing disease severity according to specie. Finally, we call attention for the
possibility of enterovirus detection in RT-PCR HRV investigation, emphasizing the
importance of molecular characterization of HRV. Further efforts must be done in
attempt to include breast feeding and atopic diseases in parents to accurately evaluate
other risk factors of developing severe respiratory disease by HRV infections, and
include more samples in the molecular characterization of these agents.

Key words: human rhinovirus, co-infection, risk factors, molecular characterization
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1. INTRODUCAO

Infecgdes respiratorias agudas virais representam um grande impacto
socioecondmico em populagdes de todo mundo, afetando individuos de todas as
idades, principalmente criangas (MONTO, 2002; FENDRICK, MONTO et al.,
2003). Os rinovirus humanos (HRV), apesar de estarem tipicamente associados a
doengas respiratorias brandas e autolimitadas, constituem um dos principais
agentes responsaveis por esse impacto, seja relacionado ao elevado niimero de
prescri¢des inadequadas de medicamentos, ou em decorréncia da elevada
frequéncia de infec¢des que esses virus causam, podendo inclusive provocar
sintomas clinicos graves (ROTBART e¢ HAYDEN, 2000; BERTINO, 2002;
HEIKKINEN e JARVINEN, 2003; ARDEN, MCERLEAN et al, 2006;
SHARFSTEIN, NORTH et al., 2007, RUOHOLA, WARIS et al., 2009;
FAIRCHOK, MARTIN et al., 2010; WATANABE, CARRARO et al., 2010;
BROBERG, NIEMELA et al., 2011; MILLER, WILLIAMS et al., 2011).

Dentre os virus respiratorios, os HRV apresentam a maior diversidade de
sorotipos conhecida (mais de 100) e sdo mundialmente distribuidos (BRIESE,
RENWICK et al., 2008). Esses virus também acarretam uma ampla variedade de
sintomas clinicos, envolvendo tanto o trato respiratorio superior (TRS) quanto o
inferior (TRI) (HEIKKINEN e JARVINEN, 2003; HAYDEN, 2004).

Apesar desses virus terem sido descobertos na década de 50 (PRICE, 1956),
sua melhor caracterizacdo clinica e molecular e, consequentemente, uma
avaliagdo mais detalhada de seu impacto epidemiologico, s6 foi possivel mais de
trinta anos depois, com o advento de técnicas moleculares para sua detec¢ao
(GAMA, HUGHES et al., 1988; GAMA, HORSNELL et al., 1989). Dada a
dificuldade de se isolar os rinovirus em linhagens celulares, a RT-PCR permitiu a
deteccdo rapida de uma ampla gama de sorotipos virais. Dentro deste contexto,
os estudos com HRV vém apresentando significativos avancos, desde que a
primeira sequéncia gendmica completa de um sorotipo do HRV foi descrita
(STANWAY, HUGHES et al., 1984) até o sequenciamento completo de todos os
sorotipos conhecidos até entio (PALMENBERG, SPIRO et al, 2009). Em



decorréncia desses avangos, a concep¢do de que os HRV sdo primariamente
agentes de resfriado comum tem sido extensamente revista, uma vez que esses
virus vém sendo frequentemente associados com casos de bronquiolite
(PAPADOPOULOS, MOUSTAKI et al., 2002; MARGUET, LUBRANO et al.,
2009; CALVO, POZO et al., 2010, BRAND, DE GROOT et al., 2011) e
relacionados com exacerbacdes de asma, sendo inclusive considerados como
uma das principais causas de desencadeamento de chiado em criancas que
apresentam atopia (GERN e BUSSE, 1999; KOTANIEMI-SYRJANEN,
VAINIONPAA et al., 2003; MANOHA, ESPINOSA et al., 2007; JACKSON,
GANGNON et al., 2008; KELLY e BUSSE, 2008; MACKAY, 2008; GERNA,
PIRALLA et al, 2009; JARTTI, PAUL-ANTTILA et al, 2009; MILLER,
EDWARDS et al., 2009).

1.1. Caracteristicas dos rinovirus

De acordo com o [International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTVdB - The Universal Virus Database. www.ictvonline.org) os HRV
pertencem a Familia Picornaviridae, género Enterovirus. Cerca de 100 sorotipos
j& foram identificados através de estudos com anticorpos neutralizantes
(HAMPARIAN, COLONNO et al., 1987) e atualmente sao divididos em trés
espécies: A, B e C. O HRV-A possui 74 sorotipos conhecidos, enquanto que o
HRV-B, 25 sorotipos, ¢ 0 HRV-C, 10 sorotipos (ARDEN ¢ MACKAY, 2010).
Adicionalmente a utilizagdo de anticorpos neutralizantes, andlises de
suscetibilidade a drogas e identificacdo de dois receptores celulares (molécula de
adesdo intercelular 1 — ICAM-1, major receptor, e receptor de lipoproteina de
baixa densidade — LDLR, minor receptor) reforcaram a caracterizagdo
taxondmica e de sorotipagem dos HRV. Atualmente, a caracterizagdo molecular
do HRV constitui importante ferramenta para identificagdo das espécies e
sorotipos desses agentes € vem confirmando a identifica¢do sorotipica realizada
anteriormente (LEWIS-ROGERS, BENDALL et al., 2009).

Dentro deste contexto, tamanha diversidade pode ser evidenciada e melhor

compreendida por estudos de sequenciamento parcial ou total do RNA viral,



sendo que a divergéncia inter e intraespecifica pode variar consideravelmente de
acordo com o segmento gendmico avaliado (SAVOLAINEN, BLOMQVIST et
al.,2002; SAVOLAINEN, MULDERS et al., 2002).

1.2. Estrutura viral e genomica, replicacdo e caracterizacdo molecular
dos HRV

Estruturalmente, os HRV sdo virus nao-envelopados, com capsideo de
simetria icosaédrica e a particula viral medindo de 20 a 30 nm de didmetro

(figura 1).

Figura 1. Eletromicrografia do HRV. Fonte: Dreschers et al., 2007

A estrutura icosaédrica revela que cada capsdmero ¢ formado pela
disposicao das proteinas estruturais (viral proteins) VP1, VP2 e VP3, localizadas
na superficie do virus e sendo responsaveis pela diversidade antigénica viral.
Dentre as proteinas localizadas no nucleocapsideo, a VP1 contém o maior
numero de epitopos reconhecidos por anticorpos neutralizantes, enquanto que a
proteina VP4 localiza-se no interior do virus, apresentando a fungdo de ancorar o
acido nucléico ao capsideo (KELLY e BUSSE, 2008; LEWIS-ROGERS,
BENDALL et al., 2009). Apesar da variedade de sorotipos, as espécies dos HRV
apresentam significativas similaridades em determinados segmentos das
proteinas que formam o nucleocapsideo (KISTLER, WEBSTER et al., 2007,
LEWIS-ROGERS, BENDALL et al., 2009).



O genoma ¢ do tipo RNA de fita simples, ndo segmentado de polaridade
positiva, com aproximadamente 7.200 nucleotideos, composto por 11 genes
(figura 2) traduzidos inicialmente em uma unica poliproteina subdivididas em

trés regioes (P1, P2 e P3).
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Figura 2. Organizacdo gendmica dos HRV. A sequéncia codificadora estd
indicada em vermelho e azul e ¢ flanqueada pelas sequéncias ndo traduzidas

5'UTR e 3'UTR. Fonte: Palmenberg et al., 2009

Subsequentemente, essas regides sao clivadas para formar as proteinas
estruturais do capsideo (VP1, VP2, VP3 e VP4) ¢ as ndo-estruturais (2A™*°, 2B,
2C, 3A, 3B, 3C™° ¢ 3D"™Y (KIRCHBERGER, MAIJIDIC et al., 2007;
KISTLER, WEBSTER ef al.,, 2007, MACKAY, 2008; LEWIS-ROGERS,
BENDALL et al., 2009). A sequéncia que codifica a poliproteina ¢ flanqueada
pelas regides nao traduzidas 5S"UTR e 3'UTR, sendo a primeira responsavel pelo
auxilio no inicio da tradu¢ao do RNA viral e pelo direcionamento da maquinaria
de multiplicacao celular para a replicacao do virus.

Na primeira etapa do processo de replicacdo, os rinovirus utilizam apenas
um receptor na adsor¢ao a célula-alvo, sendo que a maior parte dos sorotipos
conhecidos utiliza a ICAM-1 — major (GREVE, DAVIS et al., 1989), que ¢
expressa em diversos tecidos, incluindo o epitélio nasal. Apds a adsorcao, a

particula viral passa por uma mudanga conformacional de tal modo que o
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genoma e as proteinas virais sdo liberados no citossol da célula hospedeira. A
liberacao do genoma viral pode ocorrer pela expansdo da estrutura do capsideo,
engatilhada tanto pela interagdo do ICAM-1 quanto pela acidificacdo
endossomal. Em seguida, ocorre a tradu¢do do RNA em uma poliproteina, com o
auxilio da maquinaria de multiplicagdo celular. A proteina 3D™ ¢ uma RNA
polimerase dependente de RNA e ¢ responsavel pela replicagdo do RNA
gendmico viral. Com isso, a poliproteina formada ¢ clivada originando dois tipos
de proteinas virais. Por fim, o virion ¢ montado e liberado da célula hospedeira.

Antes do advento de metodologias baseadas em RT-PCR para deteccao
dos HRV, o isolamento viral em linhagens celulares era a principal ferramenta
laboratorial aplicada a esses agentes. Entretanto, algumas cepas ndo podem ser
cultivadas, sendo que ainda ndo h4d um sistema de cultivo celular que permita o
isolamento dos HRV-C (MACKAY, 2008; ARDEN ¢ MACKAY, 2010). Em
adicdo, devido a grande diversidade de sorotipos conhecidos do virus, o
diagnostico soroldgico ¢ impraticavel (JARTTI, PAUL-ANTTILA et al., 2009;
ARDEN e MACKAY, 2010).

Considerando 1sso, com a aplicagdo da RT-PCR, muitos alvos para
amplificacdo de parte do genoma do virus, bem como seu aprimoramento vém
sendo desenvolvidos (BRIESE, RENWICK et al., 2008; FAUX, ARDEN et al.,
2011). Com isso, a participacao dos HRV em doengas respiratdrias tem sido mais
frequentemente demonstrada (MILLER, LU ef al., 2007, GERNA, PIRALLA et
al., 2009).

Com a recente caracterizacao dos HRV-C, diversos segmentos gendmicos
dos HRV, ou mesmo seu genoma completo, vem sendo utilizados com o
proposito de se identificar e caracterizar este novo grupo. Apesar de ser uma
espécie que possivelmente vém circulando na populacdo humana ha muitos anos,
sua caracterizagdo foi descrita somente em 2006, a partir do sequenciamento do
gene dos capsideos VP4/VP2 (ARDEN, MCERLEAN et al., 2006; BRIESE,
RENWICK et al., 2008). A partir dai, outros relatos confirmaram a identificagdo
deste grupo taxondmico, demonstrando uma nitida divergéncia em termos

filogenéticos, tanto com relagdo a sequéncia nucleotidica quanto a de identidade



de aminoacidos em comparagdo com as espécies A e B (KISTLER, WEBSTER
et al., 2007; LAU, YIP et al., 2007; LEE, KIESNER et al., 2007; TAPPAREL,
JUNIER et al., 2007).

Anteriormente, a caracterizacido do HRV-C nao estava evidenciada
devido, em parte, ao fato de ter sido realizada com a sequéncia da 5UTR
(SAVOLAINEN-KOPRA, BLOMQVIST et al., 2009). Esta regido parece estar
sujeita a constantes eventos recombinatorios, o que poderia promover mudangas
nas relagdes filogenéticas entre os HRV, em comparagdo as regides genomicas
das proteinas VP4/VP2, VP1 e 3D™ principalmente no que se refere as espécies
A e C (MCINTYRE, MCWILLIAM LEITCH et al., 2010; SIMMONDS,
MCINTYRE et al., 2010). Por isso, parte das novas cepas identificadas era
considerada como novos membros pertencentes aos HRV-A (LEE, KIESNER et
al., 2007). Dentro deste contexto, tanto a avaliagdo do genoma completo quanto a
regido genomica que codifica para as proteinas do capsideo VP4/VP2 permitem a
devida caracterizagdo dos HRV (SAVOLAINEN, BLOMQVIST et al., 2002;
SAVOLAINEN, MULDERS et al., 2002; PALMENBERG, SPIRO et al., 2009).
Apesar disso, em decorréncia da elevada diversidade dos HRV, a RT-PCR nao
garante a deteccao de todas as cepas conhecidas, principalmente se for levada em

consideracao apenas um alvo gendmico (FAUX, ARDEN et al., 2011).

1.3. Epidemiologia

Os rinovirus sao amplamente distribuidos, afetando tanto criancas quanto
adultos, estando o individuo imunocomprometido ou ndo. Muitos estudos vém
apontando os HRV como agentes tdo frequentemente detectados em criangas
quanto o virus respiratorio sincicial (VRS), envolvendo inclusive o TRI e sua
circulacdo ocorre durante todos os meses do ano, porém ¢ detectado
predominantemente nos meses mais frios, tanto em paises temperados quanto em
tropicais (PAPADOPOULOS, MOUSTAKI er al., 2002; VAN BENTEN,
KOOPMAN et al., 2003; ARDEN, MCERLEAN et al, 2006; COSTA,
YOKOSAWA et al., 2006; LAU, YIP et al., 2007; LEE, KIESNER et al., 2007,



BELLEI, CARRARO et al, 2008; BRIESE, RENWICK et al, 2008;
MARGUET, LUBRANO et al., 2009; BRAND, DE GROOT et al., 2011).

A deteccdo do RNA viral em individuos assintomaticos, apesar de levantar
davidas quanto ao seu papel no desencadeamento da doenca respiratoria, pode
levar a crer que esses individuos possam representar um importante papel
epidemioldgico quanto a transmissdo desses agentes para criangas mais
suscetiveis (VAN BENTEN, KOOPMAN et al., 2003; PELTOLA, WARIS et
al., 2008; VAN DER ZALM, VAN EWIIK et al., 2009).

Considerando isso, um estudo avaliou 107 criangas (de 1 a 17 anos de
idade) que aparentemente ndo apresentavam sintomas do trato respiratdrio e o
RNA dos HRV foi detectado em 18% das amostras (NOKSO-KOIVISTO,
PITKARANTA et al., 2002). Porém, foi constatado que 81% dessas criangas
apresentaram sintomas respiratorios em periodo recente que antecedeu a coleta,
ou estavam em contato com individuos da mesma moradia que apresentaram
sintomas respiratorios, ou ainda apresentaram sintomas clinicos apds a coleta da
amostra.

A frequéncia de deteccdo das trés espécies dos HRV pode variar de acordo
com aspectos sazonais € caracteristicas dos grupos de individuos avaliados, tais
como hospitalizagdo, idade, tipos de sintomas clinicos e presenca de doencas de
base. Apesar de diferentes estudos aplicarem diferentes critérios epidemioldgicos
e metodoldgicos, geralmente HRV da espécie A sdo os mais frequentes, seguidos
pelos HRV-C (PIRALLA, ROVIDA et al., 2009; WATANABE, CARRARO et
al., 2010). Entretanto, o0 HRV-C também podem ser apontado como a espécie
predominante (MILLER, EDWARDS et al., 2009), porém, em nenhum dos

estudos citados acima constatou-se a predominancia dos HRV-B.

1.4. Patogénese e sintomas clinicos

Grande parte das informacdes sobre a dinamica de transmissao e infec¢ao
dos HRV advém de estudos realizados com voluntarios (CATE, COUCH et al.,
1964; WINTHER, GWALTNEY et al., 1986; BARDIN, SANDERSON et al.,
1996). A partir da utilizagdo da RT-PCR, somado as andlises de



imunohistoquimica, hibridizagao in situ e a RT-PCR in situ, diversos aspectos da
infeccdo dos HRV puderam ser mais amplamente abordados e confirmados
(MOSSER, VRTIS et al., 2005; WOS, SANAK et al., 2008; BRABEC-
ZARUBA, PFANZAGL et al., 2009).

Aparentemente, os HRV ndo causam significativas alteracdes
histopatoldgicas em termos de destruicao epitelial (WINTHER, GWALTNEY et
al., 1986). Em adicdo, a infeccao por HRV no trato respiratério inferior parece
ocorrer de modo focalizado, ou seja, ndo se estendendo para tecidos adjacentes
(HAYDEN, 2004; MOSSER, VRTIS et al., 2005). Considerando isso, a resposta
imunoldgica do hospedeiro parece desempenhar um importante papel no
processo de patogenicidade do resfriado comum ou mesmo de doencgas
envolvendo o TRI. Ainda, infecgdes por HRV costumam se desenvolver em um
curto espaco de tempo, com periodo de incubacdo de 10-12 horas, pico de
infeccdo de 2-3 dias e eliminacdo viral antes mesmo que uma resposta
imunolégica adaptativa por anticorpos possa ser elaborada.

Os HRYV replicam-se melhor em temperaturas de 33-35°C, por isso as vias
adreas superiores representam um ambiente mais propicio a replicagdo viral.
Condizente com este aspecto, os HRV sdo considerados as causas mais
frequentes de resfriados comuns, sendo responsaveis por até 50% de todos os
casos de infecgdes envolvendo o trato respiratorio superior em individuos de
todas as idades (HEIKKINEN E JARVINEN, 2003).

Em contrapartida, o papel dos HRV em infec¢des respiratorias envolvendo
o TRI vem sendo extensivamente avaliado, principalmente apos a caracterizagao
dos HRV-C, referidos como importantes causas de doenca respiratdria grave em
criancas, podendo levar até a hospitalizagdes (PAPADOPOULOS, MOUSTAKI
et al., 2002; HAYDEN, 2004; MOSSER, VRTIS et al., 2005; LAU, YIP et al.,
2007; LINSUWANON, PAYUNGPORN et al., 2009; MILLER, EDWARDS et
al., 2009; ARDEN, FAUX et al., 2010). Neste contexto, os HRV tém sido
comumente detectados em criangas com diagnéstico clinico de pneumonia e
bronquiolite, sendo inclusive referidos como a segunda maior causa de

bronquiolite em criancas, depois do virus respiratorio sincicial, como



mencionado anteriormente (PAPADOPOULOS, MOUSTAKI et al, 2002;
MARGUET, LUBRANO et al., 2009; BRAND, DE GROOT et al., 2011).

Algumas evidéncias tém demonstrado a relagdo efetiva dos HRV com
doenca respiratoria grave do TRI, por intermédio da avaliagdao de escarro, lavado
broncoalveolar e em bidpsia bronquica ou através de estudos em criangas
traqueostomizadas, detectando os HRV mais frequentemente em individuos com
resfriado do que em sadios (MOSSER, VRTIS et al, 2005; SIMONS,
SCHROTH et al., 2005; WOS, SANAK et al., 2008). Em adi¢ao, foi constatado
que a multiplicagdo dos HRV in vitro ocorre de modo mais eficiente em
linhagens de cultura priméria de células epiteliais das vias respiratorias
inferiores, em relagdo as superiores (LOPEZ-SOUZA, FAVORETO et al., 2009).

Alguns estudos também evidenciaram os HRV como a principal causa de
chiado na infancia e, neste caso, com uma possivel evolucdo para asma em
criancas em uma relacdo causal de infec¢des virais e asma (GERN e BUSSE,
1999; MILLER, EDWARDS et al, 2009; GERN, 2010). Neste sentido, as
infeccoes por esses virus podem estar envolvidas no aumento da expressao de
genes relacionados a respostas inflamatorias que desencadeariam quadros de
asma (BOCHKOV, HANSON et al., 2010).

Diversos outros quadros clinicos sdo comumente relacionados aos HRV,
com diferentes predominancias entre as espécies e de gravidade de infecgdo.
Doenca semelhante a influenza (influenza-like illness) foi relatada principalmente
associada a infec¢des pelos HRV-A e HRV-B (BELLEI, CARRARO et al.,
2008; WATANABE, CARRARO et al., 2010). Os HRV-C foram relatados em
quadros clinicos mais graves envolvendo o TRI, tais como casos de febre com
chiado e subsequente exacerbacdo de asma, hospitalizagdes por asma e de
bronquiolite (LAU, YIP et al., 2007; MCERLEAN, SHACKELTON et al., 2007;
LINSUWANON, PAYUNGPORN et al., 2009; MILLER, EDWARDS et al.,
2009; PIRALLA, ROVIDA et al, 2009; ARDEN e MACKAY, 2010;
BROBERG, NIEMELA et al., 2011). Por outro lado, outros estudos relataram
uma equivaléncia de gravidade entre os HRV-A e HRV-C (HAN, CHUNG et al.,
2009; XIANG, GONZALEZ et al., 2010).



Entretanto, além da espécie viral, determinados fatores de risco do
hospedeiro também sdo importantes no agravamento da doenca. Neste aspecto,
os HRV podem desempenhar um importante papel em pacientes que apresentam
doengas cronicas de base, em criangas com historico familiar de atopia, de tenra
idade e imunocomprometidos (DRESCHERS, DUMITRU et al, 2007
MANOHA, ESPINOSA et al., 2007; MILLER, LU et al., 2007; WATANABE,
CARRARO et al, 2010, BRAND, DE GROOT et al.,, 2011; BROBERG,
NIEMELA et al., 2011; MILLER, WILLIAMS et al., 2011). Neste tltimo estudo
citado, por exemplo, foi constatado que atopia materna, além de co-infecgdes,
resultou em maior nimero de casos de bronquiolite em relacdo a sintomas do
TRS, enquanto que MARGUET, LUBRANO et al. (2009) relacionaram maior
gravidade da doenga com fator etario, tendo sido avaliados 207 criangas menores
de um ano de idade. Em adi¢do, doencas congénitas cardiacas e prematuridade
também vém sendo relacionadas com gravidade das infecgdes pelos HRV
(MCGRATH-MORROW, LEE et al., 2010; WATANABE, CARRARO et al.,
2010). Dentro deste contexto, fatores de risco para o agravamento das IRAs
foram relatadas como mais importantes do que co-infec¢do (BRAND, DE
GROOT et al., 2011). Porém, o papel das co-infecgdes no agravamento da
doenca ainda ¢ contraditorio, considerando o estudo de MILLER, WILLIAMS et
al. (2011), que constataram que a maioria das co-infec¢des resultou em

bronquiolite, em comparac¢ao com infec¢des do TRS.

L.5. Co-infecgcoes

Os HRV tém sido frequentemente detectados com outros virus
respiratorios, tais como: VRS, virus influenza, virus parainfluenza (PIV),
adenovirus (AdV), metapneumovirus humano (hMPV), bocavirus humano
(hBoV) e enterovirus (PAPADOPOULOS, MOUSTAKI et al., 2002; JACQUES,
BOUSCAMBERT-DUCHAMP et al., 2006; MANOHA, ESPINOSA et al.,
2007; MILLER, LU et al., 2007; MARGUET, LUBRANO et al., 2009; CALVO,
POZO et al., 2010).
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Apesar de alguns relatos demonstrarem que infecgdes por HRV estarem
comumente associadas a infeccOes com outros virus respiratorios,
particularmente com o VRS, outro estudo demonstrou uma relagdo oposta:
infeccoes por HRV estdo associadas a uma reduzida probabilidade em se adquirir
infecgdes por outros virus respiratérios (GREER, MCERLEAN et al., 2009).
Entretanto, tal relagdo pode ser especifica entre uma determinada espécie do
HRV e um outro virus, como relatado na interacdo negativa entre o HRV-C e o
VRS ou 0 hMPV, mas ndao o AdV (WISDOM, KUTKOWSKA et al., 2009).

Quanto a gravidade, alguns estudos relatam que infec¢des duplas parecem
decorrer em um agravamento de doencas respiratorias do trato respiratdrio
inferior (LINSUWANON, PAYUNGPORN et al., 2009; FRANZ, ADAMS et
al., 2010). Em contrapartida, outros relatos ndo inferem um significativo
agravamento da doenca respiratoria em co-infeccdes, com apresentacao de
indices comparaveis as infecgoes simples causadas pelos HRV (LAU, YIP et al.,
2007; GERNA, PIRALLA et al., 2009).

Em decorréncia dessa discrepancia de resultados, muitas questdes acerca
das co-infecgdes permanecem obscuras. A principal delas ¢ se essa condigdo
pode de fato resultar em sintomas clinicos mais graves; ou ainda se esta
gravidade dos sintomas est4 associada com a interagdo especifica de uma espécie
do HRV (ou mesmo em nivel de sorotipos) com um (ou mais) virus
respiratorio(s) e se determinada espécie do HRV estaria relacionada a tipo(s)
especifico(s) de sintoma(s). Em adicdo, a avaliagdo da gravidade clinica
associada as infecgdes com os HRV, sozinhos ou em co-infec¢des, ¢ pouco
explorada em relag@o as co-morbidades.

Dentro deste contexto, considerando os poucos estudos sobre os fatores
que levam ao aumento da gravidade das doencas respiratorias provocada pelos
HRV em criangas jovens, abordando tanto aspectos viroldgicos quanto dos
pacientes, faz-se fundamental a investigacdo desses casos com o objetivo de

elucidar os dados conflitantes.
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2. OBJETIVOS

Objetivo principal

Identificar fatores virologicos e do hospedeiro que podem estar
envolvidos com o aumento da gravidade de infecgdes respiratdrias
causadas pelos rinovirus humano em criangas de até cinco anos de

1dade

Objetivos especificos

1) Determinar a frequéncia dos rinovirus humano, tanto em termos de
infecgdes simples quanto de co-infec¢des, utilizando a RT-PCR em
aspirados de nasofaringe, coletados entre janeiro de 2001 e junho de
2011, de criancas de até cinco anos de idade com sintomas de infeccao
respiratoria aguda;

2) Investigar a presenca dos virus respiratorio sincicial (VRS), virus
influenza A e B, virus parainfluenza 1, 2, 3 (PIV 1-3), adenovirus
(AdV) e metapenumovirus humano (hMPV) por (RT-)PCR e/ou
imunofluorescéncia indireta (IFI), nos aspirados de nasofaringe nos
quais os HRV tenham sido detectados;

3) Avaliar se ha associagdo entre co-infec¢des dos HRV com os virus
respiratdrios mencionados acima e com doenca respiratoria grave;

4) Caracterizar molecularmente os HRV detectados através da
identificacdo das espécies;

5) Avaliar se ha associagdo entre determinada espécie dos HRV e
gravidade da doenga;

6) Avaliar fatores de risco do hospedeiro para o agravamento de

doencas respiratorias agudas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Pacientes e locais de atendimento

De janeiro de 2001 a junho de 2011, 434 amostras de secrecdo de
nasofaringe de criancas de até cinco anos de idade com infeccdo respiratoria
aguda, colhidas até o quinto dia do inicio dos sintomas, foram selecionadas para
este estudo. Essas amostras foram sendo processadas e estocadas a medida que a
coleta foi sendo realizada, sendo que para este estudo as mesmas foram avaliadas
a partir dos estoques congelados.

Os pacientes foram contatados ao serem atendidos em algumas unidades
de atendimento a saude do municipio de Uberlandia e nos seguintes locais do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC/UFU): 1)
pronto-socorro de pediatria (PS-Ped), ii) pronto atendimento pediatrico (PAP),
111) enfermaria pediatrica (ENF-Ped), iv) unidade de terapia intensiva pediatrica
(UTI-Ped), v) unidade de terapia intensiva neonatal (UTI-Neo) e vi) bergario.
Amostras também foram coletadas na Clinica Infantil do Hospital Dom Bosco de
Uberlandia.

As amostras advindas do Hospital Dom Bosco, além daquelas das
unidades de satide e o PAP (HC/UFU), constaram de casos que requereram
intervencdo de baixa complexidade clinica. Em casos de doengas moderadas a
graves, os pacientes foram encaminhados aos seguintes setores do HC/UFU: PS-
Ped, ENF-Ped, UTI-Ped, UTI-Neo e ber¢ario, sendo que este ultimo foi
responsavel pelo atendimento de criangas menores de um més de idade,
geralmente prematuros.

Dados dos pacientes, tais como idade e género, local e data do
atendimento, sintomas clinicos, progressao para internagao ou nao e apresentagao
ou nao de co-morbidades, também foram obtidos no momento da coleta dos
espécimes clinicos, por preenchimento de ficha clinica pelo médico responsavel
(ANEXO I), ou de consulta dos prontudrios nos arquivos médicos do hospital.
Apos a coleta, as amostras foram imediatamente encaminhadas ao Laboratorio de

Virologia da UFU, e processadas para investigacao viral e estocagem.
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O Comité de Etica em Pesquisa da UFU aprovou o projeto desta pesquisa
e a coleta das amostras sob protocolos de registros nimeros: 018/2000, 151/04,
144/05, 145/05, 166/05, 261/07, 365/07, 326/08, 384/08, 387/08, 390/08, 025/09,
135/09, 024/09, 218/09 e 877/11. O termo de consentimento para realizagcdo
deste procedimento foi obtido dos pais ou responsdveis de cada paciente

(ANEXO II).

3.2. Critérios clinicos e gravidade dos sintomas

Foram considerados como apresentando infeccdo do TRS aqueles com
descricdo de: coriza, gripe, resfriado comum, laringite, faringite, traqueite,
laringotraqueobronquite (CROUP) e bronquite sem sibilo, com ou sem febre. Os
sintomas envolvendo o TRI foram: bronquite sibilante, broncoespasmo,
bronquiolite e pneumonia. Para os pacientes que apresentaram sintomas mistos,
envolvendo o TRS e o TRI, foi considerado o ultimo. Os diagndsticos clinicos
foram realizados de acordo com “10th Review on International Classification of
Diseases” (ICD-10 — World Health Organization, 1994), pelos médicos
responsaveis pelos atendimentos aos pacientes.

Neste estudo, os sintomas considerados brandos constituiram a maioria
daqueles envolvendo o TRS e/ou considerados pelo médico como tal, também
levando-se em consideragdo a nao necessidade de internacdo relacionada
exclusivamente a condicdo respiratoria € o atendimento em locais que ndo
requereram elevada complexidade de intervengao clinica.

Os sintomas considerados moderados a graves incluiram todos os casos
informados pelo médico como tal, somado as seguintes informacdes: necessidade
de internacao especificamente relacionada a condigdo respiratoria, incluindo os
casos encaminhamento a UTI (pediatrica ou neonatal), necessidade de ventilagao
mecédnica e suplementacdo de oxigénio. Todos pacientes com pneumonia
também foram considerados nesta categoria, sendo este sintoma classificado
como pneumonia, pneumonia severa ou pneumonia muito severa de acordo com

os critérios definidos pela Organizagao Mundial de Saude (WHO, 2005).

14



Bronquiolite foi caracterizada como branda, moderada ou grave seguindo
parametros previamente definidos (DE BOECK, VAN DER AA et al., 1997).
Escores clinicos definidos por TAUSSIG, CASTRO et al, (1975) foram

utilizados para classificar outras doencas envolvendo o TRI

3.3. Fatores de risco para o agravamento das IRAs

Para avaliagdo dos fatores do hospedeiro associados a doenga grave, foram
obtidos informagdes sobre os fatores de risco do paciente, levantadas de acordo
com as informacgdes disponiveis nas fichas clinicas e em consultas dos
prontuarios médicos. Foram considerados como fatores de risco aqueles descritos
na literatura e constaram de prematuridade (idade gestacional inferior a 35
semanas), tenra idade (criancas menores de seis meses de idade), doengas
congénitas cardiacas, doencas respiratorias nao infecciosas (displasia
broncopulmonar, hipertensao pulmonar e fibrose cistica), tabagismo gestacional,
doencas atdpicas, doengas do sistema nervoso, sindrome de Down, sindrome de

West, entre outros.

3.4. Coleta, processamento e estocagem das amostras

A coleta foi realizada como previamente descrita (OLIVEIRA, FREITAS
et al., 2008), instilando-se 0,5 mL de soro fisioldgico (0,9% NaCl) em cada uma
das narinas de cada paciente, seguida de aspiracao da secre¢ao de nasofaringe por
um sistema a vacuo utilizando um catéter. Posteriormente, a secre¢ao foi alocada
em um recipiente estéril e encaminhada, em gelo, ao Laboratorio de Virologia,
sendo imediatamente processadas.

As amostras clinicas, contendo as células da mucosa dos pacientes, foram
processadas como previamente descrito (QUEIROZ, DURIGON et al., 2002).
Resumidamente, foi adicionado ao aspirado de nasofaringe um volume de
phosphate-buffered saline (PBS) para dissociar o muco. Em seguida, trés
aliquotas da amostra foram preparadas: uma foi armazenada em nitrogénio
liquido para inoculacdo em cultura de cé€lulas, adicionando-se a aliquota um

volume de meio de congelamento (dimetil sulféxido 10% em soro fetal bovino);
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outras duas foram armazenadas a -70°C constando de amostras clinicas in natura.
O restante foi centrifugado (350xg/10min/4°C) e o sobrenadante foi armazenado
a -70°C. Em seguida, o sedimento contendo as células da mucosa foi lavado duas
vezes com PBS, e as células imediatamente utilizadas para o teste de

imunofluorescéncia indireta.

3.5. Imunofluorescéncia indireta

As reacdes de imunofluorescéncia indireta (IFI) foram conduzidas em
todas as amostras de NF coletadas neste estudo, através da utilizacdo de
anticorpos monoclonais contra virus respiratorio sincicial, virus influenza A e B,
virus parainfluenza 1, 2 e 3 e adenovirus do “Respiratory Panel I Viral Screening
and Identification Kit” (Merck Millipore - Concord Road, Billerica, MA, EUA),
de acordo com instrugdes do fabricante. O resultado do teste seguiu os critérios
estipulados por QUEIROZ, DURIGON et al., (2002): positivo quando mais de
trés células apresentaram fluorescéncia; negativo se nenhuma fluorescéncia foi
observada e mais de 20 células foram visualizadas; e suspeito se menos trés
células mostraram fluorescéncia. Neste tltimo caso, a reacdo foi repetida e, no
caso do resultado ainda ter sido considerado suspeito, o teste foi tido como

inconclusivo.

3.6. Extracdo de RNA

O RNA viral foi extraido de todas as amostras testadas pela IF1, a partir de
aspirado de nasofaringe utilizando-se Trizol® (Life Technologies Corporation,
Carlsbad, CA, EUA) de acordo com instru¢des do fabricante, porém ajustado
para metade do volume recomendado. Resumidamente, 125 pL da amostra foram
misturados com 375 pL de Trizol® e, em seguida, foram adicionados 2,5 puL de
glicogénio (20 mg/mL) e 200 pL de cloroféormio. A mistura foi novamente
agitada e incubada por dois minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi
realizada uma centrifugacao a 12.000xg/15min/4°C. A fase aquosa, contendo o
RNA, foi transferida para outro tubo ao qual foram adicionados 300 pL de

isopropanol, sendo a mistura homogeneizada por inversdo, incubada por 10
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minutos a temperatura ambiente e centrifugada a 12.000xg a 4°C por 10 minutos.
Posteriormente, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento lavado com 500 puL
de etanol 75% (preparado com 4gua tratada com dietilpirocarbonato — DEPC).
Em seguida, o RNA foi ressuspenso com 20 pL. de 4gua tratada com DEPC,
sendo imediatamente utilizado para sintese do DNA complementar (cDNA) ou

armazenado a -70°C.

3.7. Oligonucleotideos utilizados para sintese do DNA complementar
(cDNA), PCR e sequenciamento

Para as reagdes de amplificacdo por RT-PCR foram utilizados
oligonucleotideos descritos anteriormente (ARRUDA e HAYDEN, 1993;
SAVOLAINEN, BLOMQVIST et al., 2002) (tabela 1 e figura 3). O
oligonucleotideo HRVSAV(-) foi modificado adicionando-se uma sequéncia

(sublinhada) ndo relacionada ao genoma do HRV.

Tabela 1. Descricdo dos oligonucleotideos utilizados para as reagdes de

amplificagdo dos HRV por RT-PCR e de sequenciamento

Primer Posicao Orientacdo Gene  Descricao (5" -3") Referéncia
110822 168-183 sense 5'UTR GCA CTT CTG TTT ARRUDA e
cccc HAYDEN
(1993)
HRVSAV(+) 534-560  sense 5'UTR GGG ACC AAC TAC SAVOLAINEN,
TTT GGG TGT CCG BLOMQVIST et
TGT al. (2002)
HRVSAV(-) 1.083- anti-sense VP2 TGC AGG GCT GGC SAVOLAINEN,
1.058 AAG CCA CG GCA BLOMQVIST et
TCI GGY ARY TTC al. (2002)
CAC CAC CANCC modificado (este
estudo)
PGEXFR anti-sense VP2 TGC AGG GCT GGC
AAG CCA CG
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Figura 3. Mapa da localizagdo aproximada dos primers, indicados por setas
largas. A dire¢do das setas indica a orientagdo 5’a 3" dos oligonucleotideos sense

e anti-sense.

3.7.1. Sintese do ¢cDNA — Todas as amostras positivas para o HRV foram

submetidas a sintese do cDNA, seguindo parametros previamente descritos
(ARRUDA e HAYDEN, 1993), com modificagdo descrita por COSTA,
YOKOSAWA et al. (2006). Inicialmente, 5,0 pl. do RNA extraido foram
adicionados a uma mistura contendo 4 nmol de cada desoxiribonucleotideo
trifosfato (Roche, F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Suica), 20,0 pmol do
iniciador 110822 (tabela 1), e dgua tratada com DEPC até completar um volume
de 8,4 pL por amostra. A mistura foi incubada por cinco minutos a 95°C e
transferida imediatamente a um banho de gelo. Dois minutos depois, foi
adicionada uma segunda mistura, contendo 4,0 uL de 5X First-strand buffer
(Life Technologies), 2,0 uL de 0,1M DTT, 60 unidades da enzima transcriptase
reversa de M-MuLV (Fermentas International Inc., Burlington, Canada ou New
England Biolabs Inc., Ipswich, MA, EUA) e 6 unidades de inibidor de RNAse
(Fermentas), totalizando um volume final de 20,0 pL. Posteriormente, a mistura
foi submetida a 48°C por 60 minutos, sendo a enzima inativada por incubagdo a
95°C por 10 minutos. O cDNA foi imediatamente submetido a PCR ou estocado

a -20°C.

3.7.2. Reacdo em cadeia da polimerase — Para a primeira amplificagdo,

2,5 uL do cDNA foram transferidos para um tubo de PCR contendo: 0,8 uM dos
primers 110822 ¢ HRVSAV(-), 1,25 unidades de Tag DNA polimerase (Roche,
Life Technologies), 0,2 mM de cada desoxiribonucleotideo trifosfato, 10 mM
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Tris-HCI, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCI, pH 8,3 ¢ H,O Milli-Q em volume de
reacdao de 25,0 uL. Para a reacdo, foi utilizado Touchdown PCR nas seguintes
condicdes: 10 minutos a 94°C, 17 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a
65°C (com decréscimo de 1°C por ciclo) e 90 segundos a 72°C. Apos a
temperatura de hibridiza¢do dos oligonucleotideos ter alcangado 48°C, seguiram-
se mais 18 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 48°C e 90 segundos a
72°C, seguidos por 5 minutos adicionais a 72°C.

Dois microlitros da primeira amplificacdo foram diluidos 1:100 em é4gua
Milli-Q e, subsequentemente, 2,0 uL. da diluigdo foram pipetados para o tubo da
segunda amplificacdo, contendo: 0,3 uM dos primers HRVSAV(+) e HRVSAV(-
), 1,5 unidades de Tag DNA polimerase, 0,2 mM de cada desoxiribonucleotideo
trifosfato, 10 mM Tris-HCI, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCI, pH 8,3 ¢ H,O Milli-Q
em um volume final de 30 uL. As condi¢des da reacao foram: 10 minutos a
94°C, 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 48°C e 90 segundos a
72°C, seguidos por 5 minutos adicionais a 72°C. Ao final, a amplifica¢do da

segunda PCR produziu um fragmento de 570 nucleotideos.

3.7.3. Visualizacao dos produtos amplificados em gel de agarose —

Cinco pL dos produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5%, em tampao Tris-borato-EDTA (TBE) 0,5X contendo brometo de
etideo 0,3 pg/mL. Alternativamente, as amostras foram coradas com 1 uL de
GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA), diluido
1:1000. O gel foi visualizado em transiluminador de luz ultravioleta e

fotografado por um sistema digital com camera convencional.

3.7.4 Sequenciamento — Foi possivel realizar o sequenciamento de 75

amostras, sendo que a purificacdo dos produtos amplificados da segunda PCR foi
realizada com “Invisorb Spin DNA Extraction Kit” (Invitek Inc., Hayward, CA,
EUA) ou “GeneJET PCR Purification Kit” (Fermentas®), de acordo com as
instrugdes do fabricante. No caso da amplificacao contendo bandas inespecificas,

a purificagdo foi realizada a partir da banda formada pela sequéncia de DNA de
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tamanho esperado e cortada do gel de agarose. Os amplicons foram sequenciados
em ambas as fitas, utilizando-se “DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit™” (GE Healthcare UK Limited, Amersham Place, Little
Chalfont, Buckinghamshire, UK), com os oligonucleotideos HRVSAV(+) e
PGEXFR, seguindo as instrugdes do fabricante. As condi¢des do termociclador
foram: 95°C por 20 segundos, 60°C por 15 segundos e 50°C por um minuto,

repetidos em 35 ciclos.

3.7.5. Edicao, alinhamento das sequéncias e analise filogenética — De

todas as amostras submetidas ao sequenciamento, foi possivel obter o produto
adequadamente sequenciado de 42 amostras. A edicdo foi realizada utilizando-se
o programa SeqMan do pacote Lasergene versdo 9,1 (DNASTAR, Inc. Madison,
WI, EUA), analisando-se os eletroferogramas obtidos do sequenciamento com
cada oligonucleotideo. O alinhamento e analise filogenética foram realizados
com o programa MegaAlign do pacote Lasergene. As sequéncias utilizadas como
referéncias foram obtidas do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) e escolhidas
aleatoriamente: HRV da espécie A, numeros de acesso: FJ445111; FJ445113,
FJ445117, FJ445190, FJ445125, FJ445126 e FJ445127; HRV de espécie B:
FJ445187, FJ445188, FJ445153 e FJ445155; HRV-C: DQ875932, GQ223227,
EF077280, EF186077 ¢ EF582387. As sequéncias de echovirus (X80059) e de
poliovirus  (V01149) foram  obtidas apo6s busca por BLAST
(www.blast.ncbi.nlm.nih.gov).

As sequéncias obtidas e as de referéncias citadas acima, foram alinhadas
pelo método ClustalW a partir da sequéncia de aminoacidos. A arvore
filogenética foi gerada pelo método de mneighbor-joining utilizando analise de

Bootstrap (1000 réplicas), do programa MegaAlign (DNASTAR).

3.8. RT-PCR para detecgdo de outros virus respiratorios
As amostras submetidas a IFI também foram testadas por RT-PCR para
deteccdo de VRS, virus influenza, PIV e AdV, uma vez que esse método ¢

potencialmente mais sensivel que a IFI. Em adicdo, o hMPV foi avaliado apenas
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por RT-PCR. No caso da PCR para adenovirus, o DNA foi obtido da fase
organica da extracdo do acido nucléico por Trizol®, conforme instru¢des do
fabricante.

Dessa forma, as reagdes foram conduzidas de acordo com protocolos ja
descritos: VRS e virus influenza (STOCKTON, ELLIS et al., 1998), PIV 1,2 e 3
(ECHEVARRIA, ERDMAN et al., 1998), hMPV (MIRAZO, RUCHANSKY et
al., 2005) e AdV (ARAUJO, YOKOSAWA et al., 2001).

3.9. Anadlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o programa BioEstat 5.0 (AYRES,
AYRES et al,, 2007). O teste de Qui-Quadrado e o teste G foram utilizados para
avaliar as diferengas de propor¢ao dos casos e resultados com p<0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. Os valores de média sdo

apresentados com seus respectivos desvio padrao.
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4. RESULTADOS

Para investigar os fatores que poderiam levar ao aumento da gravidade das
infeccdes respiratorias causadas pelo rinovirus, foram coletadas amostras de
secre¢ao de nasofaringe de criangas de até cinco anos de idade com infeccao
respiratoria aguda. Foram coletadas e testadas 434 amostras para detec¢do dos
seguintes virus respiratorios: HRV, VRS, virus influenza, PIV, AdV e hMPV.

Pelo menos um desses virus foi detectado em 88,2% (383/434) das
amostras utilizando IFI e/ou RT-PCR (tabela 2). A média da idade das criangas
infectadas foi de 12,3 meses, sem predominancia dos casos de acordo com o
género avaliando-se cada faixa etdria isoladamente.

Quase metade das infecgOes ocorreu em criangas menores de seis meses
de idade (45,7%). Este grupo de pacientes apresentou doenca mais grave em
relagdo a outras faixas etarias, com predominancia dos casos de hospitalizagdes,
sintomas envolvendo o TRI e atendimentos que requereram intervengdo de
moderada a elevada complexidade clinica na UTI, PS, enfermarias ou ber¢ario do

HC/UFU.
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Tabela 2. Caracteristicas das 383 criangas menores de cinco anos de idade com infeccao respiratoria aguda ocasionada por pelo

menos um virus respiratorio.

Idade® N (%) Média da M/F Hospitalizagdo ITRI ITRS Co-morbidade  Atendimento de média a elevada
° idade’ (%)* (%)* (%)* presente” (%)* complexidade clinica® (%)*

0—6 175 (45,7) 2,3 (£1,37) 99/76 129 (73,7) 119 (68,0) 56 (32,0) 89 (69,5) 140 (80,0)

6—12 61(15,9) 8,6 (+1,46) 37/24 15 (24,6) 35(57,4) 26 (42,6) 16 (26,2) 21 (34,4)

1224 80 (20,9) 17,1 (£3,69) 45/35 15 (18,7) 22 (27,5) 58 (72,5) 27 (33,7) 15 (18,7)

>24 67 (17,5) 39,6 (£11,61) 36/31 10 (14,9) 17 (25,4) 50 (74,6) 16 (23,9) 12 (17,9)

Total 383 (100,0) 12,3 (£15,20) 217/166 169 (44,1) 193 (50,4) 190 (49,6) 148 (44,1) 188 (49,1)

M — masculino; F — feminino; ITRI/IRTS — infecgdes do trato respiratério inferior e superior, respectivamente
*Com relagdo ao niumero de casos de cada faixa etaria

“Idade em meses

®Prematuridade, cardiopatias, doengas respiratorias nio infecciosas ou outras menos frequentes

‘UTI, PS, enfermaria e ber¢ario do HC-UFU
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Das 434 amostras investigadas, os HRV e o VRS foram os virus mais
frequentemente detectados, sendo identificados em 41,7% e 36,4% das amostras,
respectivamente (figura 4). Dentre as amostras positivas para os HRV, esses
virus foram identificados como o Unico agente em 59,1% (107/181) dos casos.
Nas demais amostras (40,9%, 74/181), ocorreu co-infeccdo e o virus mais

frequentemente detectado com HRYV foi o VRS.

Positivo para HRV Negativo para HRV
| 41.7% (181/434) | | 46.5% (202/434) |
30 - 124
K‘
53 204
b ]
=
EIJ Co-infeccdes
;‘j 10
0 o ,
. VRS ' : , r AdV r Nenh
s RS Vims ED AdV hMPV VRS Vipgs TV hMPY s, :1r:lm
simples Infuenza A mfuenza A inﬁ;ﬁe_ig )

Figura 4. Distribui¢ao de casos com virus respiratorios detectados por IFI e/ou RT-PCR
em amostras de criangas de até cinco anos de idade com infeccdo respiratdria aguda. Os

nimeros mostrados sobre as colunas representam os respectivos numeros de casos.

*Um caso virus influenza B; uma co-infec¢do AdV e VRS; AdV e virus influenza A; AdV e PIVe VRS e
PIV

A maioria das infec¢des simples pelo HRV resultou em sintomas brandos,
enquanto que para os casos de co-infec¢des a frequéncia de casos moderados a
graves aumentou (figura 5A). Isso deveu-se, principalmente, aos casos de co-

infeccdo do HRV com VRS. Assim, excluindo-se da analise os casos de co-
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infec¢do com o VRS, as porcentagens de casos brandos e moderados a graves
(figura 5A: HRV co-infeccao excluido VRS) foram similares as infecgdes
simples pelos HRV, deixando de haver uma diferenca estatisticamente
significante. Da mesma maneira, as frequéncias de casos brandos e de moderados
a graves foram similares nos casos de co-infec¢des dos HRV com VRS e de
infecgdes simples do VRS.

A gravidade dos sintomas clinicos foi refletida pelo local de infecgao,
envolvendo o TRS ou o TRI, inclusive nas analises de diferencas de casos entre
os grupos. Neste aspecto, para os HRV em infecgdes simples, também foi
constatado um predominio de sintomas envolvendo o TRS, sendo que metade
desses sintomas compreendeu resfriado comum e traqueobronquite (figura 5B).

Em contrapartida, mais de um ter¢o dessas infec¢cdes acometeram o TRI,
principalmente em casos de bronquiolite, bronquite sibilante e broncoespasmo.
Excluindo-se os casos de VRS das co-infec¢des, novamente nao houve diferenca
significante com relacdo ao local de infec¢do em comparacdo com infecgdes
simples pelos HRV, o mesmo sendo observado na avaliagdo comparativa de cada
tipo de sintoma clinico. Assim, mais uma vez, a co-infec¢ao do HRV com o VRS
mostrou ser um fator associado ao aumento dos casos de infeccdo do TRI, tal

como ocorreu em infec¢des simples pelo VRS.
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QOutros smtomas do TRS*

Sintomas do TRI
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Pneumonia
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Figura 5. Distribuicdo de casos de acordo com a gravidade e local da infeccao

respiratdria em criangas de até cinco anos de idade. A) gravidade dos sintomas clinicos

e B) tipo de sintoma clinico. Os niimeros mostrados no interior e sobre as colunas

representam os respectivos nimeros de casos.

*Laringite, laringotraqueobronquite e rinofaringite
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Fatores de risco dos pacientes que poderiam estar associados ao
agravamento de IRAs foram avaliados. Em infecgdes simples do HRYV,
observou-se aumento significativo dos casos moderados a graves na presenca
desses fatores (figura 6A). Cerca de 79,4% (27/34) de todos os casos moderados
a graves ocorreram em criangas de até 12 meses de idade (figura 6, A e B).

Nas co-infec¢des também observou-se maior frequéncia de casos
moderados a graves na presenca dos possiveis fatores de risco avaliados (figura
6A), inclusive nos casos envolvendo co-infec¢do com o VRS, mas, excluindo-se

as co-infecgdes com o VRS, a diferenca nao foi significante.
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Figura 6. Distribuicdo de casos de acordo com presenca de possiveis fatores de risco

em criancas de até cinco anos de idade com infec¢do respiratéria aguda. A) distribui¢do

de casos de acordo com a gravidade dos sintomas clinicos € com presenga de fatores de

risco: tenra idade (criancas de até seis meses de idade), doengas cardiacas congénitas,

prematuridade, doengas respiratorias nao infecciosas e outras; B) distribuigdo etaria dos

casos de infecgdes simples pelos HRV. Os nimeros mostrados sobre as colunas

representam os respectivos nimeros de casos.
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Separadamente, prematuridade, cardiopatia e doenca respiratéria nao
infecciosa foram, em infec¢des simples do HRV, mais presentes em infeccoes
moderadas a graves em relacdo as infec¢des sem fatores de risco (figura 7). A
tenra idade exclusivamente, ou seja, excluindo-se os casos apresentando
concomitantemente outros fatores de risco, em comparagdo com pacientes que
ndo apresentaram fatores de risco, ndo se apresentou como importante fator de
risco associado ao aumento da gravidade da doenga. Porém, avaliando-se o fator
etario juntamente com co-morbidades, tenra idade foi um fator importante no
agravamento da doenca (figura 6B).

Em co-infec¢des do HRV excluido o VRS, devido ao reduzido niimero de
casos para analise dos fatores de risco individualmente, apenas cardiopatia
apresentou associagdo com aumento da gravidade da infeccdo. A presenga de
doencas respiratorias ndo infecciosas nao foi um fator significante em infecgdes

simples do VRS.
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Figura 7. Distribuicdo do niumero de casos de acordo com os fatores de risco em infecgdes simples pelos HRV e VRS e co-infecg¢des

do HRV excluido VRS. Os numeros mostrados sobre as colunas representam os respectivos nimeros de casos.

*Tenra idade: casos sem apresentagio concomitante de outros fatores de risco

®Doencas do sistema nervoso, tabagismo gestacional, anemia, atopia, atresia das vias biliares, adenomegalia, adenopatia cervical, hipertrofia adenomigdaliana,

meduloblastoma, Sindrome do Intestino Curto, Sindrome de West, Sindrome de Down e meningomielocele
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Para se avaliar uma possivel associacdo da infec¢do por uma espécie
especifica dos HRV como fator envolvido em doenga mais grave, foi possivel
analisar o sequenciamento dos amplicons dos HRV de 42 amostras clinicas

(figura 8).

Sequéncia consensual
de aminoacidos da VP4

STONSVENGSSLNYFNINYFRDAASSCGASKLDFSQDPSKFTDPVEDVLTRGIPTLRSPSVEACGYSDRIRQITREGDSTITTQDVANAVVAY GVWEH
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Figura 8. Alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos realizado através do
programa MegaAlign (DNASTAR), utilizando o método Clustal W, correspondente ao
genoma da VP4 das amostras sequenciadas (indicadas por niimero) e de referéncia
(representadas pelo n° de acesso do GenBank seguido da espécie). Estdo evidenciados
os aminoacidos divergentes da sequéncia consensual. A sequéncia nucleotidica utilizada
na andlise inicia-se na posi¢do 644 e termina na posi¢ao 929, seguindo-se a numeracao
descrita por Palmenberg, ef al. (2009). Quadro azul: HRV-A; quadro vermelho: HRV-

C; setas: enterovirus.

* Amostras sequenciadas com um primer —- HRVSAV(+): 63, 238, 315, 367, 381 ¢ 609; PGEXFR: 393
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A analise filogenética, realizada com as 42 sequéncias deduzidas de
aminoacidos, permitiu determinar as espécies virais presentes nessas amostras
(figura 9). Assim, as amostras foram identificadas como sendo 21 de HRV da
espécie A, 19 da espécie C (50,0% e 45,2%, respectivamente) e duas de
enterovirus. Estas ultimas apresentaram alta similaridade com sequéncia de
echovirus do sorotipo 11 (nimero de acesso ao GenBank X80059) e com a
sequéncia da cepa vacinal do virus da poliomielite (V01149), obtidas por busca
utilizando BLAST. Neste ultimo caso, a crianga, além dos sintomas respiratérios,
também apresentou convulsdo. De acordo com consulta no prontudrio médico do
HC/UFU, nenhum agente bacteriano causador de meningite foi detectado neste

caso. Nenhum HRV-B foi identificado neste estudo.
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Figura 9. Arvore filogenética obtida pela sequéncia deduzida de aminoacidos a partir

do sequenciamento da regido VP4 das amostras de HRV encontradas. As sequéncias

utilizadas foram as mesmas da figura 8. A escala indica as substitui¢des de aminoacido

por 100 residuos; as amostras deste estudo estdo indicadas por nimeros e as cepas de

referéncia estdo identificadas pelo numero de acesso ao GenBank seguida pela espécie

ao qual ela pertence; arvore construida pelo programa MegaAlign pelo método

neighbor-joinning bootstrap 1000.
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Com relacdo a associagdo de sintomas mais graves (figura 10), foram
observadas frequéncias levemente mais altas nos casos envolvendo a espécie A,
comparando-se os casos de infec¢ao simples, co-infec¢ao excluindo-se os casos
com VRS, e a soma dos dois grupos. Porém, esses dados ndao foram

estatisticamente significantes.

Sintomas brandos Hl Sintomas moderados
a graves

C CAasos

Numero d

3
I 1 1

I I I
HRV-A HRV-C HRV-A HRV-C HRV-A HRV-C

Co-infeccdo Co-infeccao

Infeccio simpl 2
fHieceao Simpies exchiido VRS com VRS

Espécie do HRV e tipo de infeccio

Figura 10. Distribuicao do nimero de casos de HRV de acordo com a espécie viral e a
gravidade dos sintomas. Os nimeros mostrados sobre as colunas representam os

respectivos nimeros de casos.

Os sintomas clinicos mais comumente associados aos HRV-A foram
bronquiolite e resfriado comum, respondendo por 38,1% (8/21) e 33,3% (7/21)
dos casos, respectivamente. Enquanto que para os HRV-C, resfriado comum foi

o sintoma clinico mais frequente — 42,1% (8/19).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo foram investigados possiveis fatores associados a
apresentacdo de sintomas mais graves em criangas com até cinco anos de idade
com infeccdo respiratdria aguda causada pelos rinovirus humanos. Dentre os
fatores do hospedeiro investigados, doencas respiratérias ndo infecciosas,
prematuridade e cardiopatias congénitas foram responsaveis pelo agravamento
dos sintomas respiratorios. Avaliando-se exclusivamente a tenra idade (criangas
menores de seis meses de idade), apesar de ndo ter apresentado diferenga
significativa no agravamento dos sintomas clinicos em comparagdo ao grupo de
criancas sem fatores de risco identificados, foi fator importante quando
comparada com criangas maiores de um ano de idade quando avaliado com co-
morbidades.

Dentre os fatores referentes aos agentes infecciosos, co-infeccdo com o
VRS foi o unico fator encontrado que aumentou a gravidade da infecgdo.
Entretanto, o aumento da gravidade clinica em virtude especificamente desta co-
infeccdo muito provavelmente deve-se ao fato de o VRS ser reconhecidamente
um agente associado com doenca respiratoria mais grave. Ainda assim,
possivelmente a propria atuacdo dos HRV, independente da espécie, seja em
infeccdes simples ou co-infecgdes com outros virus, pode decorrer em sintomas
mais graves.

Considerando que pelo menos um agente viral foi detectado por IFI e/ou
RT-PCR em 88,2% das amostras avaliadas (figura 4), possivelmente os virus
constituiram o principal grupo de patdgenos envolvidos nas infecg¢des
respiratorias agudas das criancas de até cinco anos de idade envolvidas neste
estudo. Em outros relatos, o percentual de casos de infecgdes respiratorias virais
também foi elevado, mesmo levando-se em conta as grandes variacdes de
critérios aplicados em termos sazonais, metodologicos e clinicos. Em termos
clinicos, por exemplo, a detec¢do de pelo menos um agente, variou de acordo
com o estudo, de 67% a 95% em criancas com diversos tipos de sintomas

clinicos e de gravidade de infec¢do (MARGUET, LUBRANO et al, 2009;
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CALVO, POZO et al, 2010; FAIRCHOK, MARTIN et al., 2010; FRANZ,
ADAMS et al., 2010).

Mesmo investigando um numero menor de agentes virais em relagdo aos
estudos citados acima, o elevado percentual de amostras com virus respiratorios
detectados neste estudo pode estar relacionado ndo apenas ao fato de terem sido
incluidos os principais e mais frequentes virus — HRV, VRS, virus influenza A,
PIV, AdV e hMPV, mas também por terem sido utilizadas duas metodologias de
deteccao, a IFI e (RT-)PCR, podendo esta ultima ter sido mais sensivel na
deteccdo de alguns virus respiratérios (PARANHOS-BACCALA, KOMURIAN-
PRADEL et al., 2008).

Dentre os virus mais detectados neste estudo, destacam-se os HRV e o
VRS, com, respectivamente, 41,7% e 36,4% dos casos de infecgdes simples ou
duplas (figura 1). Esta analise comparativa constitui um importante dado deste
estudo, considerando que a elevada frequéncia de deteccio dos HRV ser
frequentemente associada com casos de co-infec¢do (PARANHOS-BACCALA,
KOMURIAN-PRADEL et al., 2008; CALVO, POZO et al., 2010; BRAND, DE
GROOT et al., 2011), sendo que neste estudo, a detec¢do dos HRV foi frequente
tanto em termos de infeccdes simples quanto co-infec¢des. De fato, esses virus
vém sendo apontados como o segundo mais detectado em criangas, apds o VRS,
porém em propor¢des menores em relagdo ao presente estudo, variando de 7,2%
a 30,0% em infeccdes simples e em casos de co-infeccoes (MARGUET,
LUBRANO et al., 2009; CALVO, POZO et al., 2010; BRAND, DE GROOT et
al.,2011).

Entretanto, diferentes critérios podem ter influenciado essas variagdes de
deteccao dos HRV. Em todos os estudos mencionados acima, foram avaliadas
criancas menores de dois anos de idade e hospitalizadas especificamente em
decorréncia de bronquiolite, sendo o VRS o mais frequentemente detectado. Em
adicao, BRAND, DE GROOT et al. (2011) inferiram que a elevada porcentagem
de detec¢ao do VRS em seu estudo pode ter sido atribuida a inclusdo de criangas
atendidas somente no inverno, ou seja, no pico de circulagdo do VRS, e de

pacientes hospitalizados, o que poderia constituir uma tendenciosidade nos
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resultados. Dados potencialmente tendenciosos também foram abordados por
PELTOLA, WARIS et al. (2009), cujo estudo incluiu apenas pacientes
hospitalizados com sintomas clinicos envolvendo o TRI, sendo que os HRV
foram os agentes mais frequentemente detectados, porém, ndo foi comparado a
frequéncia dos casos graves com infec¢des brandas.

Por outro lado, em nosso estudo foram incluidas crian¢cas com sintomas
envolvendo tanto o TRI quanto TRS, hospitalizadas ou ndo, atendidas em
diversos setores do HC/UFU e em algumas unidades de atendimento a saude da
cidade e em todos os meses do ano, que podem ter refletido no elevado
percentual de criangas infectadas pelos HRV, pois esses agentes sdo causas de
uma ampla gama de doengas respiratérias envolvendo sintomas do TRS e TRI
(HEIKKINEN e JARVINEN, 2003; HAYDEN, 2004).

No entanto, deve ser levada em consideragao a presenca dos HRV em
infeccoes assintomadticas, nas quais a detec¢do do agente pode ndo estar
associada a doenga respiratoéria (PELTOLA, WARIS et al., 2008; VAN DER
ZALM, VAN EWIIK et al., 2009), mas sim com a presenca de outro agente
respiratério ndo detectado ou investigado. Entretanto, neste aspecto, vale
ressaltar que o papel de alguns agentes virais no desencadeamento da doenga
respiratoria permanece dubio (ALLANDER, 2008). De qualquer forma, foi
relatado que a detecgdo dos HRV foi mais frequente nos casos sintomaticos do
que em assintomaticos, € mais ainda para aqueles com sintomas moderados a
graves (JARTTI, LEE et al., 2008).

A predominancia, dentre os casos de co-infec¢do, da co-infecgao
HRV/VRS pode estar relacionada com a elevada frequéncia de detec¢do desses
dois agentes, pois ambos t€ém sido apontados como os principais patdgenos
responsaveis por IRAs em criancas, assim como também foi observado neste
estudo (figura 4) (PAPADOPOULOS, MOUSTAKI ef al., 2002; MARGUET,
LUBRANO et al., 2009; CALVO, POZO et al., 2010; FRANZ, ADAMS et al.,
2010; BRAND, DE GROOT et al., 2011; MILLER, WILLIAMS et al., 2011).
Em adicdo, a sobreposi¢ao de periodo de maior circulagdo dos HRV e do VRS,

de marco a junho, pdde ter contribuido para este resultado, pois a maioria das co-
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infecgdes ocorreu no mesmo periodo (dados nao mostrados). Dados similares
foram constatados por PARANHOS-BACCALA, KOMURIAN-PRADEL et al.
(2008).

Com relacdo a co-infeccoes, GREER, MCERLEAN er al. (2009)
reportaram que a deteccdo dos HRV estava associada com uma reduzida
probabilidade de se detectar outros virus respiratorios. Por outro lado, alguns
autores constataram um aumento da gravidade clinica em decorréncia de co-
infecgcoes (LINSUWANON, PAYUNGPORN et al., 2009; FRANZ, ADAMS et
al., 2010), enquanto outros nao observaram tal relagdo (LAU, YIP et al., 2007;
GERNA, PIRALLA et al., 2009; BRAND, DE GROOT et al., 2011). Neste
estudo, os dados de co-infeccdo sugerem uma associagdo do aumento da
gravidade dos sintomas clinicos somente nos casos de co-infecgdo com o VRS.

Possivelmente, a aplicagdo de diferentes critérios clinicos para determinar
a gravidade das infecgdes respiratorias em diferentes grupos de pacientes possa
influir nesses dados. MARGUET, LUBRANO et al. (2009), por exemplo,
utilizaram um amplo espectro de defini¢des clinicas para inferirem o nivel de
gravidade da infec¢do, porém incluiram apenas pacientes menores de um ano de
idade e hospitalizados devido a bronquiolite, durante o inverno. Dessa forma,
infecgdes simples pelo VRS e co-infecgdes entre HRV e VRS apresentaram
escores de severidade maiores em relacdo as infecgdes simples pelo HRV.
Diferentes parametros clinicos utilizados para definir gravidade de infecgao,
resultando em dados discrepantes, também foi discutido por PARANHOS-
BACCALA, KOMURIAN-PRADEL et al. (2008).

De qualquer forma, a inclusdo de mais de um critério pode fornecer dados
mais precisos, como por exemplo, em alguns casos de sintomas brandos em que
houve hospitalizagdo, esta ndo estava relacionada a infecgao respiratoria, mas sim
a um fator de risco que contribuiu para o agravamento da infeccao branda. Neste
aspecto, dos 34 casos de sintomas brandos pelo HRV com fatores de risco (figura
6A), 12 criangas (35,3%) foram hospitalizadas em decorréncia do fator de risco,

e nao propriamente da condicao respiratéria.
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Dessa forma, neste estudo foi incluida a associacdo de diversos critérios
para se avaliar a gravidade da infec¢do, como hospitalizagdo, necessidade de
ventilacdo mecanica, local de atendimento e avaliag¢do clinica, de acordo com a
que foi utilizada em outros estudos (PARANHOS-BACCALA, KOMURIAN-
PRADEL et al., 2008; BRAND, DE GROOT et al., 2011).

A maioria das amostras incluidas neste estudo foi proveniente do
HC/UFU, em virtude da proximidade de localizagdo entre o hospital e o
Laboratorio de Virologia, onde as amostras clinicas foram avaliadas e estocadas.
Em vista disso, vale ressaltar que o HC/UFU nao recebe apenas atendimentos
emergenciais e de urgéncia, pois o PAP ¢ um setor do hospital que atende a
populagdes de bairros vizinhos e do proprio hospital e de outras cidades onde ha
requerimento de atendimentos de baixa complexidade clinica, similarmente ao
constatado nas unidades de atendimento a satde.

Criancas infectadas com VRS, com ou sem co-infecgdo com HRV, foram
atendidas predominantemente em locais que requereram de moderada a elevada
complexidade de atendimento clinico (dados nao mostrados). Em adigdo, a
maioria dos atendimentos no berg¢ario foi em decorréncia de infecgdes pelo VRS.
Estes dados demonstraram que as infecgdes pelo VRS sdo em sua maioria graves,
afetando principalmente criangas de terna idade, de acordo com o que ja foi
demonstrado (FRYZEK, MARTONE et al., 2011), além de sugerir um papel
predominante deste virus frente a infecgdes duplas com os HRV. De fato,
CALVO, POZO et al. (2011) ja haviam constatado que o VRS estava associado
com um maior numero de atendimentos em UTI do que outros agentes
respiratérios e com perfil etdrio menor em relacdo aos HRV.

Condizente com os locais de atendimento, o presente estudo demonstrou
que, com excecao das co-infecgdes envolvendo HRV e VRS, nao houve aumento
significativo da propor¢do de casos moderados a graves comparando-se as
infeccoes simples dos HRV com as outras co-infeccoes (figura 5A). Quanto aos
sintomas clinicos, nos quais foram observadas as ocorréncias do
comprometimento dos tratos respiratorios superior e inferior, as doengas do TRS

foram mais frequentes tanto nas infecgdes simples pelo HRV como nas co-
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infecgdes, excluido os casos de VRS (figura 5B), confirmando que os HRV sao
responsaveis em sua maioria por causar sintomas brandos (MACKAY, 2008;
RUOHOLA, WARIS et al., 2009).

Entretanto, muitos casos de bronquiolite ¢ pneumonia foram observados,
principalmente em criangas menores de seis meses de idade, em infeccoes
simples dos HRV, corroborando a capacidade, ja relatada em outros estudos,
desses virus em causar infeccoes do TRI (PAPADOPOULOS, MOUSTAKI et
al., 2002; MOSSER, VRTIS et al, 2005, PARANHOS-BACCALA,
KOMURIAN-PRADEL et al., 2008; WOS, SANAK et al., 2008; BRABEC-
ZARUBA, PFANZAGL et al., 2009; MARGUET, LUBRANO et al., 2009;
CALVO, POZO et al., 2010; BRAND, DE GROOT et al., 2011). Esses casos,
somados aos sintomas de bronquite sibilante e broncoespasmo sdo condizentes
com os relatos referindo os HRV como uma das principais causas de chiado na
infancia tendo como resultados episodios subsequentes de asma (JARTTI, LEE
et al.,2008; LINSUWANON, PAYUNGPORN et al., 2009; JARTTI E KORPPI,
2011).

Os resultados do no nosso estudo indicaram que a gravidade das doencgas
respiratorias, nos casos das co-infeccoes, esta associada, em grande parte, as
caracteristicas do VRS, possivelmente pelo seu reconhecido papel em doengas do
TRI (LAU, YIP et al., 2007; GERNA, PIRALLA et al., 2009; MARGUET,
LUBRANO et al., 2009; CALVO, POZO et al., 2010; NASCIMENTO, SOUZA
et al.,2010; BRAND, DE GROOT et al., 2011).

Somado a isso, 79,4% dos pacientes com infeccio moderada a grave nas
infecgdes simples pelos HRV apresentou pelo menos um fator de risco (figura
6A). Esses fatores de risco também foram constatados por outros autores
(COLIN, MCEVOY et al., 2010; FRANZ, ADAMS et al., 2010; BRAND, DE
GROOT et al., 2011).

Quanto ao fator etdrio, apesar de ndo ter sido observada uma diferenca
significante entre o grupo que apresentou exclusivamente tenra idade com o
grupo sem fatores de risco, criangas menores de seis meses de idade foi o grupo

etario mais frequentemente afetado, com varios casos de sintomas envolvendo o
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TRI, como bronquiolite e pneumonia (figura 7) e requereram intervengdo de
moderada a elevada complexidade clinica, inclusive hospitalizagdes. Porém, em
comparagdo com faixas etdrias de criancas maiores de 12 meses de idade, a
diferenga foi evidente (figura 6B). Apesar do papel que anticorpos maternos
poderiam desempenhar frente as infecgdes pelos HRV (KELLNER, POPOW-
KRAUPP et al., 1991; SADEHARJU, KNIP et al., 2007), possivelmente a maior
frequéncia de casos moderados a graves em criangas dessa idade se deva pela
imaturidade do sistema imunoldgico. De fato, criancgas nesta faixa etaria sdo mais
vulneraveis as IRAs, mesmo na auséncia de co-morbidades (PELTOLA, WARIS
et al., 2008; MARGUET, LUBRANO et al., 2009; VAN DER ZALM, VAN
EWIIK et al., 2009).

Dentre as co-morbidades possivelmente envolvidas no agravamento da
IRA, destacaram-se a prematuridade e, principalmente, doengas congénitas
cardiacas (figura 7), associadas tanto a infec¢des pelo HRV quanto pelo VRS. A
associacdo entre prematuridade e danos do trato respiratdrio foi constatada em
um outro estudo, que demonstrou que baixa idade gestacional estava relacionada
com elevada morbidade em casos de doenga respiratoria em criangas (COLIN,
MCEVOY et al., 2010). Em outro estudo envolvendo criangas prematuras
extremas, foi relatado que uma elevada porcentagem de pacientes apresentava
danos pulmonares em decorréncia da referida condigdo, ocasionando uma maior
vulnerabilidade as infecgdes respiratorias virais € com maior gravidade da
doenga (LAUGHON, ALLRED et al., 2009).

Apesar de serem poucos os relatos descrevendo essas condigdes em
infecgdes pelos HRV, alguns deles demonstraram aumento da gravidade clinica
em infecgoes simples pelo agente associadas com doencas cardiacas congénitas e
doenca pulmonar cronica em decorréncia da prematuridade e estdo de acordo
com nossos dados (MCGRATH-MORROW, LEE et al., 2010; WATANABE,
CARRARO et al., 2010). Além disso, observamos também uma associagao entre
doencas respiratdrias ndo infecciosas e o agravamento da infecgao.

Para infec¢des causadas pelo VRS, prematuridade, doencas congénitas

cardiacas e tenra idade foram predominantes entre as co-morbidades em casos de
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sintomas moderados a graves, como também relatados em outros estudos
(SIMOES, CARBONELL-ESTRANY et al, 2008; THORBURN, 2009). A
frequéncia da presencga de fatores de risco em infecgdes moderadas a graves foi
levemente superior nos casos de VRS (88,9%) do que nos casos de HRV (79,4%)
(figura 6A). De fato, os fatores de risco frente as infec¢des pelo VRS parecem ser
mais preponderantes, como relatados por outros estudos (SIMOES,
CARBONELL-ESTRANY et al., 2008; KRISTENSEN, STENSBALLE et al.,
2009; THORBURN, 2009; FRYZEK, MARTONE et al., 2011; JUNG, 2011).
Porém, deve-se considerar que para os HRV ainda faltam relatos que possam
dimensionar com mais precisao a influéncia de co-morbidades nessas infecgdes.

Dessa forma, independentemente do agente viral causador da infecgdo, a
prematuridade, cardiopatias, além do fator etario, sdo importantes no
agravamento das IRAs, como demonstrado anteriormente, inclusive para os HRV
(KRISTENSEN, STENSBALLE et al.,, 2009; LAUGHON, ALLRED et al.,
2009; THORBURN, 2009; WATANABE, CARRARO et al, 2010; JUNG,
2011). Entretanto, mesmo que nao haja co-morbidades envolvidas nas IRAs,
tenra idade por si s6 parece ser um importante fator de risco para o agravamento
da doenga respiratoria, levando em conta que criangas menores de seis meses de
idade, sem doengas de base, podem apresentar doenca grave (MARGUET,
LUBRANO et al., 2009). Dessa forma, a faixa etaria e co-morbidades parecem
desempenhar papeis importantes na vulnerabilidade do TRI frente a infeccoes
virais em criangas muito jovens, como sugerido em outro estudo (JARTTI E
KORPPI, 2011).

No sequenciamento das espécies, a modificagdo do oligonucleotideo
HRVSAV(-) com a adi¢do de uma sequéncia ndo relacionada ao genoma do
HRV, foi realizada uma vez que o sequenciamento realizado com o
oligonucleotideo original apresentou baixa qualidade, pelo fato de ser
degenerado. Dessa forma, 42 amostras tiveram a espécie do HRV identificada.

Assim, diferentes relatos demonstraram dados similares aos deste estudo
(figura 9), nos quais as espécies A e C também foram as mais detectadas,

independente do grupo de estudo avaliado (HAN, CHUNG et al., 2009;
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MILLER, EDWARDS et al., 2009; PIRALLA, ROVIDA et al., 2009). Apesar de
varios relatos apontarem os HRV-C como uma espécie responsavel por sintomas
mais graves em relagdo as outras (LINSUWANON, PAYUNGPORN et al.,
2009; MILLER, EDWARDS et al., 2009; PIRALLA, ROVIDA et al., 2009;
BROBERG, NIEMELA et al., 2011) nossos dados sugerem, apesar de ndo serem
estatisticamente significantes, ndo haver diferengas nas frequéncias de gravidade
de sintomas entre os HRV-A e HRV-C (figura 10) e estdo de acordo com os
dados relatados por MILLER, WILLIAMS et al. (2011) com relagdo a gravidade
de bronquiolite. Além do mais, tanto para a espécie A quanto para C, resfriado
comum foi um sintoma frequentemente observado, confirmando o carater
predominantemente brando das infec¢des por esses virus, independentemente da
espécie.

As similaridades entre infecgdes por estas duas espécies ja foram relatadas
anteriormente, em termos de manifestacdes clinicas, gravidade da doenca e
hospitalizagdes (XIANG, GONZALEZ et al., 2010). Neste caso, apesar dos
autores terem avaliado apenas criancas com pneumonia adquirida na
comunidade, o estudo abrangeu tanto casos brandos quanto severos deste
sintoma.

A identificacdo de um poliovirus de cepa vacinal chama ateng¢ao pelo fato
de a amplificagdo por RT-PCR ter sido realizada com oligonucleotideos
direcionados para as sequéncias 5'UTR e VP2. Assim, os primers, as condi¢coes
da reacao de amplifica¢do e, possivelmente, o titulo viral na amostra coletada
provavelmente alteraram a especificidade do teste e possibilitaram a amplificacao
da sequéncia do genoma do poliovirus, uma vez que este agente pertence a
mesma familia dos HRV. Neste caso, a doenca respiratéria foi provavelmente
causada pelo VRS, jad que este virus também foi detectado na amostra. Dessa
forma, existe a possibilidade de que amostras de criancas recém-vacinadas contra
poliomielite possam produzir resultados falso-positivos para HRV por RT-PCR.
A sequéncia de outra amostra apresentou elevada similaridade com um

echovirus, sendo que neste caso nenhum outro agente viral foi detectado.
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6. CONCLUSOES

Apesar dos HRV estarem associados principalmente com infecgoes
respiratorias brandas, os resultados do presente estudo indicam que esses agentes
também representam um dos mais importantes virus envolvidos em casos
moderados a graves em criangas de até cinco anos de idade.

Com relacdo aos fatores que podem levar ao aumento da gravidade das
infecgdes pelos HRV, a presenga do VRS, em co-infecgdes, mostrou-se
importante. Além disso, nossos resultados sugerem que as co-infec¢des com
outros virus ndo estdo associadas com aumento da gravidade das infec¢des pelos
HRV. Apesar do que vem sendo relatado em alguns estudos, ndo constatamos
diferenca de frequéncia e de gravidade de sintomas entre as espécies A e C dos
HRYV. Porém, o numero de amostras caracterizadas foi pequeno.

Além da atuacdo do fator virologico, alguns fatores apresentados pelos
pacientes mostraram ser importantes no agravamento da doenga causada pelo
HRV. A prematuridade, as doencas respiratdrias nao infecciosas, a tenra idade e,
principalmente, as doencas congénitas cardiacas foram preponderantes neste
aspecto.

Apesar de diferentes relatos inferirem uma ampla gama de frequéncia de
deteccao dos HRV em infecgdes simples ou co-infec¢des, nosso estudo incluiu
amostras baseando-se em critérios clinicos abrangentes, no que diz respeito a
gravidade dos sintomas, casos de internagdes ou nao, locais de atendimento e
idade dos pacientes, com o objetivo de reduzir ou eliminar a possibilidade de se
obter resultados tendenciosos.

Apesar disso, alguns aspectos do presente estudo podem ser mais bem
avaliados em um futuro préoximo. Por exemplo, uma avaliacdo mais detalhada
dos fatores de risco pode trazer informagdes mais precisas, considerando que ndo
foi possivel levantar dados sobre aleitamento materno, contato das criangas com
fumantes e outras doengas atdpicas.

Em adi¢do, o presente estudo ndo incluiu a avaliagdo de pacientes sem

IRAs, o que poderia contribuir para um melhor entendimento dos HRV em
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infecgdes assintomadticas e reforcar o papel desses agentes em infecgdes
sintomaticas. Ainda, a ampliacdo das coletas das amostras nos postos de saude
municipal pode fornecer dados sobre a circulacdo desses virus na comunidade
como um todo. Por fim, a inclusdo de outros agentes respiratdrios, como CoV,
hBoV e PIV-4, pode ampliar as andlises de co-infec¢do dos HRV.

Dessa forma, a ampliagdo das andlises mencionadas acima, bem como dos
estudos sobre caracterizacdo molecular dos HRV, incluindo mais amostras e
estudos longitudinais, poderdo contribuir para se conhecer melhor os fatores de
risco que levam ao agravamento de IRAs em criancas infectadas pelos HRV,
relacionados tanto ao virus quanto ao paciente, além de aprimorar as informagdes

epidemioldgicas das infec¢des provocadas por esses agentes.
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8. ANEXOS

ANEXO 1

FICHA CLINICA - PROJETO ViRUS RESPIRATORIOS
Prontuario:
Local atendimento: Data: / /
Data nascimento: / / Idade: GénerooM F
Duragdo da gestagdo: semanas (definir: pré-termo ou termo) Cor:
Aleitamento materno: ndo  sim (duragao: )
Pais fumantes: ndo  sim Pais atopicos: ndo  sim

Doenca de base presente (descrever qual patologia apresenta)

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

Descri¢ido do quadro clinico

= Inicio dos sintomas: dias =  Dor de garganta: nao sim
= Febre: dias =  Dor no corpo: nao sim
= Coriza: dias =  Mal estar: nao sim
=  Tosse: __ dias = Secregdo ocular: nao sim
=  Espirros: _ dias = Hiperemia ocular:  nao sim
= Outros:

Freqiiéncia respiratéria: _ irpm

Murmurio vesicular: Chiados (sibilos):ndo sim

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

Medicacao em uso:

Rx de térax: Hiperinsuflagdo ndo sim
Consolidagio ndo sim
Atelectasia ndo sim
Gasometria arterial: pH= PaCO,= PaO,=
HCOs= SatO,= BE=

DIAGNOSTICO NOSOLOGICO:

Admissao: / / Local: Ventilagdo artificial: ndo sim ( dias)
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ANEXO II

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Investigagdo de co-infecg¢do viral em amostras positivas para rinovirus obtidas de criangas com doenga do
trato respiratdrio inferior, de janeiro de 2001 a julho de 2011, em Uberlandia, MG

Srs. Pais/Responsaveis,

O seu filho estd sendo convidado para participar da pesquisa de virus respiratorios em espécimes clinicos
obtidos de criangas de 0-5 anos de idade com doenga respiratoria aguda, sob responsabilidade dos
professores pesquisadores Dr. Jonny Yokosawa, Dra. Divina A. O. Queir6z e Dr. Hélio Lopes da Silveira
e colaboragdo de Thelma F.M. Oliveira, Lourengo F. Costa, Guilherme R.O. e Freitas, Nayhanne T. de
Paula, Bruno Moreira Carneiro, Tatiany Calegari, Poliana C. de Resende e Cecilia F Quirino.

Os virus respiratorios sdo os principais agentes causadores de doenga respiratoria aguda em criangas.
Sendo assim, a deteccdo do agente que pode estar causando a infecgdo em seu filho, além de auxiliar o
médico a trata-lo, ira fornecer informag¢des para trabalhos sobre mecanismos de infecgdo ¢ sobre a
circulagdo dos principais virus respiratorios em nossa regido. Para isso, precisamos colher
aproximadamente 1mL de secregdo de nasofaringe, através da instilagdo de soro fisioldgico na narina da
crianga.

Essa amostra sera coletada pelas enfermeiras Tatiany ou Poliana, também responsaveis pela aplicagao do
T.C.L.E., utilizando equipamento estéril para ndo haver risco para a crianga, € serdo processadas no
Laboratorio de Virologia da Universidade Federal de Uberlandia, para o diagnostico viral, a ser realizado
pela equipe acima referida.

O preenchimento da ficha clinica sera realizado pelo pediatra mediante informacdes obtidas dos pais ou
responsaveis pela crianga e da avaliacdo clinica. Todos os dados serdo confidenciais e os resultados da
pesquisa serdo publicados sem a identificagdo do paciente. A participagdo na pesquisa € voluntaria, sem
qualquer 6nus ou beneficio para a crianga, podendo ser encerrada a qualquer momento.

Os beneficios serdo relativos a descoberta do agente causador da doenga, que auxiliara o médico no
tratamento e também para a obtengdo conhecimento cientifico.

O paciente pode sofrer relativo desconforto quando da coleta de material clinico (instilagdo do soro
fisiologico nas narinas). Entretanto, todo material utilizado sera estéril e procedido por profissionais
treinados e capacitados (enfermeiros e médicos).

A qualquer momento os pais e/ou responsaveis pela crianga poderdo se desligar da pesquisa, sem que haja
qualquer tipo de prejuizo ou retaliacdo para a crianga ou responsaveis pela mesma.

Uma copia deste termo ficara em poder dos pais e/ou responsaveis pela crianca.

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

Instituto de Ciéncias Biomédicas — Laboratorio de Virologia

Enderego: Av. Amazonas, Bloco 4C, andar superior; C.Umuarama; Uberlandia, MG

Fone: (034) 3218-2664

Uberlandia: /]

Nome do pai/méae ou responsavel Assinatura

Enfermeira responsével pela coleta Prof. Dr. Jonny Yokosawa

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