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RESUMO

A bronquiolite viral aguda (BVA) é uma doenca
que acomete as vias aéreas de pequeno calibre
durante os primeiros dois anos de vida, com um

pico de incidéncia por volta dos seis meses de

idade. O virus sincicial respiratério (VSR) é
considerado o principal agente desta infecc¢ao.
Existem inumeras evidéncias sugerindo que esta
doenca ocorre por um processo imunomediado.

Entre os muitos aspectos que poderiam ser

levantados em relacao a BVA pelo VSR, decidimos
pesquisar sobre o envolvimento das células T do
tipo Th1, na fase aguda da doenca, medido pelo
comportamento da Interleucina-2 (IL-2) na
secregao nasofaringea.

O objetivo principal de nosso trabalho foi de estudar as concentracdes de IL-2 na
secre¢ao nasofaringea de criancas hospitalizadas por BVA causada pelo VSR. Os objetivos
secundarios foram: comparar as concentragdes de IL-2 dos doentes com as de criancas
higidas, de mesma faixa etdria, determinar a gravidade da doenga na amostra estudada e
descrever a prevaléncia do VSR na populagdo internada por BVA em dois hospitais de
Porto Alegre.

Realizamos um estudo descritivo com criangas entre 0 e 24 meses, previamente

higidas, nas primeiras 12 horas de hospitalizagdo por BVA causada pelo VSR. Desenhamos



um estudo de caso-controle aninhado ao estudo principal, visando comparar as
concentragdes de IL-2 dos casos com as de criangas higidas, de mesma faixa etaria.
Avaliamos a gravidade da doenga por meio dos seguintes parametros: medida da saturagdo
de oxigénio da hemoglobina em ar ambiente, por oximetria de pulso, Sistema de Escore
Clinico Modificado (SECM), tempo de uso de oxigénio, tempo de hospitalizagdo e uso de
ventilagdo mecanica.

Este estudo foi realizado durante o inverno de 1999, em Porto Alegre. Incluimos em
nosso estudo os pacientes internados pela emergéncia do Hospital da Crianga Santo
Antonio ¢ no centro de tratamento intensivo do Hospital Moinhos de Vento com
diagnéstico de BVA, nos quais foi identificado o VSR na secre¢do nasofaringea, por
imunofluorescéncia indireta ou imunoensaio enzimatico. Os controles foram criangas
previamente higidas submetidas a procedimentos cirirgicos eletivos, no Hospital da
Crianca Santo Antdnio. Medimos as concentracdes de IL-2 em 62 casos e 31 controles, por
meio de ensaio imunoenzimatico.

A mediana das concentracdes de IL-2 dos casos foi de 86 ng/ml (4,4 — 457,3) e dos
controles foi de 30,5 ng/ml (0 - 269,6). A comparagdo entre as medianas das concentragdes
de IL-2 dos dois grupos pelo teste de Mann-Whitney mostrou ndo haver diferencga
estatisticamente significativa entre casos e controles (P= 0,143). A média de idade nos
casos foi de 2,97 meses e de 8,3 meses nos controles (P = 0,0001). O sexo masculino
predominou entre os casos (54,8%) e entre os controles (51,6%). A saturagdo de oxigénio
da hemoglobina na admissdo encontrava-se abaixo de 95% em 66,1%. A avaliagdo da
gravidade da doenga por meio do SECM mostrou: 43,5% de casos leves, 37,1% moderados
e 8,1% graves, sendo que 11,3% apresentaram valores de escore fisioldgico. O tempo de

uso de oxigénio entre os casos foi de 4,7 dias (DP 3,54). O tempo médio de hospitalizacao



foi de 4,25 dias (DP 1,76). Ventilagdo mecanica foi utilizada em 4,8% dos pacientes. A
prevaléncia do VSR na populagdo internada por BVA nos dois hospitais estudados foi de
62,5% e 53,1%.

Concluimos que a IL-2 na secre¢do nasofaringea apresentou valores heterogéneos
tanto nos pacientes com BVA como nas criangas sem doenga respiratoria. Nao houve
associacdo entre aumento das concentracdes de IL-2 ¢ BVA pelo VSR. A avaliagdo da
gravidade na populagdo internada por BVA pelo VSR em dois hospitais de Porto Alegre,
por meio do SECM no inverno de 1999, sugeriu um predominio de quadros de menor
gravidade. Entretanto, este ndo foi o perfil dos pacientes sugerido pelos demais pardmetros
de avaliacdo que utilizamos. O VSR foi o agente predominante entre os pacientes

internados por BVA, nos hospitais estudados.



SUMMARY

Acute viral bronchiolitis (AVB) is a disease that attacks the small airways during the first
two years of age, with the highest incidence around six months of age. The respiratory
syncytial virus (RSV) is considered as the main etiologic agent of this infection. The
mechanisms responsible for the pathological changes in AVB by RSV are not yet clearly
understood. There is plenty of evidence suggesting that the disease occurs by an
immunomediated process. From among the many aspects that could be raised concerning
AVB by RSV, we have chosen to investigate the involvement of T cells (type Thl) in the
acute phase of the disease as measured by the behavior of interleukin-2 (IL-2) in the
nasopharyngeal secretion.

Our primary aim here was to assess the concentrations of IL-2 in the nasopharyngeal
secretion of children that were hospitalized due to AVB caused by RSV. Secondary aims
were: to compare IL-2 concentrations in sick individuals with those of healthy individuals
in the same age group, determine illness severity in the sample studied, and report the
prevalence of RSV in the population that was hospitalized because of AVB in two hospitals
in Porto Alegre.

A descriptive study was performed with children previously healthy 0-24 months-old,

within 12 hours of hospitalization to assess the concentrations of IL-2. A parallel case-



control study was designed to compare IL-2 concentrations with those of healthy children
of the same age group. Severity of illness was assessed through oxygen saturation by pulse
oximetry, Modified Clinical Score System, time of oxygen use, hospitalization duration,
and use of mechanical ventilation.

The present study was carried out during the winter of 1999 and included patients that were
hospitalized through the emergency ward of the Hospital da Crianga Santo Antonio and in
the intensive care unit of the Hospital Moinhos de Vento with an AVB diagnosis, with RSV
detected in the nasopharyngeal secretion by immunofluorescence or immunoenzymatic
assay. Controls were children in the same age group that were previously healthy and who
underwent elective surgical procedures in the Hospital da Crianga Santo Antonio. IL-2
concentrations were measured in 62 patients and 31 controls by immunoenzymatic assay.
The median of IL-2 concentrations was 86 ng/ml (4,4 —457,3) and 30,5 ng/ml (0 - 269,6) in
patients and controls, respectively. Comparison of the median of IL-2 concentrations by the
Mann-Whitney test in both groups showed no statistical difference between patients and
controls (P = 0.143). Mean age among patients was 2.97 months and 8.3 months in controls
(P = 0.0001). Males comprised 54,8% of the cases and 51,6% of controls. Hemoglobin
oxygen saturation at hospital admission was below 95% in 66.1% of patients. Illness
severity as measured by the Modified Clinical Score System (MCSS) showed that 43.5% of
cases were mild, 37.1% were moderate and 8.1% were severe, and 11.3% showed
physiological scores. Time of oxygen use among cases was 4.7 days (SD = 3.54).
Hospitalization duration was 4.25 days (SD 1.76). Mechanical ventilation was used in 4.8%
of patients. RSV prevalence in the population hospitalized in the two hospital studied was

62.5% and 53.1%.



We concluded that IL-2 in the nasopharyngeal secretion showed a heterogeneous behavior
both in patients with AVB and in healthy children. No association was observed between
increased IL-2 concentrations and AVB by RSV. Most of the AVB cases by RSV that
occurred in two hospitals in Porto Alegre in the winter of 1999 were mild to moderate in
severity as measured by the MCSS and more severe when measured through the other

parameters. The RSV was the chief etiologic agent of AVB, in the studied patients.



1 INTRODUCAO

A primeira descri¢do do quadro clinico da doenga aguda nas vias aéreas inferiores,
hoje conhecida como bronquiolite viral aguda (BVA) ocorreu em 1901, no livro escrito por
HOLT" apud WOHL & CHERNICK (1978). A descri¢do clinica correspondente a3 BVA,
recebeu no texto acima referido, a denominagdo de bronquite aguda catarral das pequenas
vias aéreas. Varias outras denominagdes foram utilizadas para esta doenga. EAGLE &
NEWNS®, em 1940, apud WOHL & CHERNICK (1978), foram os primeiros autores a
designar o termo bronquiolite e a sugerir a etiologia viral. A aceitagdo do termo
bronquiolite pelos pediatras s6 ocorreu no final dos anos 40, inicio dos anos 50. Varios
agentes foram associados a sindrome clinica da BVA. Entre eles estdo: Virus sincicial
respiratorio (VSR), Adenovirus 7, 3 e 21, Rinovirus, virus Parainfluenza, menos
freqlientemente o virus da cachumba e o virus Influenza e, ocasionalmente o Mycoplasma
pneumoniae (WOHL & CHERNICK, 1978). O VSR ¢ considerado o principal agente das
infecgdes do trato respiratorio inferior em lactentes e criangas pequenas (DARVILLE &
YAMAUCHI, 1998; EVERARD & MILNER, 1992; FRANKEL & DERISH, 1999;
KIMPEN & HEYMANS, 1993; RUUSKANEN & OGRA, 1993; SHEERAN et al., 1999;

SIMOES, 1999).

" Holt LE. The diseases of infancy and childhood. New York: Appleton; 1901.
" Eagle S, Newns GH. Proliferative mural bronchiolitis. Arch Dis Child 1940;15:219.



A maioria das infec¢des pelo VSR tem um curso leve. Porém, um numero pequeno
de criangas infectadas, 0,5 a 2%, desenvolve doenca grave necessitando de hospitalizacao
(EVERARD & MILNER, 1992). Os quadros mais graves de BVA pelo VSR acontecem
nos lactentes menores (GLEZEN & DENNY, 1973). E estimado que nos Estados Unidos
da América, a cada ano, cem mil criancas sdo hospitalizadas e, cerca de duas mil criangas
pequenas morrem, em conseqiiéncia de infecgdes pelo VSR (RUUSKANEN & OGRA,
1993). Enquanto nos paises desenvolvidos a mortalidade dos pacientes hospitalizados por
BVA atinge taxas menores que 1% nas criangas previamente higidas, e 3,5% nas criangas
com historia prévia de problemas cardiacos ou respiratorios (NAVAS et al., 1992; WANG
et al., 1995), ha relato de nimeros alarmantes, como 9% de o6bitos na India (CHERIAN et
al., 1990).

Um fator de importancia na BVA causada pelo VSR estd relacionado a
demonstragdo de que entre 40 a 90% das criancas que apresentaram a doenca em fase
precoce da vida, subseqiientemente desenvolveram episddios de tosse e sibilancia,
sugestivos de asma bronquica (EVERARD & MILNER, 1992; HUSSELL et al., 1996;
KIMPEN, 1996b; McCONNOCHIE & ROGHMANN, 1984; OGRA, 1989; PULLAN &
HEY, 1982; SLY & HIBBERT, 1989). Apesar de descrito por um grande numero de
pesquisadores, este conceito sobre a evolugdo dos pacientes que precocemente sofreram
BVA pelo VSR para quadros de asma bronquica no futuro, foi recentemente questionado
por STEIN et al. (1999), embasados no acompanhamento de um grupo de pacientes até os
13 anos de idade.

Outro aspecto relevante diz respeito ao custo

relacionado as infecgoes causadas pelo VSR,
sendo que o Instituto de Medicina dos Estados



Unidos da América estima um custo anual de
trezentos milhoes de délares (U$ 300.000.000) em
hospitalizagoes naquele pais, em funcao de
infeccoes por esse virus (HEILMAN, 1990).
Também nos Estados Unidos da América ha relato
na literatura sobre o crescente numero de
hospitalizagcoes, nos ultimos anos, relacionadas a
BVA desencadeada pelo VSR (SHAY et al., 1999).

O conhecimento sobre as interagbes do VSR com o hospedeiro
humano é muito limitado e o comportamento clinico da BVA
causada por este virus desperta curiosidade sobre varios aspectos
intrigantes na relagao VSR-hospedeiro. Experimentos recentes e
evidéncias clinicas sugerem que a BVA causada pelo VSR seja uma
doenga imunomediada (KIMPEN & HEYMANS, 1993).

O pouco entendimento sobre os mecanismos responsaveis pelas alteragdes
encontradas nas vias aéreas dos pacientes portadores de BVA causada pelo VSR, tem
dificultado o progresso na abordagem terapéutica especifica, que persiste com pouco
impacto na evolugao dos pacientes.

A alta prevaléncia das infec¢goes pelo VSR em
lactentes e criancas, e a auséncia de entendimento
sobre os mecanismos que desencadeiam a
patologia na BVA, tornam de grande interesse
clinico a pesquisa nessa area.

1.1 VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO

1.1.1 Historico

O virus sincicial respiratorio foi isolado pela primeira vez, em chimpanzés com
doenca respiratoria, em 1955. Na publicacio que descreveu o virus, foi sugerida a
associacdo deste com a doenga respiratoria apresentada por um funciondrio de laboratdrio,

e houve referéncia a dados soroldgicos sugestivos de que outros seres humanos poderiam



ter sido infectados pelo virus da coriza do chimpanz¢, ou por um agente muito semelhante a
ele (MORRIS et al., 1956). No ano seguinte, o mesmo virus foi identificado em dois
lactentes com doenca respiratoria, em Baltimore, nos Estados Unidos da América
(CHANOCK et al., 1957). O quadro clinico desses pacientes era muito semelhante ao
apresentado pelos chimpanzés, e as caracteristicas laboratoriais dos virus isolados eram
indistingliiveis daquelas do agente da coriza do chimpanzg.

Na ¢época em que foi isolado dos animais, o virus foi denominado de “agente da
coriza do chimpanzé”. Logo a seguir, foi rebatizado de virus sincicial respiratorio, em
funcdo de sua habilidade para induzir a formacdo de sincicio (massa de protoplasma
multinucleada produzida pela fusdo de células), em cultura de tecidos. Desde a sua
descri¢do original, em 1956 — 1957, o VSR tem sido muito estudado em fungdo de sua alta

prevaléncia e pela importancia das infec¢des no trato respiratorio inferior que causa.

1.1.2 Virologia

O VSR ¢ classificado no género Pneumovirus, que pertence a familia
Paramixoviridae. Possui uma cadeia simples de RNA em seu genoma e seu diametro ¢ de
150 a 300 nm. Caracteristicas do VSR incluem o numero e a ordem de seus genes ¢ a
auséncia de atividade de hemaglutinina e neuraminidase (COLLINS et al., 1995). Na capa
viral encontram-se varias proteinas, sendo as glicoproteinas F e G, as mais importantes. Sdo
proteinas de superficie ¢ as maiores responsaveis pela determinagdo antigénica do virus.
Sdo estas proteinas do VSR que induzem a formagdo de anticorpos neutralizantes e

protetores. A proteina G ¢ responsavel pela ligacdo do virus a célula do hospedeiro e a



proteina F ¢é responsavel pela penetragdo do virus e a formagdo de sincicio (HALL &
McCARTHY, 2000).

O VSR ¢ muito sensivel as mudangas de temperatura. HAMBLING (1964)
demonstrou que apenas 10% dos VSR resistiram apds a exposicdo por 5 minutos a uma
temperatura de 55 °C; a 37 °C o virus permaneceu estavel por 1 hora e apenas 10% da
infectividade permaneceu apds 24h; a 25 °C, 10% da infectividade se manteve presente
apos 48h e, a4 °C, 1% da infectividade se manteve, apos 7 dias. O VSR também tolera mal
os meios acidos sendo que o pH 7,5 € o ideal para a preservacdo do mesmo.

Durante muito tempo acreditou-se que o VSR possuia pouca heterogeneidade
antigénica. Apesar de evidéncias de comportamento antigénico diferente, avaliado pela
cinética de neutralizagdo usando soro animal, todas as cepas pareciam muito relacionadas
entre si e foi acreditado que elas se comportavam epidemiologicamente como um unico
sorotipo (PRINCE et al., 1985b). Pouco depois, usando imunofluorescéncia indireta com
anticorpos monoclonais, foram analisadas as variacdes antigénicas e demonstrada a
existéncia de pelo menos dois subtipos distintos de VSR, A e B, inicialmente chamados de
1 e 2. (ANDERSON et al., 1985; HENDRY et al., 1986; MUFSON et al., 1985). Entre os
subtipos A e B foram descritas diferencas antigénicas nas proteinas G, F, N, e P
(ANDERSON et al., 1985; MUFSON et al., 1985). Foram descritos seis subgrupos no
grupo A e trés no grupo B (ANDERSON et al., 1991). Embora as cepas A e B possam co-
circular numa mesma estacdo do VSR, o subtipo A ¢ mais prevalente na maioria das
epidemias (ANDERSON et al., 1985; HEILMAN, 1990; HENDRY et al, 1986;
KNEYBER et al., 1996). Na coorte realizada por WANG et al. (1995), no Canada, o
subgrupo de maior prevaléncia foi o B. O predominio das infec¢des pelo grupo A poderia

ser explicado pelos achados que sugerem que o virus do grupo A induz a maior prote¢ao



contra infec¢des subseqiientes pelo grupo B, do que o inverso (MUELENAER et al., 1991).
Aparentemente o subgrupo A ¢ responsavel por quadros mais graves de doenca (HALL et
al., 1990; TAYLOR et al., 1989). Outros autores, porém, ndo observaram diferencas quanto
a evolucdo no quadro clinico dos pacientes com infec¢des pelos diferentes subgrupos do
VSR (HENDRY et al.,, 1986; KNEYBER et al., 1996; WANG et al., 1995), enquanto

outros detectaram doenga mais grave com o subtipo B (HORNSLETH et al., 1998).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

1.2.1 Freqiiéncia

E estimado que o VSR seja responsavel por 40 a 50% das
hospitalizagdes por bronquiolite, nos Estados Unidos da América
(HEILMAN, 1990). Outros autores relataram 87% de positividade do
VSR em criangas hospitalizadas por doencga das vias aéreas
inferiores (HALL & DOUGLAS, 1975). Um estudo realizado em
Washington mostrou 43% de infecgdes pelo VSR em todas as
criancgas internadas por BVA (KIM et al., 1973). Os relatos sobre a
prevaléncia do VSR no Brasil sdo de 53% das hospitalizagdes por
BVA, em Porto Alegre (FISCHER, 1994) e de 38 % em pacientes
com infecgao viral do trato respiratério, no Rio de Janeiro
(SUTMOLLER et al.,1995).

Permanece ainda obscura a razdo pela qual o VSR pode reinfectar os individuos,

varias vezes, durante a vida. Infecgdes repetidas pelo virus sdo comuns e nenhum grupo
etario esta protegido (HALL et al., 1991; HENDERSON et al., 1979).
Encontra-se na literatura o relato de que quase todas as criangas sdo infectadas pelo

VSR até o segundo ano de vida (GLEZEN et al., 1986).

1.2.2 Sazonalidade

Evidéncias de infecgdes pelo VSR foram encontradas em todas
as areas do mundo estudadas. Em regides com grandes diferengas
climaticas, a infeccéo pelo VSR parece apresentar caracteristicas
muito semelhantes (BERMAN, 1991; GLEZEN & DENNY, 1973;



PARROT et al., 1973). A infeccao pelo VSR apresenta um
comportamento sazonal caracteristico de natureza epidémica, com
picos de maior ocorréncia durando entre 2 e 4 meses. A
sazonalidade varia consideravelmente nas diferentes regiées. Em
clima temperado, mediterraneo e deseértico as epidemias séo
associadas com o inverno. Nos climas tropicais ha associagdo com
a estacao das chuvas (WEBER et al., 1998). A razéo pela qual os
picos de infecgdo pelo virus ocorrem em situagdes climaticas
distintas, frio e seco e, quente e umido, nao é conhecida.

1.2.3 Idade

O VSR ¢ o tnico virus que preferencialmente induz a infecgdes respiratdrias graves
nos primeiros meses de vida. A infec¢do primdria pelo VSR ocorre mais freqlientemente
entre as 6 semanas e os 2 anos de idade. O pico de incidéncia da BVA ¢ entre os 2 e 6
meses de idade. Infeccdo pelo VSR ¢ rara antes de 1 més de vida (GLEZEN et al., 1981;
HOLBERG et al., 1991). AVENDANO (1991), entretanto, encontrou 28% das criangas
abaixo de 1 més de idade, em sua amostra de pacientes infectados pelo VSR.

No estudo realizado em Houston com acompanhamento de 125 criangas desde o
nascimento até 1 ano de idade e, 92 acompanhadas por 24 a 60 meses, foi observado que: a
infeccdo ocorreu em 68,8% das criangas abaixo de 12 meses de idade e em 82,6% até o
segundo ano de vida. Virtualmente todas as criangas foram infectadas pelo menos uma vez
até 24 meses de idade e cerca de metade delas experimentaram duas infecgdes. As
reinfec¢des foram geralmente mais leves e, o risco para reinfec¢do decresceu para 33,3%,

no quarto ano de vida e 25% em adultos (GLEZEN et al., 1986, HALL et al., 1991).

1.2.4 Fatores de Risco
Varios fatores de risco tém sido relacionados a doenga de vias aéreas inferiores pelo
VSR. Entre os fatores de risco ja bem definidos estdo: lactentes saudaveis menores de 3

meses de idade, pacientes com historia de prematuridade, lactentes portadores de doenca



pulmonar (displasia bronco-pulmonar, fibrose cistica), lactentes portadores de cardiopatias
congénitas e imunodeficiéncias (SIMOES, 1999).

Nos primeiros meses de vida a infecgdo ¢ mais comum no sexo masculino. Em
estudos realizados com pacientes abaixo de 6 meses de idade, nos quais foi estabelecido o
diagnéstico de BVA por VSR, os autores verificaram uma incidéncia da doenca de 2,4%
em meninos ¢ 1,5% em meninas (GLEZEN et al., 1971; GLEZEN & DENNY, 1973).
Estima-se que os meninos desenvolvam uma forma mais grave de doenca, em fungdo do
predominio de hospitalizagdes em pacientes do sexo masculino (HOLBERG et al., 1991;
PARROT et al., 1973).

Além do grupo de maior risco para doenga pelo VSR citado anteriormente, alguns
outros fatores de risco também foram implicados no desenvolvimento de BVA mais grave,
entre eles: baixo nivel sdcio-econdomico, polui¢do por fumo dentro de casa, ambiente com
aglomerados, familia com histéria de asma ou atopia e, talvez, infec¢do pelo subgrupo A
(ANDERSON et al., 1988; GLEZEN et al., 1981; HOLBERG et al., 1991; LAING et al.,
1982; SIMOES, 1999). No estudo de WANG et al. (1995) o nivel s6cio-econdmico ¢ a
freqiiéncia a creche ndo mostraram significancia em relagdo a morbidade.

Embora pouco seja conhecido sobre a epidemiologia do VSR em regides tropicais e
nos paises em desenvolvimento, a revisdo sobre o material disponivel na literatura,
realizada por WEBER et al. (1998), mostrou que a distribui¢@o etaria ¢ similar a dos paises
desenvolvidos, sendo que dois ter¢os dos pacientes hospitalizados em conseqiiéncia de
infecgdes pelo VSR tém menos de 1 ano de idade.

Nos paises em desenvolvimento, os fatores de risco ndo estdo definidos, embora os
aglomerados, poluicdo por fumo em casa e desnutricdo possam contribuir para o

desenvolvimento de formas mais graves da doenca (SELWYN, 1990; SIMOES, 1999).



Quanto a desnutri¢do, entretanto, no levantamento dos dados disponiveis na literatura sobre
os paises em desenvolvimento, este fator ndo se mostrou como um risco para infecgdes
mais graves das vias aéreas inferiores, pelo VSR (WEBER et al., 1998).

Os niveis de anticorpos maternos mostraram correlagdo com a maior protecao
contra o VSR, nos primeiros meses de vida. Também foi demonstrado que os lactentes que
apresentaram formas mais graves de BVA pelo VSR tinham niveis mais baixos de
anticorpos, no soro coletado proximo ao inicio do quadro (GLEZEN et al., 1981).

Em adultos idosos, o baixo nivel de anticorpos também se mostrou um fator de alto
risco para o desenvolvimento de doenga sintomatica pelo VSR (FALSEY & WALSH,
1998).

Aleitamento materno por mais de 1 més mostrou efeito protetor, especialmente nas

criancas de mais baixo nivel sdcio-economico (HOLBERG et al., 1991).

1.2.5 Transmissao

O VSR ¢ transmitido por goticulas grandes, contamina¢ao de objetos ou por contato
direto com secre¢des contaminadas. Contato muito proximo parece ser necessario para
ocorrer a passagem da infeccdo de uma pessoa para outra. No estudo realizado por HALL
et al. (1980), ndo houve relato de contaminagao entre as pessoas que permaneceram a uma
distancia superior a 1,8 m das criancas infectadas pelo VSR. A via mais importante de
transmissdo parece ser a auto-inoculacdo através dos dedos contaminados com secrecao
infectada. O virus pode permanecer de forma viavel em aventais de 45 minutos a 6 horas,
em luvas de borracha por 1 hora e 30 minutos e na pele por 20 minutos (HALL et al.,
1980). Acredita-se que estes tempos de sobrevida do virus sejam suficientes para transferi-

lo para as pessoas, principalmente para a equipe hospitalar. As maos transmitem o virus



para a mucosa nasal ou conjuntiva, de onde ele se dissemina para o trato respiratdrio
superior.

Um paciente infectado pelo VSR pode permanecer eliminando virus por um periodo
médio de 7 a 10 dias (HALL et al., 1976; WARIS et al., 1992).

O periodo de incubacdo ¢ de 2 a 8 dias, usualmente. A infeccdo atinge o trato
respiratorio inferior em poucos dias, a partir do inicio dos sintomas (HALL &

McCARTHY, 2000).

1.3 PATOGENIA

A maneira como o VSR desencadeia os achados patoldgicos da BVA, continua um
mistério (HALL & McCARTHY, 2000). As informagdes existentes sobre a patogenia da
BVA pelo VSR sdo fragmentadas e, os mecanismos da doenga ndo sdo totalmente
entendidos. Estudos em humanos sdo limitados em fun¢do da pouca idade dos pacientes
mais comumente acometidos, assim como pela baixa taxa de mortalidade.

Alguns autores sugeriram que a gravidade da BVA nos lactentes pequenos pudesse
ser explicada com base em principios anatdomicos, sem o envolvimento de mecanismos
imunoldgicos. A simples exposicdo a grandes concentragdes virais associada ao pequeno
calibre das vias aéreas, poderia ser suficiente para determinar a gravidade da doenga, neste
grupo etario. As vias aéreas dos lactentes pequenos sdo particularmente vulneraveis a
qualquer grau de inflamacao e obstrucdo. Isto se conclui ao considerar que a resisténcia ao
fluxo de ar na via aérea ¢ relacionada inversamente ao cubo do raio desta mesma via aérea.
Infeccdes das vias aéreas pequenas de lactentes resultam, portanto, em maiores alteragdes

fisiologicas do que em criangas maiores ¢ a situagdo fica agravada ainda mais, em funcao



dos mecanismos compensatorios estarem menos desenvolvidos nesta etapa precoce da vida
(HOGG et al., 1970).

Este enfoque, porém, parece insuficiente para explicar as diferentes alteragdes e
evolucdes apresentadas pelas criangas que desenvolvem a BVA pelo VSR.

Na tentativa de chegar ao entendimento da patogenia da BVA causada pelo VSR, a
resposta imune a este virus, tem recebido maior atencdo de clinicos e pesquisadores. Uma
parte importante das informacdes sobre a imunologia do VSR tem derivado de
experimentos em animais. Intimeros achados clinicos e experimentos sofisticados em
animais, sugerem um efeito chave da resposta imune ao VSR, na patogenia da infeccao
(KIMPEN & HEYMANS, 1993). Parece haver um delicado balango entre a
imunopatologia e a imunoprotecdo (RUUSKANEN & OGRA, 1993). Mecanismos de
imunidade especifica (anticorpos e células T), assim como de imunidade inespecifica
(células exterminadoras naturais, mondcitos/macrofagos, granulocitos: neutréfilos,
basoéfilos e eosinofilos), fazem parte da imunidade contra o VSR e provavelmente também

da patogenia (KIMPEN & HEYMANS, 1993).

1.3.1 Imunidade Mediada por Anticorpos

O primeiro fato na BVA que despertou questionamentos sobre a resposta imune, foi
a peculiaridade de acontecer de forma mais grave na época em que 0s anticorpos maternos
recebidos por via placentaria estdo invariavelmente presentes, € de forma abundante. Outro
fato marcante foi a gravidade observada na doenga que ocorreu por infec¢do natural, em
lactentes e criangas que tinham altos titulos de anticorpos circulantes, apos receberem a
vacina com VSR inativado, na década de 60 (FULGINITI et al., 1969). A vacina do VSR

inativado provocou o surgimento de anticorpos fixadores de complemento nas criangas



antes soronegativas, e levou a aumentos de 4 vezes ou mais nos titulos de anticorpos em
pacientes inicialmente soropositivos. Apesar disto, a exposi¢do natural ao virus resultou
num aumento da incidéncia da doenga, assim como na gravidade do quadro, nos pacientes
hospitalizados. A publicagdo destes dados, trouxe questionamentos sobre o papel dos
anticorpos na doenga das vias aéreas inferiores pelo VSR (FULGINITI et al., 1969; KIM et
al., 1969).

Os primeiros estudos para entender a patogenia da infec¢do pelo VSR aconteceram
a partir do reexame do soro armazenado, de pacientes que haviam recebido a vacina de
VSR inativado em formalina, nos anos 60. MURPHY et al. (1986) demonstraram que as
criancas vacinadas tinham anticorpos tanto para a glicoproteina de fusdo F, como para a
glicoproteina de superficie G. A informagao principal foi que, embora o titulo de anticorpos
fosse 25 vezes maior que o dos pacientes com mesma idade submetidos a infecgdes
naturais, a resposta a glicoproteina G foi pobre ou ausente nos lactentes menores. O que
havia na verdade era um excesso de anticorpos ndo funcionantes, sem habilidade
neutralizante especifica. Mais tarde MURPHY & WALSH (1988) demonstraram que esta
falta de protegdo era associada a anticorpos sem capacidade de neutraliza¢do, assim como
sem capacidade de inibi¢do da atividade de fusao.

O envolvimento dos niveis séricos de anticorpos na imunidade contra o VSR
permaneceu por muito tempo sem entendimento. Enquanto para alguns autores, os niveis de
anticorpos séricos ndo demonstraram valor preditivo do risco de infec¢do, gravidade da
doenca ou recuperagdo (PARROT et al., 1973; TOMS & SCOTT, 1987), outros autores
concluiram que os altos niveis de anticorpos maternos estdo relacionados com menor

nimero de infec¢des e com menor gravidade da doenca (GLEZEN et al., 1981).



Além da resposta sistémica com anticorpos, BESREDKA®, em 1927 apud
WALDMAN & GANGULY (1974) ja se referia a existéncia de um sistema imune local
residindo na superficie das mucosas. Durante algum tempo acreditou-se que os anticorpos
séricos chegavam até as secregdes externas e assim acontecia a imunidade mucosa.
WALSH & CANNON", na década de 30 apud WALDMAN & GANGULY (1974), através
de experimento em animais demonstraram que os anticorpos da cavidade nasal eram
produzidos localmente. Ha na literatura, inimeros relatos demonstrando a resposta com
anticorpos especificos IgM, IgG e IgA, no soro como também nas mucosas, em criangas
que sofreram infec¢do primdria ou reinfec¢des pelo VSR (KAUL et al., 1981; MCINTOSH
et al., 1979; MEURMAN et al., 1984; WELLIVER et al., 1980b). Outro achado comum a
parte destes autores foi o da presenca de maiores titulos de anticorpos na convalescenca,
naqueles pacientes com 6 meses de idade ou mais quando desenvolveram a doenga (KAUL
et al., 1981; WELLIVER et al., 1980b). Os dois ultimos grupos de pesquisadores citados,
igualmente constataram uma resposta com anticorpos mais rapida e mais duradoura na
reinfeccdo, o que poderia explicar a natureza mais leve da doenca clinica associada a
reinfeccdo pelo VSR. A capacidade de resposta local com anticorpos, correspondendo as
mucosas citadas acima, parece ser importante uma vez que o virus se dissemina de célula a
célula e, em estudos animais, os anticorpos séricos circulantes ndo preveniram a replicacdo
viral na cavidade nasal (TAYLOR et al., 1984).

Estudos mais recentes definiram melhor a resposta com anticorpos a proteinas

especificas do VSR e ndo conseguiram implicar a imunidade humoral na patogenia da

* Besredka A. Local immunization. Baltimore: Williams and Wilkins; 1927.

* Walsh TE, Cannon PR. Immunization of the respiratory tract: a comparative study of the antibody content of the
respiratory and other tissues following active, passive and regional immunization. J Immunol 1938;35:31-46.



doenca pelo VSR, mas mostraram o efeito potencialmente benéfico e protetor dos
anticorpos especificos (WALSH et al., 1987).

Embora as infeccdes graves pelo VSR tipicamente ocorram em criangas com
anticorpos para o VSR em seu sangue, vindos da mae ou de infecgdes prévias pelo virus,
existem hoje evidéncias convincentes de que anticorpos contra o VSR podem proteger o
paciente das infec¢des por este virus. Primeiro, porque pacientes que desenvolveram BVA
pelo VSR mostraram possuir niveis mais baixos de anticorpos neutralizantes deste virus,
em relacdo as criangas que nasceram no mesmo periodo e ndo desenvolveram a doenga
(GLEZEN et al., 1981). Segundo, porque foi demonstrado que soro de animais imunes ao
VSR protege os animais receptores da agressdo pelo virus e, o nivel de protecdo estd
correlacionado com o titulo de anticorpos transfundido (PRINCE et al., 1985a). Terceiro,
em funcdo das evidéncias de que imunoglobulina humana para o VSR (VSR-IGIV),
protege os lactentes humanos de infecgdes pelo VSR, demonstrado por dois importantes
trabalhos (GROOTHIUS et al., 1993; THE PREVENT STUDY GROUP, 1997).

Quanto aos anticorpos IgE especificos contra o VSR, ¢ sugerido que sejam
predominantemente produzidos nas superficies mucosas (WELLIVER et al., 1985), e que a
magnitude dos niveis de resposta com este tipo de anticorpos na fase aguda da BVA pelo
VSR, seja um indicador prognostico para sibilancia subseqiiente (WELLIVER et al., 1986).
Em 1980a, WELLIVER et al. também sugeriram que a produ¢do de IgE e a subseqiiente
liberagdo de mediadores quimicos do broncoespasmo, poderiam contribuir na patogenia da
doenca aguda. E, em 1981, WELLIVER et al. relataram que a formacao de IgE e liberacao
de histamina mostraram-se relacionadas com maior prevaléncia de sibilancia e sugeriram o

provavel envolvimento de outros mediadores.



Contrariamente ao pensamento vigente ha cerca de trés décadas e apesar de ndo
haver uma explicagcdo adequada para o fato de a doenga ocorrer na presenca de anticorpos

maternos, € aceito hoje que a imunidade humoral contra o VSR atua protegendo o

hospedeiro, mesmo que nao seja de uma forma completa.

1.3.2 Imunidade Celular

Durante a década de 60 comegou o interesse sobre a imunidade celular mediada, um
aspecto da resposta imune anteriormente muito menos compreendido que o sistema de
imunoglobulinas. Estudos nesta area resultaram no entendimento do fato que a
sensibilizacdo de células seria importante na prote¢do contra certas infec¢des (WALDMAN
& GANGULY, 1974).

Conforme ja comentamos, um possivel envolvimento do sistema imune especifico,
na patogenia da BVA pelo VSR, foi sugerida ao ser comparada a gravidade da evolucdo
clinica dos pacientes que contrairam a infec¢do apos serem vacinados, na década de 60, em
comparagdo com as criancas ndo vacinadas. Os achados anatomo-patologicos de um
paciente que foi ao Obito revelaram broncopneumonia extensa, areas de atelectasia
intercaladas com zonas de enfisema e pneumotérax. Na microscopia foi encontrado
infiltrado de células mononucleares e eosinofilos (KIM et al., 1969). Até esta época, todos
os raciocinios sobre a génese da doenca incluiam anticorpos ndo funcionantes ou
complexos imunes IgG-VSR, e ndo o envolvimento da imunidade celular.

Em 1980, McINTOSH & FISHAUT fizeram uma revisdo das teorias sobre a
imunopatologia da doenga das vias aéreas inferiores causada pelo VSR e concluiram que a
participacdo da imunidade celular na resposta do hospedeiro a infec¢do pelo VSR havia até

entdo sido alvo de investigagdo limitada e muita especulacao.



A demonstracdo em modelo animal (BANGHAM et al., 1985) das células T
citotoxicas, VSR-especificas, tornou evidente que as células T deveriam ser importantes na
defesa antiviral. Posteriormente, em modelo animal, as células T citotoxicas foram
associadas, tanto com a eliminagdo do virus dos pulmdes, como com o desenvolvimento da
patologia pulmonar (GRAHAM et al., 1991; HUSSEL et al., 1996). A destruicao direta das
células infectadas, por citolise apos reconhecimento, parece envolver a participacdo de
varios tipos de células, incluindo: linfocitos T, linfocitos ndo T dependentes de anticorpos
ou células citotdxicas, células ndo especificas ou exterminadoras naturais ¢ macréfagos
(FISHAUT et al., 1980).

Acredita-se hoje, que a imunidade celular ¢ o mecanismo classico de defesa contra
as infecgdes virais. O envolvimento da imunidade celular na imunopatogénese da BVA
causada pelo VSR continua, entretanto, ainda indefinida. Em humanos, a participagdo da
imunidade celular na génese da doenca, ¢ ainda menos entendida que no modelo animal
(BONT et al.,1999).

Os modelos experimentais utilizados pelos pesquisadores tém, com freqiiéncia,
avaliado de maneira independente as diferentes células ativadas pelo VSR. Porém, a
medida que o conhecimento evolui para o envolvimento das citoquinas na resposta
inflamatoria, torna-se interessante notar que diferentes tipos de células, incluindo células
epiteliais, macrofagos e linfocitos T sdo potenciais orquestradores da cascata imune

iniciada com a infec¢do pelo VSR (KIMPEN, 1996a).

1.3.3 Citoquinas
As citoquinas sdo comunicadoras primérias do sistema imune inespecifico.

Citoquina ¢ o termo utilizado para denominar um numero rapidamente crescente de



proteinas ou glicoproteinas (mais de 250 até o momento) que servem como mensageiras
quimicas entre as células (OBERHOLZER et al., 2000).

Inicialmente as citoquinas foram descritas amplamente como sendo produzidas ou
atuando nas células do sistema imune e sistema hematopoiético, mas hoje é sabido que a
participagdo das citoquinas ¢ igualmente importante para outros tipos de células, como as
epiteliais. A acdo ¢ mediada usualmente por receptores especificos na mesma célula
(autocrina) ou de células adjacentes (paracrina). Os efeitos podem ser estimuladores ou
inibidores e tipicamente incluem ativacdo, proliferacdo ou diferenciagdo das células alvo,
que estdo freqiientemente envolvidas com a defesa do hospedeiro e processos de
recuperagdao (BANKS, 2000).

As citoquinas inflamatorias sdo essenciais para o funcionamento 6timo do sistema
de defesa e restabelecimento do ser humano. As mesmas citoquinas, entretanto, sio
mediadores potencialmente danosos de reagdes infecciosas e imuno-inflamatorias. Muitas
citoquinas induzem a producdo de outras citoquinas e, algumas aumentam a sua propria
produgdo e secre¢dao. Algumas citoquinas também inibem a produgdo e ou fun¢do de outras
citoquinas (BENDTZEN, 1994).

Varios autores tém concentrado seus esforcos na tentativa de esclarecer a
participacdo de diferentes citoquinas na patogenia da BVA causada pelo VSR. O modelo
animal tem sido a maneira mais utilizada para os estudos, em funcdo das limitagdes da
pesquisa em humanos, que ¢ conseqiiéncia do grupo etdrio mais atingido pela doenca. As
evidéncias demonstradas pelos pesquisadores sugerem que a génese da doenga estd

relacionada a um processo de grande complexidade.



Pesquisas em modelo animal tém sugerido a importancia das células T na resposta
imune ao VSR. Os linfocitos T auxiliares (T helper) do tipo Thl se mostraram importantes
na eliminacdo viral (GRAHAM et al., 1991; HUSSEL et al., 1996).

A medida da resposta ao estimulo com VSR em células do sangue periférico de
adultos evidenciou resposta do tipo Thl, expressa pela producdo de Interleucina-2 (IL-2) e
interferon gama, no estimulo com VSR vivo, e respostas do tipo Thl e Th2 expressas pela
produgdo de IL-2, Interferon gama, Interleucina-4 (IL-4) e Interleucina-10 (IL-10), no
estimulo com VSR inativado (JACKSON & SCOTT, 1996).

Em seres humanos, diferentes citoquinas estdo sendo pesquisadas tanto no soro
como, principalmente, na secre¢do nasofaringea.

Relatos das avaliagdes séricas da resposta imune ao VSR em criangas acometidas
de BVA, revelaram resposta do tipo Th2 (RENZI et al., 1997), assim como auséncia de
resposta tanto Th2 quanto Thl (BONT et al., 1999). Por outro lado, niveis elevados de
Interleucina-8 (IL-8) sérica foram referidos como marcadores de gravidade da doenga
(BONT et al., 1999).

As publicagdes disponiveis sobre concentragdes de citoquinas na secrecao
nasofaringea de pacientes com infec¢des graves das vias aéreas inferiores pelo VSR sdo
recentes.

ABU-HARB et al. (1999), dosando IL-8 na secrecdo nasofaringea de lactentes com
a doenga em questdo, constataram niveis mais altos nesses do que nos controles, porém nao
correlacionaram este achado a gravidade da doenga.

SHEERAN et al. (1999) dosaram IL-6, IL-8 e IL-10, na secre¢do nasal e aspirado
traqueal na admissdo dos pacientes acometidos de BVA, comparando casos graves que

corresponderam a pacientes em ventilagdo mecanica, casos menos graves e criancas higidas



como controles. Demonstraram em seus resultados que os niveis de interleucinas eram
significativamente maiores nos pacientes doentes, e que as concentracdes de IL-8 e IL-10
no aspirado traqueal guardaram uma relacdo inversa com a gravidade da doenga.
Concluiram questionando se os achados indicariam que essas citoquinas estariam
associadas com fatores que limitam a gravidade da doenga pelo VSR ou, de maneira
alternativa esta correlagdo inversa entre a concentracdo de interleucinas e a gravidade da
doenca, poderia ser apenas indicagdo de um certo estagio na progressdo da cascata
inflamatoria induzida pelo VSR.

HORNSLETH et al. (1998) publicaram um estudo no qual observaram que altos
niveis de IL-6 na secrecdo nasofaringea estavam relacionados com doenga de menor
gravidade.

JOSHI et al. (1998) publicaram um estudo comparando niveis de IL-2 na secre¢do
da nasofaringe e aspirado traqueal de criangas submetidas a ventilagdo mecéanica por BVA
causada pelo VSR. Esses autores descreveram haver correlacdo entre as concentragdes de
IL-2 na secrecdo nasofaringea e no aspirado traqueal, e os mesmos concluiram ser a
secre¢cdo nasofaringea, um adequado material para a dosagem e, a IL-2 uma importante
interleucina no processo de avaliacdao da inflamacao no trato respiratorio.

A IL-2 derivada das células T atinge uma variedade de células para induzir seu
crescimento, diferenciagdo e ativacdo funcional. Uma das maiores fungdes desta
interleucina ¢ a ativagao, crescimento e diferenciagdo das células T (CURFS et al., 1997). A
IL-2 produzida por uma célula T ativada de maneira autdcrina, estimula o crescimento e a
proliferacao de linfocitos T antigeno-especificos, assim como de células B. A subclasse de
células T que mais produz IL-2 ¢ a das células CD4+, embora as células CD8+ também

possam produzir pequenas quantidades de IL-2. Além do efeito autdcrino, a IL-2 induz a



produgdo de outras citoquinas derivadas das células T como o Interferon gama e o Fator de
necrose tumoral beta, que resulta em ativagdo de mondcitos, neutrdfilos e células
exterminadoras naturais. E evidente que desta forma a IL-2 também contribui para a
geragdo e propagacao da resposta imune antigeno-especifica (CURFS et al., 1997).

A real importancia das citoquinas no processo de doenga, na BVA causada pelo
VSR, ¢ um assunto ainda em fase de investigacdo e com inumeras perguntas a serem

respondidas.

1.4 PATOLOGIA

Em 1970, AHERNE et al. relataram as alteragdes patoldgicas
identificadas em lactentes que morreram de BVA, causada pelo
VSR. A primeira lesdo da BVA é a necrose do epitélio respiratério.
Em consequéncia ocorre infiltrado peribronquiolar por linfécitos,
plasmécitos e macréfagos. Ocorre edema submucoso, sem grandes
alteracdes no tecido elastico ou na musculatura lisa.
A destrui¢do do epitélio ciliado leva a dificuldade para manejar as secregoes, que

estdo freqiientemente aumentadas. Estas alteragdes provocam a formagdao de tampdes de
muco e fragmentos celulares, levando a regides de obstrugdo total ou parcial das vias
aéreas, por um ou mais mecanismos: obstru¢do valvular permitindo somente a entrada de
ar, o que leva a hiperinsufl¢ao; obstrugao com completo bloqueio do fluxo aéreo levando a
atelectasias; e, mecanismo valvular somente com saida de ar levando a atelectasia rapida
(LA VIA et al., 1992).

A regeneragdo epitelial dos bronquiolos acontece a partir da membrana basal,
geralmente em cerca de 3 a 4 dias e, a regeneracao dos cilios ocorre apos 2 semanas ou

mais (AHERNE et al., 1970).



Pneumonia intersticial pode ocorrer, com espessamento dos septos interalveolares
causado por edema e infiltragdo linfocitaria. As alteracdes variam de hiperplasia a
descamagdo, raramente ocorrendo uma destrui¢ao grave e difusa do epitélio respiratdrio.
Camadas de epitélio estratificado indiferenciado podem ser vistas. Também pode haver
resposta inflamatéria bronquica pronunciada que se estende do espaco peribronquico até as
paredes alveolares. Este tipo de lesdo ¢ raro quando o agente etioldgico € o VSR, ocorrendo

mais freqlientemente com o Adenovirus (AHERNE et al., 1970).

1.5 QUADRO CLINICO

As manifestagdes clinicas das infec¢des pelo VSR variam desde um resfriado até
quadros graves de pneumonia e bronquiolite aguda (STEINHORN & GREEN, 1990;
SMITH et al., 1991). O envolvimento das pequenas vias aéreas ¢ a caracteristica principal
da infeccdo pelo VSR, sendo a bronquiolite viral aguda a mais importante e distinta
sindrome clinica produzida (CHERIAN et al., 1990).

Infecg¢@o pelo VSR usualmente inicia pela nasofaringe, manifestando-se com coriza
e congestdo, freqiientemente associadas a febre. No periodo subseqiiente de 2 a 5 dias pode
ocorrer progressdo da doenca levando ao envolvimento do trato respiratorio inferior. A
intensidade e duracdo da febre ndo guardam correlacdo com a gravidade da doenga e,
usualmente a febre ja desapareceu quando o paciente ¢ levado para cuidados médicos.
Tosse ¢ freqiiente e costuma ser um sinal predominante, podendo ter comportamento
paroxistico e associar-se a vOmitos. O envolvimento do trato respiratorio inferior fica
evidente com o surgimento de disfuncao respiratoria, aumento da freqiiéncia respiratoria e
tiragem. Nos pacientes acometidos de BVA, ocorre obstrugao das vias aéreas de pequeno

calibre, tanto na fase inspiratoria como na expiratéria. Na ausculta pulmonar encontram-se



estertores crepitantes e sibilos que podem ter intensidade flutuante (HALL & McCARTHY,
2000).

Lactentes no primeiro més de vida podem apresentar um curso clinico atipico,
caracterizado por: febre baixa, irritabilidade, pouco apetite e ocasionalmente apnéia, ao
invés dos sintomas respiratorios descritos acima (HALL et al., 1979).

Apnéia pode ser o primeiro sinal de infec¢ao pelo VSR em lactentes pequenos. A
incidéncia de apnéia associada com infec¢do pelo VSR em lactentes pequenos € estimada
em 16 a 20%. Os fatores de risco sugeridos por ANAS et al. (1982), BRUHN et al. (1977) e
CHURCH et al. (1984) para apnéia associada ao VSR, incluem baixa idade e
prematuridade. No estudo de KNEYBER et al. (1998), entretanto, prematuridade nao foi
correlacionada com apnéia na BVA causada pelo VSR e, idade abaixo de 2 meses foi o
maior fator de risco independente. Histéria de apnéia na admissdo hospitalar aumentou o
risco de apnéia recurrente e, esta, aumentou significativamente o risco para ventilacdo
mecanica. A etiologia da apnéia permanece desconhecida. CHURCH et al. (1984) e
KNEYBER et al. (1998) sugerem a associagdo da apnéia na BVA pelo VSR a imaturidade
do centro respiratorio.

Desidratacao pode ser encontrada como resultado de ma ingesta oral e aumento das
perdas insensiveis de liquidos.

Hipoxemia caracterizada por uma saturagdo arterial de oxigénio entre 85 e 90% ¢
freqiientemente vista, sem evidéncia de hipercapnia (LA VIA et al.,1992).

O leucograma ¢ usualmente normal, exceto eventual aumento nas formas jovens em
conseqiiéncia de estresse agudo (LA VIA et al., 1992).

O exame radiologico do torax pode apresentar diferentes alteracdes, sendo a

hiperinsuflagdo e o infiltrado intersticial os achados mais tipicos. As anormalidades,



entretanto, podem ser minimas e desproporcionais a gravidade da doenga (HALL &
McCARTHY, 2000).

A permanéncia hospitalar dos pacientes com BVA varia desde periodos muito
breves, como descrito no levantamento realizado por GREEN et al. (1989), em que o tempo
médio de hospitalizacdo foi de 3,4 dias, até periodos mais longos, que podem estar
relacionados a evolugdes mais graves. Segundo dados disponiveis na literatura, cerca de
11% dos lactentes hospitalizados podem necessitar de internagdo em UTI e até 8%
necessitar de intubagdo e ventilagio mecanica por faléncia respiratdria. Encontram-se
também descritos na literatura, cursos muito graves, incluindo a evolu¢do para a Sindrome
da Angustia Respiratoria Aguda (HAMMER et al., 1997).

Varias publicagbes da literatura tentam sugerir a melhor forma
de avaliagado dos pacientes com BVA, para predizer a gravidade da
evolucgao clinica. Entre os dados disponiveis na admissao hospitalar,
os que foram correlacionados isoladamente com evolugao de maior
gravidade, por mais de um grupo de pesquisadores, foram: a idade
pos-natal, inversamente relacionada com gravidade e, a saturagao
de oxigénio da hemoglobina, medida por oximetria de pulso
(MULHOLLAND et al., 1990; SHAW et al., 1991).

Um grande numero de estudos publicados faz referéncia a
utilizagdo de dados agrupados, nas mais diferentes formas de
escores, como forma de avaliar a gravidade da doenca (BEVER et
al., 1995; ENGLUND et al., 1994; HORNSLETH et al., 1998;
KLASSEN et al., 1997; RICHTER & SEDDON, 1998; RODRIGUEZ
et al., 1997; TAL et al., 1983). Estas tentativas de tornar mais
objetiva a avaliagao clinica, podem ser facilmente explicadas em
funcao de ser a BVA uma doencga obstrutiva, com inUmeros sinais
clinicos potencialmente associados a sua gravidade, o que torna
muito dificil estabelecer de maneira individualizada, qual variavel
clinica exerce maior impacto na gravidade da doenga.

1.6 DIAGNOSTICO
O diagnéstico de BVA pelo VSR ¢ baseado no quadro clinico do paciente e, em
testes para identificacdo viral. O comportamento sazonal do VSR ¢, usualmente, uma

importante chave para o diagnostico.



Existem no mercado, varios testes rapidos para a deteccdo de antigeno do VSR em:
células epiteliais das secre¢des nasofaringeas, lavado bronco-alveolar ou tecido pulmonar.
Esses testes sdo realizados através de imunofluorescéncia indireta ou imunoensaio
enzimdtico. A identificagdo do virus vivo pode ser feita através de culturas em células

(SIMOES, 1999).

1.7 TRATAMENTO

A abordagem terapéutica da BVA causada pelo
VSR varia marcadamente entre diferentes paises
assim como entre hospitais de um mesmo pais.
Essas variacoes vao desde o tipo de terapéutica

empregada até os critérios para a internacao e
permanéncia em hospitais. Varios trabalhos
importantes foram realizados e conseguiram

demonstrar estas diferencas. WANG et al. (1996)
realizaram no Canada, um estudo acompanhando
1516 pacientes com BVA causada pelo VSR em 9
hospitais terciarios. Os autores relataram
diferencas entre os hospitais analisados, quanto a:
tipo de paciente admitido, tipo de intervencoes e
tempo de permanéncia hospitalar, que variou de
8,6 a 11,8 dias nos pacientes com problemas
prévios de saude e de 4,6 a 6,7 nos pacientes
previamente higidos. BEHRENDT et al. (1998)
analisaram as internacoes de 1563 pacientes, de 41
hospitais, situados em 7 paises da Europa,
Estados Unidos e Australia, e igualmente



verificaram grandes diferencas na abordagem
terapéutica, sendo que o tempo de hospitalizacao
variou de 4 a 9 dias. KIMPEN & SCHAAD (1997)
através de um questionario enviado aos membros
da Sociedade Européia de Doencas Infecciosas
Pediatricas, igualmente constataram a grande
controvérsia e inconsisténcia nos tratamentos
utilizados em diferentes servicos. A publicacao de
BRAND & VAESSEN-VERBERNE (2000), baseada
num questionario enviado aos servicos de
pediatria de 110 hospitais, na Holanda, igualmente
revela atitudes terapéuticas muito variadas dos
profissionais, diante de pacientes com BVA.

Além dos cuidados gerais a serem instituidos, as estratégias de tratamento da BVA
causada pelo VSR podem ser enfocadas de duas maneiras: terapias especificas que visam
atuar sobre o virus, e medidas inespecificas, ou seja, terapias comuns a outras situacoes

clinicas.

1.7.1 Terapias Especificas

Sao representadas pela ribavirina e a imunoglobulina com altos titulos de VSR.

A ribavirina ¢ uma droga antiviral com poder virustatico. O entusiasmo inicial com
o uso de ribavirina deveu-se a algumas informagdes muito importantes sobre a melhora de
lactentes com quadros graves de doenca pelo VSR (SMITH et al., 1991). Entretanto,
posteriormente surgiu grande controvérsia sobre as publicagdes que relataram a sua eficacia
e, isto fez com que o uso desta droga ndo ficasse definitivamente estabelecido (FRANKEL
& DENISH, 1999; LAW et al., 1997). Outro fator que se somou dificultando o uso da

ribavirina foi o seu alto custo (WANG et al., 1996).



A imunoglobulina com altos titulos de VSR que se mostrou efetiva na prevengao da
doenca (GROOTHUIS et al., 1993), no tratamento das criangas com BVA causada pelo
VSR e que eram previamente higidas, demonstrou ser uma droga segura, mas nao efetiva.
No grupo estudado por RODRIGUEZ et al. (1997) ndo houve mudanga no tempo de

hospitalizag¢ao e permanéncia em UTI com o uso de imunoglobulina VSR-especifica.

1.7.2 Terapias Inespecificas

Sao representadas pelo oxigénio, broncodilatadores e corticosterdides.

Desde o relato de REYNOLDS (1963) sobre o beneficio para os pacientes com
BVA através do uso de oxigénio, este tem se mantido como a terapéutica fundamental da
doenca. Evidentemente, o progresso na area do tratamento intensivo, nos ultimos 30 anos,
serviu para melhorar o atendimento a estes pacientes.

A abordagem da insuficiéncia respiratoria utilizando
monitorizagao eletrdnica, vem permitindo intervengao mais segura e
precoce, assim como a abordagem terapéutica tem incluido
equipamentos e técnicas a cada dia mais sofisticados (FRANKEL &
DERISH, 1999), ja havendo relatos inclusive do uso de oxigenagao
de membrana extracorpérea (STEINHORN & GREEN, 1990). O uso
de mistura gasosa de hélio e oxigénio (Heliox) também foi relatado
como tendo evitado intubagéo e ventilagdo mecanica em apenas um
paciente (PARET et al., 1996), e mais tarde foi demonstrado que
esta mistura gasosa melhorou as condi¢des gerais respiratorias de
pacientes com disfuncao respiratéria leve a moderada,
desencadeada por BVA pelo VSR (HOLLMAN et al., 1998). As
novas modalidades terapéuticas visando a adequada oxigenacao, ja
citadas, assim como o uso de 6xido nitrico e de surfactante, sdo de
eficacia ainda questionada (FRANKEL & DERISH, 1999).
Provavelmente sera necessario um longo tempo para concluir sobre
a eficacia das novas modalidades terapéuticas para a BVA citadas
acima, pois elas deverdo permanecer com indicagdo de uso muito
restrito, direcionado ao pequeno numero de pacientes que nao
respondem as medidas usuais.

O largo uso de broncodilatadores na BVA tem sido inspirado na grande semelhanca

entre os quadros clinico e radiologico desta doenga, com os encontrados nos pacientes em



crise de asma bronquica. Seu uso, entretanto € cercado por controvérsias. KELLNER et al.
(1996) realizaram uma meta-andlise de 15 trabalhos selecionados e concluiram que o uso
de broncodilatadores produziu melhora do escore clinico por curto tempo, em pacientes
com BVA leve a moderada, porém ndo reduziu o tempo de hospitalizacio.

Em 1993, SANCHEZ et al. publicaram um estudo que demonstrou que nebulizagdes
com epinefrina racémica em fung¢do de seu efeito alfa e beta agonistas, foram mais efetivas
que as nebuliza¢des com droga beta agonista, representada pelo salbutamol, na diminuicao
da freqiliéncia respiratoria e melhora do escore clinico em lactentes com BVA. O estudo de
MENON et al. (1995), igualmente encontrou melhor resposta com epinefrina levando a
melhora na oxigenagdo, medida por oximetria de pulso, assim como diminui¢do no
percentual de internagdes em relacdo ao grupo que usou salbutamol. Entretanto, na meta—
analise de KELLNER et al. (1996), os resultados com o uso de droga beta agonista foram
semelhantes aos encontrados, com o uso de droga de efeito alfa e beta agonistas.

Pouco existe na literatura sobre o uso de broncodilatadores em pacientes com
insuficiéncia respiratoria. Um dos estudos disponiveis, concluiu que nebuliza¢des com beta
adrenérgico produzem uma melhora na fungdo das pequenas vias aéreas para muitos
pacientes, mas ndo para todos (DERISH et al., 1998). HAMMER et al. (1995) estudando
lactentes em insuficiéncia respiratoria por BVA concluiu que o uso de droga beta agonista
por via inalatoria tem valor limitado e deve ser descontinuado se ndo for observado
beneficio.

Até o momento ndo ha material disponivel na literatura demonstrando se o uso de
broncodilatadores na BVA teria algum beneficio no curso da doencga grave a mais longo
prazo, interferindo nos parametros utilizados na ventilagdo mecéanica ou no tempo de

utilizagdo desta modalidade de suporte terapéutico (FRANKEL & DERISH, 1999).



Os corticosterdides tém sido alvo de grande controvérsia no tratamento da BVA.
Embora seu uso possa parecer logico em fun¢do do que ja abordamos sobre a participacao
de mediadores inflamatdrios na patogenia da doenga, ndo ha, na literatura, evidéncia de que
seu uso possa ser de beneficio para os pacientes (DE BOECK et al., 1997; KLASSEN,
1997; ROOSEVELT et al., 1996).

Fica evidente ao discutir-se o tratamento da BVA causada pelo VSR, que ha muito
pouco a ser oferecido aos pacientes que desenvolvem esta doenca, estando a escassez de
recursos terapéuticos, em grande parte associada a auséncia de entendimento sobre a

patogenia da doenca.



2 JUSTIFICATIVA

No exercicio da clinica temos vivido, ano a ano, as dificuldades que envolvem a
assisténcia médico-hospitalar aos pacientes com BVA causada pelo VSR, tanto na fase
aguda da doenga quanto no acompanhamento dos pacientes que desenvolvem doenga
pulmonar cronica.

Pouco progresso tem sido registrado no tratamento desta doenga, que como
discutimos anteriormente, tem alta prevaléncia na populacdo pediatrica. A melhora no
suporte aos pacientes acometidos de BVA causada pelo VSR vem ocorrendo em fungdo dos
progressos da medicina como um todo, e ndo em conseqiiéncia de progressos especificos.

Chama a ateng¢do o fato de ndo haver, até o momento, uma clara definicdo sobre a
patogenia de uma doenca descrita ha um século. Esta falta de entendimento, seguramente,
tem dificultado a possibilidade de avangos terapéuticos.

Embora muito venha sendo questionado e pesquisado sobre o envolvimento do
sistema imune na evolucdo dos pacientes com BV A, pouco existe de conclusivo. Diferentes
mediadores inflamatorios tém sido utilizados como forma de avaliagdo do sistema imune,
visando o entendimento da correlacdo entre a BVA e a resposta imunomediada. Os
resultados divergentes disponiveis na literatura médica determinam que o processo de
pesquisa continue, na tentativa de no futuro podermos chegar ao entendimento desta

questao.



Motivados pela importidncia do assunto para a populacdao pediatrica, decidimos
pesquisar sobre um dos muitos aspectos que poderiam ser levantados em relagdo a BVA
pelo VSR, ou seja, o envolvimento das células T do tipo Thl na fase aguda da doenca,

medido pela producao da IL-2 na secre¢do nasofaringea.



3 OBJETIVOS

3.1 PRINCIPAL

Estudar as concentragdes da IL-2 na secre¢dao nasofaringea de criangas entre zero e
vinte e quatro meses, acometidas de bronquiolite viral aguda pelo virus sincicial

respiratorio, nas primeiras 12 horas de hospitalizagao.

3.2 SECUNDARIOS

3.2.1 Comparar as concentracdes da IL-2 na BVA pelo VSR com as de criangas da
mesma faixa etaria e sem doenga respiratoria.

3.2.2 Determinar a gravidade da BVA pelo VSR na amostra estudada.

3.2.3 Descrever a prevaléncia do VSR na populagdo internada por BVA, em dois

hospitais de Porto Alegre.



4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado durante o pico sazonal do VSR, no inverno de 1999, com
pacientes admitidos para internacdo no Hospital da Crianca Santo Antbénio, através do
setor de emergéncia, e pacientes internados no Centro de Tratamento Intensivo
Pediatrico do Hospital Moinhos de Vento, em Porto Alegre.

As dosagens laboratoriais por ensaio imunoenzimatico (ELISA) foram realizadas
no Laboratério de Pneumologia do Instituto de Pesquisas Biomédicas da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul. Os testes com imunofluorescéncia seguiram

a rotina de ambos os hospitais.

4.1 DELINEAMENTO

Para estudar as concentragdes de IL-2, foi projetado um delineamento descritivo
no qual o fator em estudo foi a BVA pelo VSR e o desfecho foi a presencga de Interleucina-
2 na secregao nasofaringea.

Para atender ao objetivo de comparar as concentragdes de IL-2 entre os doentes e
as criangas sem doenca respiratoria, planejou-se um estudo de caso-controle aninhado
ao estudo principal.

As outras variaveis estudadas de forma descritiva foram: saturacao de oxigénio da
hemoglobina em ar ambiente na admisséo, escore clinico de gravidade na admissao,
tempo de uso de oxigénio, tempo de internagdo, uso de ventilagdo mecéanica, e a

prevaléncia do VSR.



O sexo, a idade e o peso foram estudados para caracterizar a amostra.

4.2 CRONOGRAMA

A colheita dos casos iniciou no dia 18 de junho e terminou no dia 27 de agosto de
1999. A decisdo sobre o encerramento da colheita aconteceu apds o periodo de 2
semanas sem que ocorressem admissdes de pacientes com a doenga em estudo,
caracterizando o final do pico da epidemia sazonal do VSR.

Em 01 de setembro foi iniciada a colheita dos controles que se encerrou em 20 de

dezembro de 1999.

4.3 AMOSTRA

A amostragem foi seqlencial. Os dados foram colhidos nos sete dias da semana,
nas primeiras doze horas de hospitalizagdo dos pacientes.

Foram selecionados para o estudo, os pacientes admitidos por BVA em dois
hospitais de Porto Alegre: Hospital da Crianga Santo Anténio (HCSA) e Hospital Moinhos
de Vento (HMV). Os dois hospitais citados apresentam caracteristicas diferentes na
prestacao da assisténcia aos pacientes pediatricos.

O HCSA ¢é um hospital pediatrico, que presta assisténcia predominantemente a
pacientes do Sistema Unico de Saude e em menor proporgdo, a pacientes de convénios e
privados. Todas as admissdes hospitalares ocorrem através do servigo de emergéncia e,
a partir de la os pacientes sao direcionados para os diferentes setores de internagdo. Os
pacientes com instabilidade clinica evidente sdo encaminhados diretamente para a
unidade de tratamento intensivo (UTI), enquanto os portadores de quadros menos graves
sdo mantidos na sala de observacdo da emergéncia, de onde s&o posteriormente
encaminhados para as unidades gerais de internagéo ou para a UTI, conforme a evolugao

clinica nas primeiras horas.



O HMV é um hospital geral que presta assisténcia a pacientes de convénios e
privados, de todas as faixas etarias. A dindmica de funcionamento do setor de
emergéncia pediatrica do HMV ¢é diferente da descrita acima. No HMV, a unidade de
emergéncia presta atendimento a pacientes externos, e realiza o primeiro atendimento
aos pacientes que devem hospitalizar, encaminhando-os a seguir para os setores de
internacdo do hospital. As criangas que necessitam observacdo e/ou cuidados
intermediarios sdo encaminhadas ao centro de tratamento intensivo pediatrico (CTIP).
Somente apés estabilizacdo do quadro, os pacientes sdo transferidos para as unidades
de internacdo, nao havendo um setor de internacdo exclusivamente pediatrico, além do
CTIP. A maior parte das internagdes no CTIP, entretanto, ocorre de forma direta, a partir
da solicitacao de vaga feita por médicos de outras instituicbes, sem que haja a
participacao do setor de emergéncia do hospital.

Os dados da amostra foram obtidos por um grupo de pesquisadores composto por
2 médicos intensivistas e 3 médicos residentes de terceiro ano em tratamento intensivo
pediatrico. Exclusivamente envolvido com os controles, esteve um médico anestesista da

equipe do bloco cirtrgico do HCSA.

4.4 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

4.4.1 Casos

4.4.1.1 Critérios de Inclusgo

Foram incluidos no grupo de casos, os pacientes com idade entre zero e vinte e
quatro meses, hospitalizados pela emergéncia do HCSA e no CTIP do HMV, com
diagnéstico de BVA. Incluiram-se: pacientes previamente higidos, que desenvolveram
prédromos com coriza e/ou obstrucdo nasal nos Uultimos dias que antecederam a
internacao e que necessitaram hospitalizagdo com pelo menos dois dos seguintes sinais:

disfungao respiratoria, taquipnéia, sibilos ou estertores crepitantes (DE BOECK et al.,



1997), e nos quais a presenga do VSR foi detectada na secrecdo nasofaringea por

imunofluorescéncia indireta ou imunoensaio enzimatico.

4.4.1.2 Critérios de Exclusao

Foi estabelecida como critério de exclusdo para o grupo de casos, a histéria
pregressa de condigbes clinicas que pudessem atuar como variaveis de confusdo para o
diagnéstico da doenga em estudo. As seguintes situagdes foram consideradas: doenca
respiratéria perinatal, uso prévio de ventilagdo mecanica, episddio anterior de sibilancia,
uso atual ou prévio de broncodilatadores e/ou corticosteréides, presenca de cardiopatia

congénita e refluxo gastro-esofagico em tratamento ou histéria sugestiva dessa doenca.

4.4.1.3. Amostra de Casos

No periodo do estudo, 96 pacientes internados pelo setor de emergéncia do HCSA
preenchiam critérios para o diagnéstico clinico de BVA. Destes pacientes, 51 (53.1%)
tiveram resultado positivo da pesquisa do VSR na secrecdo nasofaringea. Em fungao da
exclusao de 2 pacientes que recebiam corticosterdides no momento da internagéo, foram
49 os pacientes desse hospital, incluidos em nosso estudo.

Durante o periodo do estudo, o numero de admissdes por diagnéstico clinico de
BVA no CTIP do HMV foi de 24 pacientes. Desses doentes, 15 (62,5%) tiveram resultado
positivo da pesquisa do VSR na secre¢cédo nasofaringea. Ocorreram 2 perdas, passando
13 pacientes a compor a nossa amostra.

A soma dos 49 pacientes do HCSA com os 13 pacientes do HMV, totalizou os 62

Ccasos que compuseram nossa amostra.

4.4.2 Controles

4.4.2.1 Critérios de Inclusdo



Incluimos no grupo de controles as criangas de zero a vinte e quatro meses de
idade, previamente higidas, que foram submetidas a cirurgias eletivas no bloco cirdrgico

do HCSA.

4.4.2.2 Critérios de Exclusao

A preocupacgao ao definirmos os critérios de exclusao para este grupo, era a de
evitar condigbes clinicas que pudessem induzir de alguma forma a resposta imune local,
nas vias aéreas superiores, € com issO causar um Viés em nossos resultados,
favorecendo a hipotese de nulidade.

Foram considerados critérios de exclusao nesse grupo: histéria de doenga aguda
nas vias aeéreas superiores nas ultimas duas semanas, historia pregressa de hiper-
reatividade das vias aéreas superiores ou inferiores e realizagcdo de procedimento

cirurgico nas vias aéreas superiores.

4.4.2.3 Amostra de Controles

A amostra de controles foi composta por 31 criangas.

4.5 LOGISTICA

4.5.1 Casos
O grupo de pesquisadores mantinha contato
com as unidades hospitalares envolvidas no
projeto em trés momentos do dia, na tentativa de
acompanhar a admissao de pacientes elegiveis
para o estudo. Assim que identificado um paciente
com potencial para compor a amostra de casos,
um dos membros do grupo da colheita dos dados
se deslocava para o local a fim de efetuar a



colheita das informagoes da historia e do exame
fisico, assim como para a obtencao do aspirado
nasofaringeo. A tarefa de colheita de dados
encerrava-se as 22 horas e reiniciava as 7 horas e
30 minutos do dia seguinte, permitindo desta
forma que todos os pacientes fossem avaliados
nas primeiras doze horas da internacao.

Ao chegar, o pesquisador esclarecia o familiar
responsavel pelo paciente sobre a pesquisa e
obtinha o consentimento. A partir de entao, era
preenchida a ficha com dados de histéria do
paciente e realizado o exame fisico que incluia
oximetria de pulso.

A ficha de histéria e avaliagao clinica continha
mais dados do que os previstos no projeto desta
pesquisa, em funcao de um acordo estabelecido

com um grupo de profissionais interessado em
avaliar outros aspectos da doenca estudada, e que
passou a trabalhar em colaboracao conosco. O
mesmo grupo de pesquisadores citado
anteriormente foi mantido na atividade de colheita
dos dados,. A utilizacao de fichas individualizadas
para cada projeto tornaria inviavel esta colheita de
dados em colaboracao. Concluimos que os dados
excedentes nao representariam um problema para
nos e, que a colaboracao entre dois grupos com
interesses comuns seria especialmente
interessante, em se tratando de uma doenca de
comportamento sazonal.

Os prontuarios de todos os pacientes foram revisados apds a alta hospitalar para

obtenc¢ao dos dados das variaveis em estudo que envolviam a evolugao hospitalar.



4.5.2 Controles

A selecao dos controles era executada de duas formas. A primeira, diretamente
por um dos anestesistas da equipe do bloco cirurgico do HCSA que conhecedor dos
critérios de inclusdo e exclusao do estudo, definia os pacientes dos quais deveria ser
conservada a secregcao nasofaringea obtida durante a aspiracdo das vias aéreas
superiores, por ocasidao do procedimento anestésico. A segunda forma de selegcdo de
controles era em pacientes transferidos diretamente do bloco cirlrgico para cuidados poés-
operatdrios na UTI, dos quais ndo havia sido coletada secre¢cdo nasofaringea no bloco
cirurgico. Esta situacao ocorreu algumas vezes, em fungao da participacao de apenas um
anestesista do grupo do referido hospital neste projeto. O médico anestesista que
participou do projeto exercia suas atividades durante o dia, periodo em que ocorria a
maioria das cirurgias em pacientes elegiveis para 0 nosso grupo controle.

Nos pacientes incluidos no grupo controle quando ja se encontravam na UTI, os
dados de histéria e a colheita do material da nasofaringe eram realizados pelos membros
do grupo da pesquisa. Apos a decisdo de inclusdo do paciente no grupo controle,

efetuava-se o registro dos seguintes dados: idade, peso, sexo e tipo de cirurgia realizada.

4.6 COLHEITA DA SECREGCAO NASOFARINGEA

Para a colheita da secrecdo nasofaringea, os pacientes eram mantidos em
posicao supina. Uma sonda de aspiragao estéril, de niumero 6 ou 8, conforme o tamanho
do paciente, era introduzida gentilmente uma vez em cada narina, realizando succao
suave. A pressao utilizada para a aspiracao das vias aéreas variava entre 50 e 100 mmHg
(HATFIELD & RAUSCHUBER, 1984). N&o era instilada solugédo salina antes da

aspiragao. Entre a sonda de aspiragdo e o tubo conectado ao sistema de vacuo, era



adaptada uma seringa estéril de 3ml, sem émbolo, que funcionava como sistema coletor
para o material (Figura 1).
A técnica de colheita da secregdo nasofaringea era a mesma para casos e

controles.

Figura 1 - Sistema para colheita da secrecao nasofaringea

A secrecdo obtida dos pacientes portadores da doenca era armazenada em dois
frascos, um encaminhado para a identificacdo viral seguindo a rotina dos hospitais
incluidos no estudo, e o outro com 0,5ml de material, era congelado imediatamente e
apos mantido a -80 °C, para posterior dosagem da IL-2.

A secrecao obtida dos controles era congelada e da mesma forma que com os

casos, era mantida a -80 °C para posterior dosagem da IL-2.

4.7 TECNICAS DE IDENTIFICAGAO VIRAL

4.7.1 Imunofluorescéncia Indireta



Esta técnica de identificagdo do antigeno do VSR era a forma utilizada para o
diagnéstico etioldgico viral na secrecado nasofaringea em ambos os hospitais incluidos no
estudo. Nao houve participagdo do grupo da pesquisa no encaminhamento do material
assim como na realizacdo da técnica laboratorial, uma vez que tal procedimento fazia

parte da rotina assistencial determinada para os pacientes com diagnéstico de BVA.

Figura 2 - Teste de imunofluorescéncia indireta positivo para

VSR.
O método de imunofluorescéncia indireta é realizado com a utilizacdo de
anticorpos monoclonais (Figura 2), sendo o método de escolha para o diagndstico viral
em nosso meio, por permitir o rapido diagnéstico diferencial com outros virus e por

apresentar uma sensibilidade e especificidade entre 57 a 90% ou mais (HALL &

MCCARTHY, 2000).

4.7.2 Imunoensaio Enzimatico

Durante o andamento do projeto, ocorreram problemas na rotina de identificagao
viral por imunofluorescéncia indireta nos pacientes do HCSA. A partir deste momento
estabelecemos uma nova estratégia, passando a congelar e conservar a -80 °C também a
amostra de secre¢ao nasofaringea destinada para o diagndstico viral que seria feito

posteriormente. Considerando que o congelamento do material inviabilizaria a realizagao



da imunofluorescéncia com os kits disponiveis no mercado, decidimos pela incorporagao
da técnica de imunoensaio enzimatico a pesquisa, visando a identificagao viral.

Utilizamos o Abbott TestPack RSV que € um imunoensaio enzimatico para a
deteccao rapida do VSR em secre¢des de nasofaringe.

O Abbott TestPack RSV utiliza um imunoensaio enzimatico de fase solida para
detectar o antigeno viral presente nas amostras nasofaringeas colhidas por aspiracao,
lavado ou swab. O teste é realizado num disco de reacdo que contém virus sincicial
respiratério inativado.

Os testes na secregcdo nasofaringea obtida dos casos eram executados da
seguinte forma:

O tampao de tratamento da amostra (Ditiotreitol 16 mg/ml) era adicionado ao
material de nasofaringe colhido, para expressar o antigeno da amostra. A solugao era
entdo filtrada para purificar a amostra. As micro-particulas recobertas de anticorpo e o
anticorpo eram adicionados a amostra para formar um complexo anticorpo-antigeno-
anticorpo, se o VSR estivesse presente. A solugao era transferida para um disco de
reacdo e o anticorpo marcado com enzima. Em sequéncia era realizada uma lavagem, e
adicionado um substrato. As amostras contendo VSR produziam um sinal positivo (+),
enquanto as amostras que ndo continham VSR resultavam num sinal negativo (-). A
adicao do reagente D (Cloridrato de guanidina 1,0M) paralisava a reagao.

Como medida adicional de qualidade, existem dois controles do procedimento. O
usuario certifica-se de que adicionou o Reagente 1 (Ditiotreitol 16 mg/ml) e 2 (Micro-
particulas recobertas de anti-VSR bovino), observando um sinal positivo branco, contra
um colorido (azul ou purpureo) no local de reagao, depois que a mistura de reacgao foi
despejada através do focalizador. A aparicdo de um sinal negativo purpureo ocorrera se
os Reagentes 3 (anti-VSR bovino e Biotina 0,5 u/ml), A (anti-Biotina de coelho e Fosfatase

alcalina 0,5 u/ml), B (Cloridrato de guanidina 1,0 M) e C (Cromégemo 0,01%) tiverem sido



adicionados na sequéncia adequada e se estiverem funcionalmente ativos. O formato de
resultado + / -, fornece uma leitura clara para amostras positivas ou negativas (Figura 3).

A recomendacéao do fabricante é de que o teste seja utilizado imediatamente apos
a colheita do material ou em material armazenado na temperatura de 2 a -8 °C por até 24
horas ou ainda, em amostras congeladas de -20 a -80 °C quando a conservagao ocorrer
por periodos mais longos.

Acompanha o material um controle de resultado positivo, para permitir o controle
de qualidade.

Em testes realizados com o TestPack RSV pelo fabricante, com amostras
provenientes de cinco laboratérios independentes, coletadas de criangas maiores e
lactentes com infecgdes do trato respiratorio, foi demonstrada uma sensibilidade de 94,3%
e especificidade de 95,3%. Em estudo realizado por OBEL et al. (1995), a sensibilidade e

especificidade deste teste foram de 98%.

Figura 3 - Discos de reagao do TestPack RSV

4.8 VARIAVEIS EM ESTUDO



4.8.1 Saturacao de Oxigénio da Hemoglobina

A medida da saturagdo de oxigénio da hemoglobina era realizada através de
oximetria de pulso, utilizando um oximetro Ohmeda modelo 3800, USA. .

Efetuou-se a medida da saturagdo durante um periodo de 5 minutos, com o
paciente respirando ar ambiente, dormindo ou acordado e tranquilo. Eram toleradas
medidas da saturacdo de até 90%, sem que fosse instituida oxigenoterapia. Quando
detectadas medidas abaixo deste nivel, era interrompida a avaliacdo, efetuado o registro
para o estudo e imediatamente fornecido oxigénio ao paciente.

Os intervalos de oximetria utilizados para classificagdo dos pacientes foram
embasados em tabela validada na literatura, para a doenga em estudo: maior ou igual a

95%, 90 a 95%, menor que 90% e menor que 85% ( DE BOECK et al., 1997).

4.8.2 Escore Clinico

Inicialmente, no protocolo deste estudo nao foi incluida a avaliagdo de gravidade
da doenga através de um escore. A idéia do uso de um escore foi aventada, mas néo foi
levada adiante num primeiro momento. Posteriormente, quando ja haviamos iniciado as
colheitas, reconsideramos. A inclusdo de um escore clinico poderia nos fornecer uma
informacao complementar a avaliagdo clinica de nossos pacientes. Poderiamos desta
forma, dispor de outra variavel quantitativa de avaliacdo, apesar de reconhecermos
algumas de suas limitagdes. A atribuicdo de valores aos dados clinicos por nés colhidos
deveria partir de escores validados em pesquisas anteriores. A partir disto, fomos a
literatura em busca de escalas ja validadas, com baixa variabilidade interobservador e
com graus de gravidade estabelecidos, a fim de que pudéssemos melhor avaliar nossa

amostra.



Entre as inimeras opg¢des de escolha na literatura, estd a escala originalmente criada
por BIERMAN et al. (1974) para avaliar pacientes asmaticos, hd mais de 25 anos, definida
como Sistema de Escore Clinico (The Clinical Score System). Posteriormente este
instrumento foi reproduzido por Tal et al (1983), e utilizado de maneira especifica para
avaliacdao de pacientes portadores de BVA. O Sistema de Escore Clinico (Tabela I) ¢ o
resultado da pontuagdo atribuida a quatro variaveis clinicas: freqiiéncia respiratoria,
sibilancia, cianose e utilizagdo da musculatura acessoria. A cada variavel pode ser atribuida
uma pontuagdo que varia de zero (situagdo basal de normalidade) até 3. As maiores
pontuacdes estariam relacionadas a quadros clinicos mais graves, sendo portanto, a situagao

de gravidade extrema caracterizada por um escore igual a 12.

Tabela I - Sistema de Escore Clinico (The Clinical Scoring System)

Escore Freqiiéncia Sibilancia Cianose Uso musculatura
Respiratoria (FR) acessoria
0 <30 Nenhuma Nenhuma Nenhum
1 31a45 Término da Perioral ao chorar  +
expiragdo (com
estetoscopio)
2 46 a 60 Expiragdo total e Perioral em ++
inspiragao (com repouso
estetoscopio)
3 > 60 Expiracdo e Generalizada em +++
inspiracao (sem repouso
estetoscopio)

Mais recentemente, DE BOECK et al. (1997) propuseram uma pequena
modificacdo no escore original, de TAL et al. (1983), substituindo a avalia¢do clinica da
cianose pela agregacdo da medida da saturacdo de oxigénio da hemoglobina por oximetria

de pulso. Essa proposta ndo modificou o sistema de pontuacdo, nem as variaveis clinicas



selecionadas, mas facilitou ainda mais o uso do escore, potencialmente aumentando a sua
aplicabilidade e diminuindo possiveis diferencas interobservadores.
Tais caracteristicas determinaram nossa op¢ao pela utilizacao do Sistema de Escore

Clinico Modificado (Tabela II)

Tabela II - Sistema de Escore Clinico Modificado

Escore Freqiiéncia Sibilancia Saturacéo (%) Uso musculatura
Respiratoria (FR) acessoria
0 <30 Nenhuma >95 Nenhum
1 31a45 Término da 90a95 +
expiragdo (com
estetoscopio)
2 46 a 60 Expiragdo total e <90 ++
inspirac¢do (com
estetoscopio)
3 > 60 Expiragdo e <85 +++
inspiracdo (sem
estetoscopio)

4.8.3 Outras Variaveis Estudadas

O tempo de uso de oxigénio, o uso de ventilacdo mecanica e o tempo de
hospitalizagdo eram também medidos como outras formas de avaliacdo da gravidade da
doenca. Estes dados eram obtidos a partir dos prontudrios dos pacientes, apos a alta
hospitalar dos mesmos.

Os critérios para a indicagdo e suspensdo do oxigénio e da ventilagdo mecanica,
assim como para a admissdo e a alta hospitalares, eram decididos exclusivamente pela

equipe médica responsavel pela assisténcia aos doentes.



4.9 INTERLEUCINA-2

As dosagens da IL-2 eram efetuadas utilizando o kit Human IL-2 OPT EIA Set do
Laboratorio Pharmingen, USA (cat. N° 2627 KI).

As dosagens da IL-2 na secrecdo nasofaringea eram realizadas com amostras em
duplicata, como forma de controle de qualidade.

Para a medida das concentragdes da IL-2, o material colhido dos pacientes era
descongelado em temperatura ambiente. Apos o descongelamento, a secrecao era diluida
1:1 com PBS 0,01 M pH 7,2 (13 ml NaH,PO,4 0,2 M; 37 ml Na,HPO4 0,2 M; 50 ml NaCl
3M; 900ml H,0). Os frascos Eppendorf contendo a mistura da secre¢ao nasofaringea e PBS
eram agitados, um a um, num aparelho Diagger Vortex Genie 2 TM, na tentativa de
homogeneizar o material, muito dificil de ser pipetado em fungdo de sua viscosidade. Para
as dosagens era utilizada a parte fluida da secregao.

O OptEia Set para IL-2 humana contém os componentes necessarios para
desenvolver um ensaio imunoenzimatico (ELISA) para IL-2 em soro, plasma e células
sobrenadantes.

Os testes eram realizados nas seguintes etapas:

1. Tomava-se uma placa para ELISA, que contém 96 pocos identificados na horizontal
com as letras de A a H e, na vertical, pelos nimeros de 1 a 12. As placas de ELISA
eram sensibilizadas com 100 ul por pocgo, de anticorpo de captura (anticorpo
monoclonal anti-IL-2 humana) diluido em tampao (Carbonato 0.1M, 8.4g NaHCO3,
3.56g Na2CO3; gsp 1L; pH 9,5) em camara Umida a 4°C, durante a noite.

2. Apos a sensibilizac&o as placas eram lavadas 3 vezes com 300 pl de solugdo tampéo

PBS. Apds a ultima lavagem, invertiam-se as placas e as mesmas eram colocadas

sobre papel absorvente, para retirar qualquer residuo de tampao.



10.

11.

Os sitios inespecificos eram bloqueados com 200 ul por pogo, do diluente do ensaio
(Pharmingen, cat. no 26411 E),. a temperatura ambiente, por 1 hora.

Na etapa seguinte, procedia-se a aspiragcao e lavagem da placa com PBS por 3 vezes,
conforme descrito acima.

Preparava-se as solugbes para a curva padrao (IL-2 recombinante liofilizada com o
diluente do ensaio) nas seguintes diluigdes: 500, 250, 125, 62,5, 31,2, 15,4 e 7,8
pg/ml. Nesta etapa as amostras eram preparadas conforme o descrito acima.

Cem ul das solugbes padrao e amostras eram adicionados na placa em duplicatas,
seguido de incubagao por 2 horas, em temperatura ambiente.

Apods a incubacao, novamente aspirava-se a placa e lavava-se com PBS conforme o
ja descrito, por 5 vezes.

Adicionava-se 100 pul da solugdo com anticorpo detector (Anticorpo monoclonal anti-IL-
2 humana biotinilado conjugado Avidina-peroxidase, AV-HRP) a cada orificio e a placa
era novamente mantida em incubagao, na temperatura ambiente, por 1 hora.

Apés essa incubacgao, efetuava-se outra sessao de lavagens com PBS, por 7 vezes.
Acrescentava-se, entdo, 100 ul por pogo da solu¢ao de substrato (Tetrametilbenzidina
e Peréxido de Hidrogénio) a cada orificio e, mantinha-se a placa em incubacao, por
mais 30 minutos em temperatura ambiente, mas agora ao abrigo da luz.

Encerrados os 30 minutos, eram acrescidos 50 pul de solugdo bloqueadora
(H2SO42N), a cada pogo da placa. Neste momento, os orificios com presenca de IL-2
mostravam uma coloracido azul, que mudava instantaneamente para amarelo, com o
acréscimo da solugao bloqueadora (Figura 4).

O passo seguinte era a leitura por espectofotometria, no equipamento Benchmarck

Microplate Reader BIO-RAD com filtro de 450 nm e a obtengado automatica do valor da



absorbancia para cada pogo (absorbancia: co-logaritmo da transmitancia de uma solugao;
transmitancia: fragdo de energia luminosa que atravessa uma coluna de solugéo).

A seguir, calculava-se a média das leituras das duplicatas, tanto dos padrbes
como das amostras. Subtraia-se a média de absorbancia do padrao zero, das médias de
cada uma das amostras. Montava-se uma curva, a partir dos valores conhecidos das
solugbes padrao, determinadas pelo fabricante. Através de andlise de regressao linear,
identificava-se os valores desconhecidos de IL-2 de nossas amostras

Uma vez conhecendo o valor da IL-2 de cada amostra, efetuava-se a multiplicagao
para corrigir a diluicdo feita no material, e assim obter o valor real das concentra¢des de
IL-2 na secregado nasofaringea de cada paciente. O ultimo passo era a conversao dos
valores encontrados em picograma/ml para nanograma/ml, unidade escolhida para a

apresentacgao dos resultados.

Figura 4. Placa de ELISA com pog¢os contendo IL-2

4.10 ANALISE ESTATISTICA



As variaveis categodricas foram descritas através de proporgdes. As variaveis
continuas com distribuicdo normal foram descritas através de médias e desvio-padrao. A
interleucina, que apresentou uma distribuicdo assimétrica, foi descrita através de mediana
e intervalo interquartil 25-75.

Os resultados obtidos das concentracbes de IL-2 em casos e controles foram
comparados entre si, através do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

O sexo foi comparado entre os dois grupos através do teste do Qui-Quadrado.

A idade e o peso de casos e controles foram comparados entre si através do teste
t de Student para amostras independentes.

A significancia avaliada pelos testes estatisticos foi expressa através do valor P.
Foram estabelecidos como significativos os valores de P < 0,05.
Utilizou-se o Statistical Package for Social Science: SPSS (NORUSSIS, 1994)

como recurso de informatica para a realizagao dos testes estatisticos.

4.11 CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA

Até onde temos conhecimento, este € o primeiro estudo controlado para pesquisa
de IL-2 na secrecdo nasofaringea, em criangas com BVA causada pelo VSR. Este fato,
embora tenha aumentado o interesse nesta pesquisa, tornou impossivel uma solugao
para o calculo do tamanho da amostra.

Ao revisarmos a literatura em busca de uma resposta para esta questao,
localizamos estudos controlados para avaliagdo de outras interleucinas na secrecgao
nasofaringea de pacientes com BVA desencadeada pelo VSR, todos com numero
pequeno de pacientes. Os estudos que encontramos utilizaram entre 9 e 27 casos e entre

7 e 20 controles (ABU-HARB et al., 1999; JOSHI et al., 1998; SHEERAN et al., 1999).



Mesmo sem dispor do calculo do tamanho da amostra, decidimos levar adiante
nosso projeto, que poderia representar uma resposta para o desenho de novos estudos.

Uma estratégia alternativa, em situagdes como esta, é calcular o tamanho da
amostra a partir de um estudo piloto composto dos primeiros pacientes incluidos no
estudo. Estimando um tamanho de efeito (diferenga de médias) de aproximadamente
1000 ng (+ 1800) a partir dos dados de nosso estudo, e considerando um alfa de 0,05 e
um beta de 0,20, seriam necessarios entre 88 e 126 pacientes divididos em dois grupos

(HULLEY & CUMMINGS, 1988).

4.11 PROTEGCAO AOS DIREITOS HUMANOS

Nenhuma interferéncia do grupo da pesquisa ocorreu em relagdo a admissao ou
permanéncia hospitalar, assim como na orientagao terapéutica dos pacientes incluidos no
estudo.

Embora a pesquisa n&o incluisse qualquer intervencédo além do previsto para o
atendimento normal aos pacientes (o aspirado de nasofaringe ja é realizado como rotina
em ambos os servigos, para diagnostico etioldgico na BVA), era solicitado consentimento
para a utilizacao de parte da secregao de nasofaringe para o trabalho, assim como para o
acompanhamento da evolugao clinica do paciente. Nos casos do HMV o consentimento
era solicitado verbalmente. No HCSA o consentimento era solicitado por escrito, e isto
devido ao projeto realizado em colaboragdo que ja relatamos, cujo fator em estudo era
igualmente a BVA, mas no qual o desfecho a ser avaliado exigia colheita de sangue do
paciente. Para tornar viavel a colheita de dados em colaboracdo, o termo de
consentimento utilizado contemplava as necessidades dos dois estudos (ver anexo 2).

Em relagdo aos controles, a secre¢do nasofaringea era obtida pelo anestesista no
bloco cirurgico, sendo a aspiracao da nasofaringe parte da rotina assistencial. Quando a

aspiracao resultava em material viavel para uso no projeto, o profissional guardava o



material, ao invés de despreza-lo. Nos pacientes encaminhados para controle pds-
operatério na UTI, era solicitado consentimento verbal para aspiragédo e uso da secregao.
O projeto foi submetido aos responsaveis pelo desenvolvimento de pesquisas em

ambos os hospitais, para julgamento técnico e ético, tendo sido aprovado.



5 RESULTADOS

5.1 IDADE, PESO E SEXO
As médias de distribui¢ao de idade e peso e, os percentuais de distribui¢do do sexo

nas amostras de casos e controles estdo apresentados na Tabela III.

Tabela lll - Distribuicdo de idade, peso e sexo

na amostra

Casos Controles P

n=62 n=231
Idade (m) 2,97 8,30 0,0001
Média
Peso (g) 5.251 6.872 0,015
Média
Sexo masculino (%) 34 (54,8) 16 (51,6) 0,941

A analise estatistica dos dados relativos a idade de casos e controles, com o teste t
de Student para amostras independentes, demonstrou haver diferenga estatisticamente

significativa entre os dois grupos.



A analise estatistica dos dados relativos ao peso de casos e controles, com o teste t
de Student para amostras independentes, igualmente demonstrou haver diferenga
estatisticamente significativa entre os dois grupos estudados.

O sexo masculino predominou tanto entre os casos como entre os controles, nao
havendo diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos quando avaliados

através do teste do Qui-Quadrado.

5.2 SATURAGCAO DE OXIGENIO DA HEMOGLOBINA

Os resultados da avaliagao da gravidade da BVA através da medida da saturacao
de oxigénio da hemoglobina em ar ambiente, na admissao hospitalar, estao
demonstrados na Tabela IV.

Tabela IV - Saturacéo de Oxigénio da Hemoglobina em ar ambiente

Saturacao Casos %
> 95% 21 33,9

90 a 95% 28 45,2
<90% 12 19,3
< 85% 1 1,6
Total 62 100

A avaliacédo destes dados mostrou que 66,1% dos pacientes apresentavam
comprometimento na oxigenacgao arterial, caracterizado por saturagbes de oxigénio da
hemoglobina abaixo de 95%, medidas por oximetria de pulso. Em 20,9% dos pacientes
verificou-se um comprometimento mais grave da oxigenagao, com saturagdes de oxigénio
da hemoglobina abaixo de 90%.

5.3 SISTEMA DE ESCORE CLINICO MODIFICADO
Os dados resultantes da avaliagao da gravidade da BVA através do Sistema de
Escore Clinico Modificado estdo demonstrados na Tabela V.
Tabela V - Sistema de Escore Clinico Modificado

Gravidade Escore Casos %
Leve 4a6 27 43,5

Moderada 7a9 23 37,1
Grave 10a12 5 8,1

A avaliacdo da gravidade da BVA através do Sistema de Escore Clinico
Modificado mostrou que 45,2% dos casos apresentavam doenga com gravidade



moderada ou intensa. Em 43,5% dos pacientes a doenga apresentava grau leve de
gravidade. No grupo de pacientes estudados havia ainda 7 pacientes (11,3%) com valores
do escore compativeis com condi¢des fisioldgicas, os quais ndo foram incluidos na tabela
acima.

5.4 TEMPO DE USO DE OXIGENIO
O tempo de uso de oxigénio nos pacientes incluidos em nossa amostra de casos
esta representado na Tabela VI.

Tabela VI - Tempo de uso de oxigénio

Dias Casos %
0 5 8,1
1a3 20 32,2
4ab 16 25,8
6a7 14 22,6
8 ou > 7 11,3
Total 62 100

O tempo médio de uso de oxigénio entre os casos estudados foi de 4,7 ( DP 3,54)
dias.

5.5 USO DE VENTILACAO MECANICA.
A avaliagdo da gravidade da BVA considerada a partir da utilizagao ou ndo de

ventilagdo mecanica em nossos casos esta representada na Figura 5.
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Figura 5 - Pacientes submetidos ou ndo a VM.

A avaliag¢do da gravidade da doenca na amostra estudada, tendo como parametro a
evolucdo para insuficiéncia respiratoria e a necessidade de ventilagdo, evidenciou 4,8% de

pacientes ventilados.

5.6 TEMPO DE HOSPITALIZACAO
Os dados relativos ao tempo de permanéncia no hospital dos pacientes deste estudo

estdo relacionados na Tabela VII.



Tabela VII - Tempo de hospitalizacao

Dias Casos %
Até 5 16 26
6all 37 60
> 10 9 14
Total 62 100

O tempo médio de hospitalizagdo dos casos estudados foi de 4,25 dias (DP 1,76).

5.7 PREVALENCIA DO VSR
A prevaléncia do VSR entre os pacientes internados com diagnéstico de BVA nos

hospitais incluidos em nosso estudo esta representada nas Tabelas VIII e IX.

Tabela VIII - Prevaléncia do VSR nos pacientes

internados por BVA no HCSA

Agente Pacientes %
VSR 51 53,1
Outros ou negativo 45 46,9

Total 96 100




Tabela IX - Prevaléncia do VSR nos pacientes internados por BVA no CTIP do HMV

Agente Pacientes %
VSR 15 62,5
Outros ou negativo 9 37,5
Total 24 100

A prevaléncia do VSR entre a populagdo internada por BVA nos dois hospitais

incluidos neste estudo foi de: 53,1% no HCSA e 62,5% no CTIP do HMV.

5.8 INTERLEUCINA-2

Os resultados das concentragdes de IL-2 mostraram uma grande dispersao tanto
entre 0os casos como entre os controles e estdo apresentados na Figura 6.
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Figura 6 - Comparacao das medianas das concentragdes de IL-2, em ng/ml, nos
casos(1) e nos controles (2) pelo Teste de Mann-Whitney (P = 0,143).

Os valores das concentragbes de IL-2 dos casos (grupo 1) variaram de 0 a 40256
ng/ml e dos controles (grupo 2), de 0 a 9912 ng/ml. A mediana dos casos foi de 86 ng/ml
(4,4 — 457,3) e dos controles foi de 30,5 ng/ml (0 — 269,6). Nao houve diferenca



estatisticamente significativa entre os dois grupos (P = 0,143) quando analisados através
do teste de Mann-Whitney.



6 DISCUSSAO

A falta de entendimento sobre os mecanismos responsaveis por uma doenca de alta
prevaléncia na populacdo pediatrica em todos os continentes, como ¢ a BVA pelo VSR,
despertou nosso interesse em participar da busca internacional de uma resposta a esta
questao.

Decidimos canalizar nossa investigagdo quanto ao envolvimento da imunidade
celular na doenca em estudo, medida através de uma citoquina.

Dedicamos um longo tempo a etapa de escolha do mediador inflamatério que
utilizariamos em nosso estudo.

Existem relatos divergentes na literatura sobre o comportamento das citoquinas: IL-
2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, Interferon gama, entre outras , em pacientes com BVA
pelo VSR, medidas em soro e secre¢des das vias aéreas.

Embasados nas evidéncias relatadas sobre a participagcdo das células T na defesa
antiviral, e tendo sido estas células associadas tanto com a eliminagdo do virus quanto com
o desenvolvimento da doenca, na infec¢do pelo VSR, decidimos investigar uma citoquina
envolvida no mecanismo de ativacao destas células (GRAHAM et al., 1991; HUSSEL et
al., 1996).

A escolha final da IL-2 embasou-se no fato desta citoquina estar envolvida na
ativacdo, crescimento e diferenciacdo das células T, assim como na inducdo do
crescimento, diferenciacdo e ativacdo funcional de uma variedade de outras células que
participam da resposta imune. A IL-2 produzida por uma célula T ativada de maneira

autdcrina, estimula o crescimento e a proliferacdo de linfécitos T antigeno-especificos



assim como de células B (CURFS et al.,, 1997). O conhecimento deste complexo
envolvimento da IL-2 na resposta imune foi definitivo para a nossa escolha.

Buscavamos testar a hipotese de que a IL-2 encontrar-se-ia aumentada nas secrecoes
das vias aéreas dos pacientes acometidos de BVA pelo VSR.

Conhecedores dos dados de JOSHI et al. (1998) que demonstraram que as
concentragdes da IL-2 em vias aéreas superiores e vias aéreas inferiores apresentam o
mesmo comportamento durante a BVA, decidimos pela dosagem desta citoquina na
secre¢dao nasofaringea. A facilidade de obtencdo do material associada ao risco baixo ou
nulo de dano ao paciente para a colheita, foram fundamentais para a opgdo por esta via
sobre o lavado bronco-alveolar, que seria utilizado para colher a secre¢do das vias aéreas
inferiores.

Ap6s a decisdo sobre o uso da secre¢do nasofaringea para dosar a IL-2, surgiu a
questdo quanto a melhor forma de colheita do material. Poderiamos tanto utilizar a técnica
da colheita do material puro por aspirado, quanto a colheita por lavado nasal com solugdo
salina. Optamos pela colheita da secre¢do pura por acreditarmos que o lavado nasal, com
posterior aspiracdo, poderia comprometer os resultados que viéssemos a encontrar,
considerando que a medida a ser realizada seria da concentragdo de uma substancia. O
processo de lavado com o desconhecimento dos percentuais de secre¢do nasofaringea e do
liquido instilado que seriam recuperados na aspiragdo, poderia levar a resultados infiéis a
realidade, mesmo com a centrifugacdo e utilizagdo do material sobrenadante, prevista na
técnica do lavado nasal (WALDMAN et al., 1973). Acreditamos que a obtengdo de
secrecdo pura tornaria mais fidedignos os resultados que viéssemos a obter. A dilui¢ao
realizada somente em laboratorio, no momento do preparo do material para as dosagens,

permitiria trabalhar com concentra¢des conhecidas.



A proxima etapa a ser discutida diz respeito a dosagem laboratorial da IL-2. A realizacdo da
dosagem de IL-2 na secre¢do de nasofaringe por ELISA, em casos e controles, constituiu-se
num procedimento de dificil execucdo. A viscosidade do material das amostras foi a
responsavel pelas dificuldades que enfrentamos. Mesmo utilizando método de diluicao das
amostras em PBS, com posterior centrifugagdo e agitacdo no equipamento Vortex, descrito
na se¢do de materiais e métodos, foi dificil a obtengdo de uma porgao mais fluida para ser
trabalhada. A necessidade de total seguranca em relacdo aos resultados que seriam obtidos
exigiu uma fase preliminar de testes na realizagdo das dosagens. Realizamos dosagens
seriadas, duplicadas para controle de qualidade, num total de 326 testes, antes de iniciarmos
as dosagens definitivas dos casos e controles. Esta etapa permitiu que nos assegurassemos
da qualidade dos resultados da IL-2 encontrados.

A observacao das placas de ELISA no término das dosagens da IL-2 no laboratério sugeria
ndo haver diferenca entre os dois grupos estudados. Ambos mostravam um predominio de
pocos com coloragdo muito clara, sugestiva de niveis baixos, quase indetectdveis da
citoquina dosada e, poucos pogos da placa com coloracdo mais intensa sugerindo
concentragdes altas.

Ap0s ter feito a leitura da absorbancia, assim como o célculo das concentragdes de IL-2 em
nanograma/ml para cada amostra através de analise de regressdo linear, conforme
descrevemos na se¢do de materiais e métodos, persistiu o que fora a impressao inicial com
a coloragdo das placas, ou seja, o predominio de valores baixos das concentragdes e, poucas
amostras com concentragoes elevadas.

Em funcao da grande dispersdo encontrada nos resultados das concentragdes de IL-2, com
alguns pacientes apresentando resultados muito dispares, fomos forcados a utilizacdo das

medianas dos dois grupos para a comparacao através de teste estatistico.



A grande assimetria na distribuicdo de uma varidvel contra-indica o uso das médias para a
analise estatistica e, conseqiientemente, o uso de testes paramétricos. Por essa razdo, a
comparagdo entre as medianas dos dois grupos foi realizada através do teste ndo-
paramétrico de Mann-Whitney. O resultado obtido, com um P = 0,143, definiu ndo haver
diferenga entre os dois grupos, com auséncia de significancia estatistica.

Ao realizar a analise estatistica de nossos dados, aceitamos um P < 0,05 como sinénimo de
significancia estatistica. Nao desconhecemos, porém, a discussdo existente na literatura
sobre a arbitrariedade deste valor. O valor de P < 0,05 ¢ o conceito de significAncia
estatistica vigente na literatura médica, embora venha sendo cada vez mais questionado.
Com freqiiéncia a significancia estatistica expressa com o valor de P ¢ tomada como
sindnimo de relevancia clinica, quando na verdade ele ndo define a importancia pratica do
resultado obtido, ou seja, a significancia clinica (WAGNER, 1998; WARE et al., 1992).

Ao aceitarmos os critérios da literatura médica em geral e, enquadrarmos os resultados
deste trabalho como ndo demonstrando diferenca estatisticamente significativa entre os dois
grupos estudados, poderiamos ainda ser questionados se esses achados ocorreram porque
ndo existe diferenca entre os grupos, ou porque o estudo ndo conseguiu demonstra-la. Uma
amostra ndo suficientemente grande, por exemplo, poderia ser responsavel por uma falha
em demonstrar uma diferenca existente. Assumir a igualdade entre os dois grupos poderia
neste caso, representar um erro tipo beta, ou seja, afirmar uma igualdade quando o correto
seria afirmar uma diferengca. A chance de incorrermos neste tipo de erro, entretanto, seria
inicialmente muito dificil de calcular em funcdo da auséncia de dados na literatura que nos

permitissem o célculo do tamanho para a nossa amostra. Dispondo dos dados deste estudo,



tornou-se possivel saber que a chance de erro B com um tamanho de amostra como o que
utilizamos seria de 0,20.

Apbs estabelecermos as consideracdes acima sobre a andlise estatistica e suas
interpretacdes neste estudo, devemos discutir o trabalho realizado com o enfoque clinico.
As investigagdes realizadas até a presente data com modelo animal e em humanos, tém
sugerido fortemente a participacdo do sistema imune na patogénese da BVA pelo VSR.
Mais especificamente a resposta imune do tipo Thl, através da producdo de IL-2 e
Interferon gama, tem sido alvo do interesse de inimeros pesquisadores. Os resultados,
entretanto, sdo divergentes. Podemos verificar isso com a publicacdo que sugeriu a IL-2
como uma forma adequada de medir a resposta inflamatoria de pacientes com BVA grave,
na fase aguda da doenca (JOSHI et al., 1998), assim como outros que ndo conseguiram
demonstrar a resposta imune do tipo Thl, medida pelo Interferon gama, na fase aguda da
doenga, nem tampouco na convalescenga (BONT et al., 1999).

Apesar dessas divergéncias nas pesquisas em seres humanos, no modelo animal ja esta bem
demonstrada a participagdo das células T, principalmente do tipo Thl, na elimina¢ao do
patogeno viral (HUSSELL et al., 1996), assim como na génese da doenca, tanto na infec¢cao
primaria como na secundaria (GRAHAM et al., 1991).

A detecgdo de citoquinas em cultura de células do sangue periférico de seres humanos
adultos igualmente mostrou resposta imune ao VSR, do tipo Thl, manifestada pela
determinagdo dos niveis de IL-2 e Interferon gama (JACKSON & SCOTT, 1996).

O resultado de nosso estudo, entretanto, une-se a outros que avaliaram a participagdo das
células do tipo Thl em diferentes materiais, tanto em animais quanto em seres humanos, e

ndo conseguiram demonstrar o esperado aumento das citoquinas relacionadas a essas



células durante a infec¢do das vias aéreas inferiores pelo VSR (BONT et al., 1999;
HUSSELL et al., 1996).

O trabalho aqui apresentado ¢, até onde temos conhecimento, o primeiro estudo controlado
para pesquisa de IL-2 em secre¢do nasofaringea de lactentes com BVA pelo VSR e,
acreditamos que os resultados encontrados sejam importantes.

Devemos lembrar que com um nimero de casos menor que o de nosso estudo, alguns
autores puderam descrever o aumento de outras citoquinas na doenca avaliada.

Analisando os achados deste estudo com o enfoque clinico, devemos considerar também,
que no universo de resultados das concentragdes de IL-2 que obtivemos, de 0 a 40256 ng, o
tamanho da diferenga observada entre as medianas dos dois grupos estudados, de 55,5 ng, ¢
inexpressiva.

Apos as ponderagoes feitas em relacdo a interpretacdo dos dados estatisticos, acreditamos
que do ponto de vista da relevancia clinica, este estudo sirva para sugerir que a IL-2 ndo se
constitui num bom pardmetro de avaliagdo da resposta imune na BVA pelo VSR, no
momento da hospitalizacdo, se comparada com a maior facilidade na demonstracdo do
aumento de outras citoquinas nesta mesma doenca.

Ao assumirmos como verdadeira a conclusdo da auséncia de diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos estudados, ou seja, de ndo haver aumento da produgdo de IL-2
na secre¢do nasofaringea nas criangas com BVA pelo VSR, na fase inicial da doenga, ¢
necessario que facamos uma analise critica da metodologia empregada neste trabalho,
tentando verificar a possibilidade de eventuais vicios terem sido responsdveis pelo
resultado encontrado.

O primeiro cuidado que tivemos ao tentar desenvolver este projeto foi com relagdo a

selecdo dos casos. Utilizamos critérios de inclusdo definidos por hospitalizagdo de criangas



de zero a vinte e quatro meses, motivada pela historia inicial de doenga viral aguda nas vias
aéreas superiores, que evoluiu com pelo menos dois dos seguintes sinais: taquipnéia,
disfuncdo respiratoria, sibilos e estertores crepitantes, em pacientes previamente higidos
(DE BOECK et al., 1997). Excluimos os pacientes com condi¢des clinicas que pudessem
nos conduzir a vicios de confusdo. Entre as condi¢des clinicas consideradas como critérios
de exclusao estiveram: doenga respiratoria perinatal, ventilagdo mecanica prévia, episodio
anterior de sibilancia, uso de broncodilatadores e/ou corticosterdides, presenca de
cardiopatia congénita e, refluxo gastro-esofagico em tratamento ou historia sugestiva dessa
doenca. O passo seguinte foi nos assegurarmos de que o agente responsavel pela doenga
fosse o VSR, alvo do interesse deste estudo.

Apesar de nossa meta ser a obten¢do do diagnoéstico etioldgico viral de todos os pacientes
através do mesmo método, ou seja, da imunofluorescéncia indireta, enfrentamos um
problema que nos impediu de atingi-la. A falta de kits para a realizacdo de
imunofluorescéncia no aspirado nasofaringeo dos pacientes do HCSA forcou-nos a uma
modificacdo no projeto inicial. Solucionamos o imprevisto com o congelamento de
secrecao nasofaringea dos pacientes, conforme ja descrevemos, o que permitiu a
confirmagdo do diagnéstico viral posteriormente, através de imunoensaio enzimatico
especifico para o VSR. Estes testes s6 puderam ser realizados ap6s o término das colheitas,
em funcdo das dificuldades que ocorreram para a importacdo dos kits de imunoensaio
enzimatico. Somente apds esta etapa foi possivel conhecer a nossa amostra dos casos.

A alteracdo no projeto inicial com o uso de dois tipos de testes para o diagndstico etioldgico
viral nos casos do HCSA, ao nosso ver ndo se constituiu em problema metodolégico uma
vez que o TestPack utilizado, da mesma forma que a imunofluorescéncia, tem muito boa

sensibilidade e especificidade (OBEL et al., 1995). Este modelo de diagnostico viral



utilizando dois tipos de testes para selecionar a amostra de um estudo encontra-se citado na
literatura por RODRIGUEZ et al. (1997), quando analisaram o uso de imunoglobulina com
altos titulos de VSR, no tratamento da BVA.

Em nosso trabalho, o diagnostico viral foi estabelecido por imunofluorescéncia indireta nos
13 casos internados no CTIP do HMV e, dos 49 pacientes internados no HCSA incluidos
em nossa amostra, 24 (49%) tiveram o diagnostico etioldgico viral estabelecido por
imunofluorescéncia indireta, enquanto os 25 restantes (51%) foram diagnosticados por
imunoensaio enzimatico.

A identificagdo viral permitiu-nos estabelecer a prevaléncia do VSR nos pacientes
internados por BVA no HCSA e no CTIP do HMV, respectivamente 53,1% e 62,5%. Esses
dados de prevaléncia do VSR na doenga em estudo encontram-se dentro dos valores citados
na literatura internacional e local (HEILMAN, 1990; FISCHER, 1994).

Uma outra situagao que devemos discutir diz respeito a utilizacdo de pacientes de diferentes
hospitais em nossa amostra de casos. Como pretendiamos assegurar o maior tamanho de
amostra possivel, uma vez que o célculo preciso de tamanho ndo estava determinado e,
dependiamos de uma patologia de comportamento epidémico, soava interessante somarmos
casos mais rapidamente. A principal critica a esta atitude, sobre a qual ponderamos, seria o
risco de colhermos dados de populacdes diferentes. Considerando que os critérios de
inclusdo dos casos diziam respeito a evidéncias clinicas definidas de BVA, com etiologia
também determinada, e o desfecho analisado seria uma medida independente da conduta
terapéutica instituida, decidimos pela utilizagdo dos pacientes dos dois hospitais citados
julgando que ndo estariamos incorrendo em erro.

O acompanhamento da totalidade dos 13 casos do HMV foi realizado por um dos membros

da equipe de pesquisadores. Os demais se dedicaram ao HCSA que demandou maior



envolvimento em fun¢do do grande movimento do servigo de emergéncia e, também, pela
necessidade de selecionar os casos entre um grande numero de doentes internados com
diagnostico de bronquiolite.

Uma dificuldade adicional surgiu no momento da decisdo sobre a maneira de selecionar um
grupo controle para que pudéssemos comparar os resultados das concentragcdes de IL-2
obtidas nos doentes. Como existe pouco material conclusivo na literatura sobre a resposta
imune contra 0 VSR e, nada ha sobre o que poderiamos encontrar ao acaso numa pesquisa
de IL-2 na secre¢do nasofaringea, pareceu-nos fundamental comparar os resultados obtidos
nos casos com criangas que ndo estivessem doentes. Apenas descrever as concentragdes de
IL-2 na secrecdo nasofaringea dos pacientes portadores da doenga em estudo, poderia ser
em si uma contribuicdo interessante para o entendimento da patogénese da BVA causada
pelo VSR. Entretanto, comparar os valores das concentracdes obtidos nos casos estudados
com os de pacientes sem doenca respiratoria, significaria testar nossa hipotese sobre a
participagdo dessa citoquina na patogénese da doenga.

A seleg@o do grupo controle para atender ao objetivo de comparagdo das concentragdes de
IL-2 deste estudo, foi um obstaculo dificil de ser transposto. Obter secrecdo nasofaringea de
criangas saudaveis €, por si sO, uma tarefa quase impossivel. Se agregarmos a isso o dilema
ético no que diz respeito a manipulacdo e a aspiracao da nasofaringe de lactentes higidos, o
problema cresce ainda mais.

Ao tentarmos buscar na literatura uma solugdo para este impasse através de modelos ja
utilizados como grupo controle em colheita de secre¢do nasofaringea, encontramos relato
da pesquisa de interleucinas neste tipo de secrecdo em pacientes com idade escolar que
sofriam de asma bronquica, cujos controles foram alunos higidos da mesma escola, os quais

foram submetidos a lavados nasais para a colheita do material (NOAH et al., 1995). Em



relacdo a criancas com BVA, o modelo de grupo controle que encontramos foi com
lactentes que participavam de uma coorte de imunizagdes na comunidade (ABU-HARB et
al., 1999). Porém, nao nos sentimos confortdveis com a idéia de fazer um procedimento em
lactentes saudaveis, sem beneficio para eles, e com risco de desencadear desconforto assim
como eventual trauma local. Surgiu entdo a idéia de obter material da nasofaringe de
criangas previamente higidas, da mesma faixa etdria dos casos, que fossem submetidas a
cirurgias eletivas. Esses pacientes necessitariam de aspira¢ao das vias aéreas por ocasiao do
procedimento anestésico € nao seriam submetidos a qualquer desconforto adicional. O
grupo controle de nosso estudo acabou sendo composto por criangas que se encontravam
em boas condigdes de satde, previamente a indicagdo cirtrgica. Quando j& inicidvamos as
colheitas, localizamos o trabalho de SHEERAN et al. (1999) que dosaram interleucinas (IL-
6, IL-8, IL-10) na secrecdo nasofaringea de lactentes com BV A pelo VSR usando o mesmo
modelo de controles estabelecido por nos.

Excluimos do grupo controle as criangas com histéria de doenca aguda nas vias aéreas
superiores nas ultimas duas semanas, pacientes com historia de hiper-reatividade de vias
aéreas superiores ou inferiores, assim como aqueles pacientes que foram submetidos a
procedimentos cirurgicos nas vias aéreas superiores, tentando desta forma evitar que
situacdes com potencial para desencadear resposta do sistema imune local dos pacientes
causassem um viés em nossos resultados, favorecendo a hipdtese de nulidade.

Para minimizar o problema relacionado ao envolvimento de diferentes profissionais na
colheita de dados, a selecdo dos controles no bloco cirtirgico foi restrita a um unico
anestesista que demonstrou interesse pelo nosso projeto.

A aspiracdo da nasofaringe dos controles foi realizada pelo anestesista, utilizando a mesma

técnica descrita em se¢do anterior deste trabalho para a colheita do material dos casos.



Daqueles pacientes cuja historia permitia a inclusdo no grupo controle e dos quais o
anestesista obtinha secre¢do ao aspirar a nasofaringe, efetuavam-se registros de: idade,
peso, sexo ¢ o tipo de cirurgia realizada (listagem das cirurgias no anexo 3).

A secregdo da nasofaringe dos controles foi, da mesma forma que a dos casos, congelada
imediatamente e ap6s mantida a -80 °C. Do total de 31 controles, 10 tiveram a secre¢io
nasofaringea colhida quando os mesmos foram transferidos para cuidados pds-operatorios
na unidade de tratamento intensivo. Isto, deveu-se ao fato de nesses pacientes, o
procedimento anestésico nao ter sido realizado pelo profissional que compunha o grupo da
pesquisa.

Um problema enfrentado por nés em relagdo ao grupo controle, que também merece ser
discutido, diz respeito ao “n” deste grupo. Os critérios definidos para a inclusdo entre os
controles limitaram muito o nimero de potenciais candidatos e, com relativa freqiiéncia,
daqueles pacientes que preenchiam os critérios exigidos, ndo era obtido material na
aspiracao da nasofaringe. Por esta razdo, mesmo tendo em nosso apoio um profissional de
um bloco cirirgico muito movimentado, o “n” do grupo controle ficou menor que o
desejado. A conseqiiéncia direta deste problema foi termos que abandonar a idéia inicial de
pareamento entre casos e controles, pois ficou evidente que seria necessario um tempo
exageradamente longo para que esta meta pudesse ser atingida.

Constatou-se diferenca de idade entre casos e controles. A média de idade dos casos foi de
2,97 meses (variagdo: 0,4 a 16 meses) ¢ a média dos controles foi de 8,3 meses (variagao:
0,1 a 21 meses), havendo diferenca estatisticamente significativa

(P =0,0001).

A diferenca de idade entre os dois grupos poderia invalidar a nossa conclusdo sobre a

comparagdo das concentracdes da IL-2, caso os achados descritos quanto a resposta



humoral que se mostrou menor até os 6 meses de vida, fossem também aplicaveis em
relacdo a imunidade celular.
Especificamente em relagdo a capacidade de produgdo da IL-2 existem relatos na literatura
que demonstram que o fator idade nao esta associado com as concentragdes de IL-2.
Os dados publicados por MIYAWAKI et al. (1985) sugeriram que a capacidade dos
linfocitos T em produzir IL-2 ja esta em estdgio maduro ao nascimento.
SAITO et al. (1988) publicaram resultados de um estudo realizado com sangue do cordao
umbilical, no qual observaram que os linfocitos de fetos com 16 semanas de gestagdo, ja
produzem uma quantidade apreciavel de IL-2. Os autores referidos acima estudaram
também os receptores da IL-2, através do acréscimo de IL-2 exdgena e puderam evidenciar
que a resposta de um feto de 24 semanas de gestagdo ¢ semelhante a de um adulto. Estes
resultados indicam que, cedo no desenvolvimento fetal, a producdo de IL-2 assim como
seus receptores estdo com fungdo completa.
VIGANO et al. (1999) publicaram resultados de um estudo demonstrando que a produgdo
de IL-2 ¢ favorecida por uma maturacao funcional diferenciada da resposta imune apos o
nascimento, levando a produgao precoce desta citoquina.
FAIRFAX & BORZI (1988) analisaram os elementos do sistema de IL-2 em recém-
nascidos, incluindo a resposta proliferativa a IL-2, a produgdo e os receptores de superficie
desta citoquina. Compararam os achados com um grupo de criangas maiores e outro de
adultos e concluiram que os recém-nascidos a termo possuem um sistema de IL-2
totalmente competente ao nascimento.

Embora sendo o pareamento entre casos e controles o desenho ideal para um estudo
controlado, temos argumentos para acreditar que ndo houve prejuizo em nosso estudo por

ndo ter sido respeitada esta regra.



Um dos estudos controlados que citamos anteriormente, € que usou na comparagdo dos
niveis de IL-6, IL-8 e IL-10 o mesmo modelo utilizado por nés para selegdo do grupo
controle (SHEERAN et al., 1999), ndo descreve as caracteristicas demograficas dos
pacientes incluidos e ndo discute sobre pareamento entre os grupos.

A maneira ideal para conseguirmos um grupo controle com mesma faixa etaria que nossos
casos seria possivelmente com criangcas acompanhadas em servigos ambulatoriais de
puericultura, num modelo semelhante ao de ABU-HARB et al. (1999), sendo que a colheita
de material da nasofaringe deveria acontecer através de lavados nasais, em funcdo da
dificuldade na obtencdo de material em pacientes higidos. Entretanto, para nos, este modelo
para selecdo do grupo controle ndo foi considerado razoavel do ponto de vista ético.

Como conseqiiéncia das diferengas etarias entre os casos e os controles, encontrou-
se diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao peso (P=0,015). Nao encontramos
na literatura elementos que sugiram a possibilidade de interferéncia desta variavel na
producao de IL-2.

O predominio do sexo masculino entre os casos do estudo (54,8%), ¢ comparavel
aos achados descritos na literatura por diferentes autores (GLEZEN & DENNY, 1973;
GLEZEN et al., 1971). Nao foi constatada diferenca na freqiiéncia de distribui¢do do sexo
entre o grupo de casos e o de controles (P= 0,768). Esta varidvel foi incluida para a
descricdo da amostra, ndo havendo expectativa quanto a influéncia da mesma nos
resultados da citoquina dosada. O que héd descrito na literatura, at¢é o momento, sobre
mediadores inflamatorios na BVA pelo VSR, ndo imputa ao sexo qualquer significado.

Embora a meta central deste estudo fosse a avaliacdo do comportamento da IL-2 na
secre¢do nasofaringea de criangas acometidas de BVA pelo VSR, de maneira geral, o grau

de gravidade da doenga no grupo estudado poderia tornar-se uma resposta necessaria no



momento de concluirmos sobre os resultados de nosso trabalho. Este fato fez com que
enfocassemos também a gravidade da doenga segundo alguns dos critérios de avaliaciao
para a BVA disponiveis na literatura.

Conforme abordamos na se¢do de materiais ¢ métodos, foi longa a discussdo sobre a
melhor forma de avaliarmos a gravidade da doenca. Optamos por utilizar paralelamente as
formas de avaliagdo classicamente aceitas na literatura. Nao visamos a comparagao entre
elas e sim demonstrar de maneira mais ampla as caracteristicas das criangas estudadas.
Com esta finalidade analisamos a saturagdo de oxigénio da hemoglobina em ar ambiente,
medida por oximetria de pulso na admissdo, o tempo de uso de oxigénio durante a
hospitalizagdo, a necessidade de ventilacdo mecanica e o tempo de hospitalizagdo
(RODRIGUEZ et al., 1997; WANG et al., 1995; THE PREVENT STUDY GROUP, 1997).
Num segundo momento decidimos pela inclusdo do Sistema de Escore Clinico Modificado,
o que discutiremos posteriormente.

Ap6s a definicdo de que utilizariamos os dois hospitais citados como fonte de casos para o
nosso estudo, foi necessario excluir a internagdo em UTI dos critérios de avaliacdo da
gravidade da doenga. Considerando que as rotinas assistenciais obedecem a peculiaridades
j& comentadas, em cada um dos hospitais envolvidos, precisdvamos evitar que diferentes
critérios de indicac¢do de cuidados intensivos comprometessem o nosso levantamento.

Os dados da literatura quanto aos valores de referéncia da saturacdo de oxigénio da
hemoglobina, medida por oximetria de pulso em criangas nascidas pré-termo e a termo
mostram que, durante a respiracdo normal, noventa e cinco por cento dos lactentes mantém
a saturacdo entre 93 e 100%, quando com idades entre zero e vinte e oito dias de vida e,

entre 97 e 100%, quando com idades entre dois e seis meses (POETS, 1998).



A saturagdo de oxigénio da hemoglobina em ar ambiente na admissdo, medida por
oximetria de pulso, tem sido considerada como o melhor parametro independente de
avalia¢do para predizer a BVA de maior gravidade (MULHOLLAND et al., 1990; SHAW
et al., 1991). A saturacdo de oxigénio abaixo de 95% determinada por oximetria de pulso, é
citada na literatura como tendo forte associacdo com BVA mais grave (DARVILLE &
YAMAUCHI, 1998; SHAW et al., 1991).

A tabela que utilizamos para a classificagdo dos casos quanto a saturacao de
oxigénio da hemoglobina medida por oximetria de pulso encontra-se validada na literatura
para pacientes com a doenca em estudo (DE BOECK et al., 1997). Esta foi a razdo para
termos decidido utiliza-la. Entretanto, consideramos que a referida tabela merega ser
discutida. O fato de haver um intervalo classificando saturagdes maiores ou iguais a 95% e
outro intervalo com satura¢des de 90 a 95%, deixa lugar a duvida. Os pacientes deste
estudo que apresentaram saturagdes de 95% foram todos classificados no primeiro
intervalo, ou seja, de saturagdo maior ou igual a 95%. Sob o nosso ponto de vista, o
segundo intervalo da tabela deveria ser de 90 a 94%, considerando que os equipamentos
disponiveis para mensurar a saturagdo por oximetria de pulso ndo fornecem casas decimais
e, portanto, nenhuma informagdo seria perdida entre os valores de 94 e 95%. Apesar disto,
mantivemos esta classificacdo por estar validada na literatura, especificamente na doenga
em estudo.

Quarenta e um casos de nossa amostra (66,1%) apresentaram saturacdes de
oxigénio abaixo de 95%, sendo que estdo incluidos nesse grupo 12 (19,3%) pacientes que
tiveram saturagdes abaixo de 90% e 1 (1,6%) paciente que apresentou saturacdo abaixo de
85%. Portanto, com base nos critérios existentes na literatura para predizer a maior

gravidade da BVA, utilizando os niveis de saturacdo de oxigénio da hemoglobina medidos



por oximetria de pulso, 66,1% dos casos de nosso estudo encontravam-se dentro do grupo
de risco para doenga mais grave.

Conforme comentamos, inicialmente, no protocolo deste trabalho nao foi incluida a
avaliacao de gravidade da doencga através de um escore. A idéia do uso de um escore foi
aventada, mas ndo foi levada adiante num primeiro momento por uma série de fatores, entre
eles a dificuldade em definir qual o melhor escore a ser utilizado. Posteriormente, quando ja
haviamos iniciado as colheitas, mesmo sabendo que a atitude de inclusdo de um escore a
partir daquele momento poderia ser criticavel, concluimos que poderia também ilustrar de
uma melhor maneira a gravidade da doenga de nossos casos. Desde entdo assumimos que
os eventuais questionamentos valeriam a pena.

A utilizagdo de escores clinicos especificos para o processo de avaliagdo, embora seja
complexa, pode ser vista como uma ferramenta de muito valor para a monitorizagdo do
estado clinico, para a quantificagdo da resposta a medidas terapéuticas empregadas e,
principalmente, para o estabelecimento de maneira uniforme das variaveis clinicas a serem
analisadas de forma mais minuciosa (BEVER et al., 1995; ENGLUND et al., 1994;
HORNSLETH et al.,, 1998; KLASSEN et al., 1997, RICHTER & SEDDON, 1998;
RODRIGUEZ et al., 1997). As variaveis clinicas selecionadas para a estruturagdo destes
escores, costumam ser as mesmas utilizadas num exame clinico rotineiro de qualquer
paciente com dificuldade respiratoria. Além disto, o uso de um escore clinico nos fornece
uma medida mais objetiva, sem que para isto utilizemos equipamentos sofisticados,
procedimentos invasivos ou administremos qualquer tipo de medicagdo sedativa
(REIJONEN et al., 1995). Estas caracteristicas foram fundamentais para que acabassemos
optando pela utilizagdo de um escore agrupado em nosso estudo, permitindo assim um

melhor entendimento da gravidade.



Algumas dificuldades surgiram na defini¢do de qual escore clinico deveria ser empregado,
ja& que a literatura nos fornece intimeras opg¢des de escolha. Para tanto, partimos do
principio que o escore utilizado deveria ser constituido por varidveis clinicas rotineiramente
avaliadas nos pacientes com BVA (portanto de facil aplicabilidade), deveria ter sido
submetido a processo especifico de validacdo, além de ter sido testado em outros estudos
clinicos envolvendo pacientes com a doenga. Definimos também que o mesmo deveria ter
uma boa correlagdo interobservadores, processo avaliado de maneira especifica entre os
examinadores do grupo, além de ser constituido por estratos nao dicotomizados para as
variaveis selecionadas, visando aumentar a capacidade de detectar diferencas na gravidade
da doenga. A opgao final recaiu sobre o Sistema de Escore Clinico Modificado, descrito na
se¢do de materiais ¢ métodos desta dissertagao.

A indefini¢cdo inicial sobre o uso ou ndo de um escore, € conseqiientemente de quais
varidveis seriam utilizadas na avaliagdo, quase nos impediu de utilizar o escore acima
citado. Conforme pode ser observado na ficha de avaliagdo dos pacientes, que se encontra
no anexo 1 deste trabalho, nossa intencao inicial era conhecer a intensidade dos sibilos e,
ndo em que momento do ciclo respiratdrio os mesmos seriam detectados, o que ¢ avaliado
no escore citado. Como a forma de apresentagdo dos resultados dos valores de escore
obtidos seria agrupando os casos por intervalos de resultados, caracterizando assim quadros
leves, moderados e graves, ndo desistimos da tentativa de utilizar o Sistema de Escore
Clinico Modificado. Naquele momento, estivamos convencidos de que esse seria a melhor
opcdo. Considerando que o compromisso com a verdade ¢ o principio basico de qualquer
trabalho cientifico, tivemos o cuidado de pontuar cada um dos casos das duas formas
possiveis, isto €, quando os sibilos eram audiveis com estetoscopio, o valor atribuido tanto

poderia ser 1 como 2, na dependéncia da localizacdo dos sibilos em relagdo ao ciclo



respiratdrio (inspiragdo ou expiracdo). Apos fazermos a avalia¢do individualizada de cada
caso, das duas maneiras, constatamos que nao ocorria modificagdo quanto aos intervalos
pré-estabelecidos. Somente ai decidimos pelo uso do escore referido. Os pacientes com
sibilancia audivel sem estetoscopio, num total de 5, foram todos pontuados com grau 3. Os
niveis de gravidade foram subdivididos da seguinte maneira: leve para valores do escore de
4 a 6, moderado para valores do escore de 7 a 9 e grave para valores do escore de 10 a 12.
Valores do escore abaixo dos citados estio relacionados com condigdes fisiologicas

A avaliacdo da gravidade da doenca pelo Sistema de Escore Clinico Modificado sugeriu um
menor percentual de pacientes graves, em relagdo a medida da saturagdo de oxigénio da
hemoglobina por oximetria de pulso isoladamente. No entanto, ndo estd incluido entre os
objetivos deste estudo definir qual a modalidade de avaliagdao mais indicada na BVA.

A oxigenoterapia em lactentes ¢ utilizada ha mais de setenta e cinco anos,
ndo existem estudos randomizados controlados sobre a variacdo da saturacdo de oxigénio
arterial que deveria ser pretendida neste grupo etdrio ou o limiar de valor abaixo do qual
deveria ser fornecido oxigénio adicional. A resposta para a questdo de quando deve ser
fornecido oxigénio, ¢ derivada de conclusdes embasadas em estudos observacionais e dos
dados referidos em lactentes saudaveis (POETS, 1998). H4 incerteza em relagdo a variacao
das saturacdes de oxigénio, abaixo das quais oxigé€nio adicional deve ser fornecido a
lactentes com doenga pulmonar aguda ou cronica. Porém, ¢ sugerida a administracdo de
oxigénio para recém-nascidos e lactentes que ndo conseguem manter a saturacdo de
oxigénio maior ou igual a 93% quando dormindo, ou quando acordados e trangiiilos. Outra
recomendacdo ¢ de que a saturagdo de oxigé€nio seja mantida maior ou igual a 95% quando
¢ fornecido oxigénio suplementar, o que corresponde a uma pressdo parcial de oxigénio

arterial maior ou igual a 70 mmHg (POETS, 1998).



O tempo médio de uso de oxigénio dos casos estudados em nossa pesquisa
foi de 4,7 dias (DP 3,54). NAVAS et al. (1992) relataram 4 dias de uso de oxigénio em
pacientes com BV A, admitidos no hospital com saturacdo de oxigénio da hemoglobina <
90%. Em 1989, MEERT et al. publicaram um estudo com 160 pacientes previamente
higidos que contrairam BVA pelo VSR, nos quais o tempo de uso de oxigénio foi de 2,1
(DP 0,9). O tempo de uso de oxigénio na amostra de pacientes estudada, da mesma forma
que a avaliacdo da saturagdo de oxigénio da hemoglobina por oximetria de pulso, sugere

uma gravidade da doenca maior que a sugerida pelo Sistema de Escore Clinico Modificado.

Antes de discutirmos nossos resultados quanto ao tempo de permanéncia hospitalar, cabe
abordar a admissao hospitalar destas criangas.

Embora tivéssemos definido que o critério fundamental para a inclusao dos casos na
amostra deste estudo fosse a necessidade de hospitalizagdo por BVA, como forma de
estudar os pacientes com doenca de gravidade moderada e intensa e excluir quadros leves
da doenga, verificamos na avaliagdo de nossos dados que a decisdo sobre a necessidade de
hospitalizagdo obedece a critérios variados, que vao além do que ¢ definido por um escore.

Este comentario, ndo se constitui em critica a atitude dos profissionais, mas ¢ a
constatacdo da variabilidade de condutas frente 8 BVA. Este achado nao ¢ um dado isolado.
As publicagoes de WANG et al. (1996) e BEHRENDT et al. (1998), que analisaram a
conduta diante dos pacientes com BVA, na Europa, América do Norte e Oceania,
totalizando com os dois estudos, 10 paises e 50 hospitais estudados, demonstraram
claramente que a visdo sobre a doenga ¢ muito variada, isto influenciando desde a admissao

até os critérios para a alta hospitalar.



A busca de justificativas na literatura para a internacdo de pacientes com quadros
supostamente menos graves da doenca, segundo uma das modalidades de avaliacdo que
utilizamos, ¢ respondida por SIMOES (1999) quando numa revisdo sobre esta patologia o
autor faz referéncia aos critérios para hospitalizacdo. Segundo os critérios definidos nessa
publicagdo, alguns pacientes do grupo por nos estudado, mesmo sem preencher os critérios
absolutos para hospitalizagdo, poderiam ser enquadrados em 2 critérios ndo absolutos para
admissdo hospitalar. O primeiro, diz respeito a idade inferior a 6 meses, situagdo em que se
encontravam 90,3% dos casos analisados em nosso estudo. O segundo, refere-se a incerteza
sobre o cuidado a ser dispensado ao paciente em casa. Se levarmos em consideracio que a
maior parte dos casos incluidos neste estudo eram pacientes atendidos na emergéncia do
HCSA e, se considerarmos ainda o nivel socio-economico e cultural do segmento da
populacdo predominantemente atendido no referido hospital, este segundo fator citado
também poderia ter influenciado a internagdo de alguns pacientes, aparentemente menos
graves.

O tempo médio de permanéncia hospitalar de nossos casos foi de 4,25 dias (DP
1,76), semelhante & maioria dos dados disponiveis na literatura sobre pacientes sem
doengas prévias, de 4,8 a 6,2 dias (RODRIGUEZ et al., 1997), 4,6 a 6,7 dias (WANG et al.,
1996), de 3 dias (GREEN et al., 1989) ¢ de 4 a 9 dias (BEHRENDT et al., 1998). Devemos
informar que para o célculo do tempo de hospitaliza¢do, foi excluido um paciente cuja
permanéncia longa deveu-se a uma complicacdo cirirgica abdominal, ndo relacionada com
a doenga em estudo.

O tempo de hospitalizagdo, da mesma forma que a saturacdo de oxigénio da
hemoglobina e o tempo de uso de oxigénio, sugere uma maior gravidade dos casos

estudados, do que a gravidade sugerida pelo Sistema de Escore Clinico Modificado.



Trés pacientes (4,8%) da amostra evoluiram para ventilagdo mecanica. O percentual
de pacientes que evoluiu para ventilagdo mecanica em nosso estudo encontra-se acima dos
3% relatados por MEERT et al. (1989) e abaixo dos 8% citados por HAMMER et al.
(1997), ou seja, dentro dos valores percentuais citados na literatura.

Encontramos aqui um item que merece ser discutido. Nao em todos os trabalhos
disponiveis na literatura, mas em varios deles, encontram-se correlagdes entre niveis
elevados de interleucinas na fase aguda da doenga, e a gravidade do quadro. Ha relatos
sobre niveis elevados de IL-8 (BONT et al., 1999) em pacientes submetidos a ventilagao
mecanica, e também em relagdo a IL-2, em pacientes submetidos a ventilagdo mecanica em
conseqiiéncia de BVA pelo VSR (JOSHI et al., 1998).

O estudo que realizamos conseguiu demonstrar que o perfil de gravidade dos pacientes
internados nos hospitais incluidos em nossa amostra foi semelhante ao descrito em
inimeros estudos da literatura mundial, com pacientes hospitalizados. A avaliagdo por meio
do escore agrupado deu uma idéia de doenga leve no grupo estudado. Esta impressdo ¢
desfeita quando analisamos as demais variaveis utilizadas para medir a gravidade da
doenga.

Ficou demonstrado também que, na fase inicial da BVA causada pelo VSR e, com o perfil
de gravidade descrito, a IL-2 na secre¢do nasofaringea ndo se constitui numa citoquina util
para a avalia¢do da resposta imunomediada.

O trabalho aqui relatado deixa uma questdo em aberto. Qual seria o comportamento da IL-
2, se as concentragdes fossem medidas exclusivamente na secre¢do nasofaringea de
pacientes com BVA muito grave? Esta pergunta talvez seja esclarecida em novos estudos,
maiores e com critério rigido de inclusdo, quanto a gravidade da doenga, definido pelo uso

de ventilacdio mecanica. Os estudos propostos exigirdo uma maior abrangéncia,



provavelmente envolvendo varios centros, ou mais de uma epidemia do VSR, se
considerarmos os percentuais de pacientes com BVA pelo VSR que evoluem para
ventilagdo mecanica.

Acreditamos que os nossos resultados venham a se somar aos varios e divergentes dados
disponiveis na literatura, na tentativa do entendimento da patogénese da BVA causada pelo
VSR, tanto nos aspectos da doenca aguda quanto nas suas conseqiiéncias a médio e longo
prazo. A resposta definitiva a estas questdes passara por uma longa tarefa, de

responsabilidade de pesquisadores do mundo inteiro.



6 DISCUSSAO

A falta de entendimento sobre os mecanismos responsaveis por uma doenca de alta
prevaléncia na populacdo pediatrica em todos os continentes, como ¢ a BVA pelo VSR,
despertou nosso interesse em participar da busca internacional de uma resposta a esta
questao.

Decidimos canalizar nossa investigagdo quanto ao envolvimento da imunidade
celular na doenca em estudo, medida através de uma citoquina.

Dedicamos um longo tempo a etapa de escolha do mediador inflamatério que
utilizariamos em nosso estudo.

Existem relatos divergentes na literatura sobre o comportamento das citoquinas: IL-
2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, Interferon gama, entre outras , em pacientes com BVA
pelo VSR, medidas em soro e secre¢des das vias aéreas.

Embasados nas evidéncias relatadas sobre a participagcdo das células T na defesa
antiviral, e tendo sido estas células associadas tanto com a eliminagdo do virus quanto com
o desenvolvimento da doenca, na infec¢do pelo VSR, decidimos investigar uma citoquina
envolvida no mecanismo de ativacao destas células (GRAHAM et al., 1991; HUSSEL et
al., 1996).

A escolha final da IL-2 embasou-se no fato desta citoquina estar envolvida na
ativacdo, crescimento e diferenciacdo das células T, assim como na inducdo do
crescimento, diferenciacdo e ativacdo funcional de uma variedade de outras células que
participam da resposta imune. A IL-2 produzida por uma célula T ativada de maneira

autdcrina, estimula o crescimento e a proliferacdo de linfécitos T antigeno-especificos



assim como de células B (CURFS et al.,, 1997). O conhecimento deste complexo
envolvimento da IL-2 na resposta imune foi definitivo para a nossa escolha.

Buscéavamos testar a hipotese de que a IL-2 encontrar-se-ia aumentada nas secre¢oes
das vias aéreas dos pacientes acometidos de BVA pelo VSR.

Conhecedores dos dados de JOSHI et al. (1998) que demonstraram que as
concentragdes da IL-2 em vias aéreas superiores e vias aéreas inferiores apresentam o
mesmo comportamento durante a BVA, decidimos pela dosagem desta citoquina na
secre¢dao nasofaringea. A facilidade de obtencdo do material associada ao risco baixo ou
nulo de dano ao paciente para a colheita, foram fundamentais para a opgdo por esta via
sobre o lavado bronco-alveolar, que seria utilizado para colher a secre¢do das vias aéreas
inferiores.

Ap6s a decisdo sobre o uso da secre¢do nasofaringea para dosar a IL-2, surgiu a
questdo quanto a melhor forma de colheita do material. Poderiamos tanto utilizar a técnica
da colheita do material puro por aspirado, quanto a colheita por lavado nasal com solugdo
salina. Optamos pela colheita da secre¢do pura por acreditarmos que o lavado nasal, com
posterior aspiracdo, poderia comprometer os resultados que viéssemos a encontrar,
considerando que a medida a ser realizada seria da concentragdo de uma substancia. O
processo de lavado com o desconhecimento dos percentuais de secre¢do nasofaringea e do
liquido instilado que seriam recuperados na aspiragdo, poderia levar a resultados infiéis a
realidade, mesmo com a centrifugacdo e utilizagdo do material sobrenadante, prevista na
técnica do lavado nasal (WALDMAN et al., 1973). Acreditamos que a obtengdo de
secrecdo pura tornaria mais fidedignos os resultados que viéssemos a obter. A dilui¢ao
realizada somente em laboratorio, no momento do preparo do material para as dosagens,

permitiria trabalhar com concentra¢des conhecidas.



A proxima etapa a ser discutida diz respeito a dosagem laboratorial da IL-2. A realizacdo da
dosagem de IL-2 na secre¢do de nasofaringe por ELISA, em casos e controles, constituiu-se
num procedimento de dificil execucdo. A viscosidade do material das amostras foi a
responsavel pelas dificuldades que enfrentamos. Mesmo utilizando método de diluicao das
amostras em PBS, com posterior centrifugagdo e agitacdo no equipamento Vortex, descrito
na se¢do de materiais e métodos, foi dificil a obtengdo de uma porgao mais fluida para ser
trabalhada. A necessidade de total seguranca em relacdo aos resultados que seriam obtidos
exigiu uma fase preliminar de testes na realizagdo das dosagens. Realizamos dosagens
seriadas, duplicadas para controle de qualidade, num total de 326 testes, antes de iniciarmos
as dosagens definitivas dos casos e controles. Esta etapa permitiu que nos assegurassemos
da qualidade dos resultados da IL-2 encontrados.

A observacao das placas de ELISA no término das dosagens da IL-2 no laboratério sugeria
ndo haver diferenca entre os dois grupos estudados. Ambos mostravam um predominio de
pocos com coloragdo muito clara, sugestiva de niveis baixos, quase indetectdveis da
citoquina dosada e, poucos pogos da placa com coloracdo mais intensa sugerindo
concentragdes altas.

Ap0s ter feito a leitura da absorbancia, assim como o célculo das concentragdes de IL-2 em
nanograma/ml para cada amostra através de analise de regressdo linear, conforme
descrevemos na se¢do de materiais e métodos, persistiu o que fora a impressao inicial com
a coloragdo das placas, ou seja, o predominio de valores baixos das concentragdes e, poucas
amostras com concentragoes elevadas.

Em funcao da grande dispersdo encontrada nos resultados das concentragdes de IL-2, com
alguns pacientes apresentando resultados muito dispares, fomos forcados a utilizacdo das

medianas dos dois grupos para a comparacao através de teste estatistico.



A grande assimetria na distribuicdo de uma varidvel contra-indica o uso das médias para a
analise estatistica e, conseqiientemente, o uso de testes paramétricos. Por essa razdo, a
comparagdo entre as medianas dos dois grupos foi realizada através do teste ndo-
paramétrico de Mann-Whitney. O resultado obtido, com um P = 0,143, definiu ndo haver
diferenga entre os dois grupos, com auséncia de significancia estatistica.

Ao realizar a analise estatistica de nossos dados, aceitamos um P < 0,05 como sinénimo de
significancia estatistica. Nao desconhecemos, porém, a discussdo existente na literatura
sobre a arbitrariedade deste valor. O valor de P < 0,05 ¢ o conceito de significAncia
estatistica vigente na literatura médica, embora venha sendo cada vez mais questionado.
Com freqiiéncia a significancia estatistica expressa com o valor de P ¢ tomada como
sindnimo de relevancia clinica, quando na verdade ele ndo define a importancia pratica do
resultado obtido, ou seja, a significancia clinica (WAGNER, 1998; WARE et al., 1992).

Ao aceitarmos os critérios da literatura médica em geral e, enquadrarmos os resultados
deste trabalho como ndo demonstrando diferenca estatisticamente significativa entre os dois
grupos estudados, poderiamos ainda ser questionados se esses achados ocorreram porque
ndo existe diferenca entre os grupos, ou porque o estudo ndo conseguiu demonstra-la. Uma
amostra ndo suficientemente grande, por exemplo, poderia ser responsavel por uma falha
em demonstrar uma diferenca existente. Assumir a igualdade entre os dois grupos poderia
neste caso, representar um erro tipo beta, ou seja, afirmar uma igualdade quando o correto
seria afirmar uma diferengca. A chance de incorrermos neste tipo de erro, entretanto, seria
inicialmente muito dificil de calcular em func¢do da auséncia de dados na literatura que nos

permitissem o célculo do tamanho para a nossa amostra. Dispondo dos dados deste estudo,



tornou-se possivel saber que a chance de erro B com um tamanho de amostra como o que
utilizamos seria de 0,20.

Apbs estabelecermos as consideracdes acima sobre a andlise estatistica e suas
interpretacdes neste estudo, devemos discutir o trabalho realizado com o enfoque clinico.
As investigagdes realizadas até a presente data com modelo animal e em humanos, tém
sugerido fortemente a participacdo do sistema imune na patogénese da BVA pelo VSR.
Mais especificamente a resposta imune do tipo Thl, através da producdo de IL-2 e
Interferon gama, tem sido alvo do interesse de inimeros pesquisadores. Os resultados,
entretanto, sdo divergentes. Podemos verificar isso com a publicacdo que sugeriu a IL-2
como uma forma adequada de medir a resposta inflamatoria de pacientes com BVA grave,
na fase aguda da doenca (JOSHI et al., 1998), assim como outros que ndo conseguiram
demonstrar a resposta imune do tipo Thl, medida pelo Interferon gama, na fase aguda da
doenga, nem tampouco na convalescenga (BONT et al., 1999).

Apesar dessas divergéncias nas pesquisas em seres humanos, no modelo animal ja esta bem
demonstrada a participagdo das células T, principalmente do tipo Thl, na elimina¢ao do
patogeno viral (HUSSELL et al., 1996), assim como na génese da doenca, tanto na infec¢cao
primaria como na secundaria (GRAHAM et al., 1991).

A detecgdo de citoquinas em cultura de células do sangue periférico de seres humanos
adultos igualmente mostrou resposta imune ao VSR, do tipo Thl, manifestada pela
determinagdo dos niveis de IL-2 e Interferon gama (JACKSON & SCOTT, 1996).

O resultado de nosso estudo, entretanto, une-se a outros que avaliaram a participagdo das
células do tipo Thl em diferentes materiais, tanto em animais quanto em seres humanos, e

ndo conseguiram demonstrar o esperado aumento das citoquinas relacionadas a essas



células durante a infec¢do das vias aéreas inferiores pelo VSR (BONT et al., 1999;
HUSSELL et al., 1996).

O trabalho aqui apresentado ¢, até onde temos conhecimento, o primeiro estudo controlado
para pesquisa de IL-2 em secre¢do nasofaringea de lactentes com BVA pelo VSR e,
acreditamos que os resultados encontrados sejam importantes.

Devemos lembrar que com um nimero de casos menor que o de nosso estudo, alguns
autores puderam descrever o aumento de outras citoquinas na doenca avaliada.

Analisando os achados deste estudo com o enfoque clinico, devemos considerar também,
que no universo de resultados das concentragdes de IL-2 que obtivemos, de 0 a 40256 ng, o
tamanho da diferenga observada entre as medianas dos dois grupos estudados, de 55,5 ng, ¢
inexpressiva.

Apos as ponderagoes feitas em relacdo a interpretacdo dos dados estatisticos, acreditamos
que do ponto de vista da relevancia clinica, este estudo sirva para sugerir que a IL-2 ndo se
constitui num bom pardmetro de avaliagdo da resposta imune na BVA pelo VSR, no
momento da hospitalizacdo, se comparada com a maior facilidade na demonstracdo do
aumento de outras citoquinas nesta mesma doenca.

Ao assumirmos como verdadeira a conclusdo da auséncia de diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos estudados, ou seja, de ndo haver aumento da produgdo de IL-2
na secre¢do nasofaringea nas criangas com BVA pelo VSR, na fase inicial da doenga, ¢
necessario que facamos uma analise critica da metodologia empregada neste trabalho,
tentando verificar a possibilidade de eventuais vicios terem sido responsdveis pelo
resultado encontrado.

O primeiro cuidado que tivemos ao tentar desenvolver este projeto foi com relagdo a

selecdo dos casos. Utilizamos critérios de inclusdo definidos por hospitalizagdo de criangas



de zero a vinte e quatro meses, motivada pela historia inicial de doenga viral aguda nas vias
aéreas superiores, que evoluiu com pelo menos dois dos seguintes sinais: taquipnéia,
disfuncdo respiratoria, sibilos e estertores crepitantes, em pacientes previamente higidos
(DE BOECK et al., 1997). Excluimos os pacientes com condi¢des clinicas que pudessem
nos conduzir a vicios de confusdo. Entre as condi¢des clinicas consideradas como critérios
de exclusao estiveram: doenga respiratoria perinatal, ventilagdo mecanica prévia, episodio
anterior de sibilancia, uso de broncodilatadores e/ou corticosterdides, presenca de
cardiopatia congénita e, refluxo gastro-esofagico em tratamento ou historia sugestiva dessa
doenca. O passo seguinte foi nos assegurarmos de que o agente responsavel pela doenga
fosse o VSR, alvo do interesse deste estudo.

Apesar de nossa meta ser a obten¢do do diagnoéstico etioldgico viral de todos os pacientes
através do mesmo método, ou seja, da imunofluorescéncia indireta, enfrentamos um
problema que nos impediu de atingi-la. A falta de kits para a realizacdo de
imunofluorescéncia no aspirado nasofaringeo dos pacientes do HCSA forcou-nos a uma
modificacdo no projeto inicial. Solucionamos o imprevisto com o congelamento de
secrecao nasofaringea dos pacientes, conforme ja descrevemos, o que permitiu a
confirmagdo do diagnéstico viral posteriormente, através de imunoensaio enzimatico
especifico para o VSR. Estes testes s6 puderam ser realizados ap6s o término das colheitas,
em funcdo das dificuldades que ocorreram para a importacdo dos kits de imunoensaio
enzimatico. Somente apds esta etapa foi possivel conhecer a nossa amostra dos casos.

A alteracdo no projeto inicial com o uso de dois tipos de testes para o diagndstico etioldgico
viral nos casos do HCSA, ao nosso ver ndo se constituiu em problema metodolégico uma
vez que o TestPack utilizado, da mesma forma que a imunofluorescéncia, tem muito boa

sensibilidade e especificidade (OBEL et al., 1995). Este modelo de diagnostico viral



utilizando dois tipos de testes para selecionar a amostra de um estudo encontra-se citado na
literatura por RODRIGUEZ et al. (1997), quando analisaram o uso de imunoglobulina com
altos titulos de VSR, no tratamento da BVA.

Em nosso trabalho, o diagnostico viral foi estabelecido por imunofluorescéncia indireta nos
13 casos internados no CTIP do HMV e, dos 49 pacientes internados no HCSA incluidos
em nossa amostra, 24 (49%) tiveram o diagnostico etioldgico viral estabelecido por
imunofluorescéncia indireta, enquanto os 25 restantes (51%) foram diagnosticados por
imunoensaio enzimatico.

A identificagdo viral permitiu-nos estabelecer a prevaléncia do VSR nos pacientes
internados por BVA no HCSA e no CTIP do HMV, respectivamente 53,1% e 62,5%. Esses
dados de prevaléncia do VSR na doenga em estudo encontram-se dentro dos valores citados
na literatura internacional e local (HEILMAN, 1990; FISCHER, 1994).

Uma outra situagao que devemos discutir diz respeito a utilizacdo de pacientes de diferentes
hospitais em nossa amostra de casos. Como pretendiamos assegurar o maior tamanho de
amostra possivel, uma vez que o célculo preciso de tamanho ndo estava determinado e,
dependiamos de uma patologia de comportamento epidémico, soava interessante somarmos
casos mais rapidamente. A principal critica a esta atitude, sobre a qual ponderamos, seria o
risco de colhermos dados de populacdes diferentes. Considerando que os critérios de
inclusdo dos casos diziam respeito a evidéncias clinicas definidas de BVA, com etiologia
também determinada, e o desfecho analisado seria uma medida independente da conduta
terapéutica instituida, decidimos pela utilizagdo dos pacientes dos dois hospitais citados
julgando que ndo estariamos incorrendo em erro.

O acompanhamento da totalidade dos 13 casos do HMV foi realizado por um dos membros

da equipe de pesquisadores. Os demais se dedicaram ao HCSA que demandou maior



envolvimento em fun¢do do grande movimento do servigo de emergéncia e, também, pela
necessidade de selecionar os casos entre um grande numero de doentes internados com
diagnostico de bronquiolite.

Uma dificuldade adicional surgiu no momento da decisdo sobre a maneira de selecionar um
grupo controle para que pudéssemos comparar os resultados das concentragcdes de IL-2
obtidas nos doentes. Como existe pouco material conclusivo na literatura sobre a resposta
imune contra 0 VSR e, nada ha sobre o que poderiamos encontrar ao acaso numa pesquisa
de IL-2 na secre¢do nasofaringea, pareceu-nos fundamental comparar os resultados obtidos
nos casos com criangas que ndo estivessem doentes. Apenas descrever as concentragdes de
IL-2 na secrecdo nasofaringea dos pacientes portadores da doenga em estudo, poderia ser
em si uma contribuicdo interessante para o entendimento da patogénese da BVA causada
pelo VSR. Entretanto, comparar os valores das concentracdes obtidos nos casos estudados
com os de pacientes sem doenca respiratoria, significaria testar nossa hipotese sobre a
participagdo dessa citoquina na patogénese da doenga.

A seleg@o do grupo controle para atender ao objetivo de comparagdo das concentragdes de
IL-2 deste estudo, foi um obstaculo dificil de ser transposto. Obter secrecdo nasofaringea de
criangas saudaveis €, por si sO, uma tarefa quase impossivel. Se agregarmos a isso o dilema
ético no que diz respeito a manipulacdo e a aspiracao da nasofaringe de lactentes higidos, o
problema cresce ainda mais.

Ao tentarmos buscar na literatura uma solugdo para este impasse através de modelos ja
utilizados como grupo controle em colheita de secre¢do nasofaringea, encontramos relato
da pesquisa de interleucinas neste tipo de secrecdo em pacientes com idade escolar que
sofriam de asma bronquica, cujos controles foram alunos higidos da mesma escola, os quais

foram submetidos a lavados nasais para a colheita do material (NOAH et al., 1995). Em



relacdo a criancas com BVA, o modelo de grupo controle que encontramos foi com
lactentes que participavam de uma coorte de imunizagdes na comunidade (ABU-HARB et
al., 1999). Porém, nao nos sentimos confortdveis com a idéia de fazer um procedimento em
lactentes saudaveis, sem beneficio para eles, e com risco de desencadear desconforto assim
como eventual trauma local. Surgiu entdo a idéia de obter material da nasofaringe de
criangas previamente higidas, da mesma faixa etdria dos casos, que fossem submetidas a
cirurgias eletivas. Esses pacientes necessitariam de aspira¢ao das vias aéreas por ocasiao do
procedimento anestésico € nao seriam submetidos a qualquer desconforto adicional. O
grupo controle de nosso estudo acabou sendo composto por criangas que se encontravam
em boas condigdes de satde, previamente a indicagdo cirtrgica. Quando j& inicidvamos as
colheitas, localizamos o trabalho de SHEERAN et al. (1999) que dosaram interleucinas (IL-
6, IL-8, IL-10) na secrecdo nasofaringea de lactentes com BV A pelo VSR usando o mesmo
modelo de controles estabelecido por nos.

Excluimos do grupo controle as criangas com histéria de doenca aguda nas vias aéreas
superiores nas ultimas duas semanas, pacientes com historia de hiper-reatividade de vias
aéreas superiores ou inferiores, assim como aqueles pacientes que foram submetidos a
procedimentos cirurgicos nas vias aéreas superiores, tentando desta forma evitar que
situacdes com potencial para desencadear resposta do sistema imune local dos pacientes
causassem um viés em nossos resultados, favorecendo a hipdtese de nulidade.

Para minimizar o problema relacionado ao envolvimento de diferentes profissionais na
colheita de dados, a selecdo dos controles no bloco cirtirgico foi restrita a um unico
anestesista que demonstrou interesse pelo nosso projeto.

A aspiracdo da nasofaringe dos controles foi realizada pelo anestesista, utilizando a mesma

técnica descrita em se¢do anterior deste trabalho para a colheita do material dos casos.



Daqueles pacientes cuja historia permitia a inclusdo no grupo controle e dos quais o
anestesista obtinha secre¢do ao aspirar a nasofaringe, efetuavam-se registros de: idade,
peso, sexo ¢ o tipo de cirurgia realizada (listagem das cirurgias no anexo 3).

A secregdo da nasofaringe dos controles foi, da mesma forma que a dos casos, congelada
imediatamente e ap6s mantida a -80 °C. Do total de 31 controles, 10 tiveram a secre¢io
nasofaringea colhida quando os mesmos foram transferidos para cuidados pds-operatorios
na unidade de tratamento intensivo. Isto, deveu-se ao fato de nesses pacientes, o
procedimento anestésico nao ter sido realizado pelo profissional que compunha o grupo da
pesquisa.

Um problema enfrentado por nés em relagdo ao grupo controle, que também merece ser
discutido, diz respeito ao “n” deste grupo. Os critérios definidos para a inclusdo entre os
controles limitaram muito o nimero de potenciais candidatos e, com relativa freqiiéncia,
daqueles pacientes que preenchiam os critérios exigidos, ndo era obtido material na
aspiracao da nasofaringe. Por esta razdo, mesmo tendo em nosso apoio um profissional de
um bloco cirirgico muito movimentado, o “n” do grupo controle ficou menor que o
desejado. A conseqiiéncia direta deste problema foi termos que abandonar a idéia inicial de
pareamento entre casos e controles, pois ficou evidente que seria necessario um tempo
exageradamente longo para que esta meta pudesse ser atingida.

Constatou-se diferenca de idade entre casos e controles. A média de idade dos casos foi de
2,97 meses (variagdo: 0,4 a 16 meses) ¢ a média dos controles foi de 8,3 meses (variagao:
0,1 a 21 meses), havendo diferenca estatisticamente significativa

(P =0,0001).

A diferenca de idade entre os dois grupos poderia invalidar a nossa conclusdo sobre a

comparagdo das concentracdes da IL-2, caso os achados descritos quanto a resposta



humoral que se mostrou menor até os 6 meses de vida, fossem também aplicaveis em
relacdo a imunidade celular.
Especificamente em relagdo a capacidade de produgdo da IL-2 existem relatos na literatura
que demonstram que o fator idade nao esta associado com as concentragdes de IL-2.
Os dados publicados por MIYAWAKI et al. (1985) sugeriram que a capacidade dos
linfocitos T em produzir IL-2 ja esta em estdgio maduro ao nascimento.
SAITO et al. (1988) publicaram resultados de um estudo realizado com sangue do cordao
umbilical, no qual observaram que os linfocitos de fetos com 16 semanas de gestagdo, ja
produzem uma quantidade apreciavel de IL-2. Os autores referidos acima estudaram
também os receptores da IL-2, através do acréscimo de IL-2 exdgena e puderam evidenciar
que a resposta de um feto de 24 semanas de gestagdo ¢ semelhante a de um adulto. Estes
resultados indicam que, cedo no desenvolvimento fetal, a producdo de IL-2 assim como
seus receptores estdo com fungdo completa.
VIGANO et al. (1999) publicaram resultados de um estudo demonstrando que a produgdo
de IL-2 ¢ favorecida por uma maturacao funcional diferenciada da resposta imune apos o
nascimento, levando a produgao precoce desta citoquina.
FAIRFAX & BORZI (1988) analisaram os elementos do sistema de IL-2 em recém-
nascidos, incluindo a resposta proliferativa a IL-2, a produgdo e os receptores de superficie
desta citoquina. Compararam os achados com um grupo de criangas maiores e outro de
adultos e concluiram que os recém-nascidos a termo possuem um sistema de IL-2
totalmente competente ao nascimento.

Embora sendo o pareamento entre casos e controles o desenho ideal para um estudo
controlado, temos argumentos para acreditar que ndo houve prejuizo em nosso estudo por

ndo ter sido respeitada esta regra.



Um dos estudos controlados que citamos anteriormente, € que usou na comparagdo dos
niveis de IL-6, IL-8 e IL-10 o mesmo modelo utilizado por nés para selegdo do grupo
controle (SHEERAN et al., 1999), ndo descreve as caracteristicas demograficas dos
pacientes incluidos e ndo discute sobre pareamento entre os grupos.

A maneira ideal para conseguirmos um grupo controle com mesma faixa etaria que nossos
casos seria possivelmente com criangcas acompanhadas em servigos ambulatoriais de
puericultura, num modelo semelhante ao de ABU-HARB et al. (1999), sendo que a colheita
de material da nasofaringe deveria acontecer através de lavados nasais, em funcdo da
dificuldade na obtencdo de material em pacientes higidos. Entretanto, para nos, este modelo
para selecdo do grupo controle ndo foi considerado razoavel do ponto de vista ético.

Como conseqiiéncia das diferengas etarias entre os casos e os controles, encontrou-
se diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao peso (P=0,015). Nao encontramos
na literatura elementos que sugiram a possibilidade de interferéncia desta variavel na
producao de IL-2.

O predominio do sexo masculino entre os casos do estudo (54,8%), ¢ comparavel
aos achados descritos na literatura por diferentes autores (GLEZEN & DENNY, 1973;
GLEZEN et al., 1971). Nao foi constatada diferenca na freqiiéncia de distribui¢do do sexo
entre o grupo de casos e o de controles (P= 0,768). Esta varidvel foi incluida para a
descricdo da amostra, ndo havendo expectativa quanto a influéncia da mesma nos
resultados da citoquina dosada. O que héd descrito na literatura, at¢é o momento, sobre
mediadores inflamatorios na BVA pelo VSR, ndo imputa ao sexo qualquer significado.

Embora a meta central deste estudo fosse a avaliacdo do comportamento da IL-2 na
secre¢do nasofaringea de criangas acometidas de BVA pelo VSR, de maneira geral, o grau

de gravidade da doenga no grupo estudado poderia tornar-se uma resposta necessaria no



momento de concluirmos sobre os resultados de nosso trabalho. Este fato fez com que
enfocassemos também a gravidade da doenga segundo alguns dos critérios de avaliaciao
para a BVA disponiveis na literatura.

Conforme abordamos na se¢do de materiais ¢ métodos, foi longa a discussdo sobre a
melhor forma de avaliarmos a gravidade da doenca. Optamos por utilizar paralelamente as
formas de avaliagdo classicamente aceitas na literatura. Nao visamos a comparagao entre
elas e sim demonstrar de maneira mais ampla as caracteristicas das criangas estudadas.
Com esta finalidade analisamos a saturagdo de oxigénio da hemoglobina em ar ambiente,
medida por oximetria de pulso na admissdo, o tempo de uso de oxigénio durante a
hospitalizagdo, a necessidade de ventilagdo mecanica e o tempo de hospitalizagido
(RODRIGUEZ et al., 1997; WANG et al., 1995; THE PREVENT STUDY GROUP, 1997).
Num segundo momento decidimos pela inclusdo do Sistema de Escore Clinico Modificado,
o que discutiremos posteriormente.

Ap6s a definicdo de que utilizariamos os dois hospitais citados como fonte de casos para o
nosso estudo, foi necessario excluir a internagdo em UTI dos critérios de avaliacdo da
gravidade da doenga. Considerando que as rotinas assistenciais obedecem a peculiaridades
j& comentadas, em cada um dos hospitais envolvidos, precisdvamos evitar que diferentes
critérios de indicac¢do de cuidados intensivos comprometessem o nosso levantamento.

Os dados da literatura quanto aos valores de referéncia da saturacdo de oxigénio da
hemoglobina, medida por oximetria de pulso em criangas nascidas pré-termo e a termo
mostram que, durante a respiracdo normal, noventa e cinco por cento dos lactentes mantém
a saturacdo entre 93 e 100%, quando com idades entre zero e vinte e oito dias de vida e,

entre 97 e 100%, quando com idades entre dois e seis meses (POETS, 1998).



A saturagdo de oxigénio da hemoglobina em ar ambiente na admissdo, medida por
oximetria de pulso, tem sido considerada como o melhor parametro independente de
avalia¢do para predizer a BVA de maior gravidade (MULHOLLAND et al., 1990; SHAW
et al., 1991). A saturacdo de oxigénio abaixo de 95% determinada por oximetria de pulso, é
citada na literatura como tendo forte associacdo com BVA mais grave (DARVILLE &
YAMAUCHI, 1998; SHAW et al., 1991).

A tabela que utilizamos para a classificagdo dos casos quanto a saturacao de
oxigénio da hemoglobina medida por oximetria de pulso encontra-se validada na literatura
para pacientes com a doenca em estudo (DE BOECK et al., 1997). Esta foi a razdo para
termos decidido utiliza-la. Entretanto, consideramos que a referida tabela merega ser
discutida. O fato de haver um intervalo classificando saturagdes maiores ou iguais a 95% e
outro intervalo com satura¢des de 90 a 95%, deixa lugar a duvida. Os pacientes deste
estudo que apresentaram saturagdes de 95% foram todos classificados no primeiro
intervalo, ou seja, de saturagdo maior ou igual a 95%. Sob o nosso ponto de vista, o
segundo intervalo da tabela deveria ser de 90 a 94%, considerando que os equipamentos
disponiveis para mensurar a saturagdo por oximetria de pulso ndo fornecem casas decimais
e, portanto, nenhuma informagdo seria perdida entre os valores de 94 e 95%. Apesar disto,
mantivemos esta classificacdo por estar validada na literatura, especificamente na doenga
em estudo.

Quarenta e um casos de nossa amostra (66,1%) apresentaram saturacdes de
oxigénio abaixo de 95%, sendo que estdo incluidos nesse grupo 12 (19,3%) pacientes que
tiveram saturagdes abaixo de 90% e 1 (1,6%) paciente que apresentou saturacdo abaixo de
85%. Portanto, com base nos critérios existentes na literatura para predizer a maior

gravidade da BVA, utilizando os niveis de saturacdo de oxigénio da hemoglobina medidos



por oximetria de pulso, 66,1% dos casos de nosso estudo encontravam-se dentro do grupo
de risco para doenga mais grave.

Conforme comentamos, inicialmente, no protocolo deste trabalho nao foi incluida a
avaliacao de gravidade da doencga através de um escore. A idéia do uso de um escore foi
aventada, mas ndo foi levada adiante num primeiro momento por uma série de fatores, entre
eles a dificuldade em definir qual o melhor escore a ser utilizado. Posteriormente, quando ja
haviamos iniciado as colheitas, mesmo sabendo que a atitude de inclusdo de um escore a
partir daquele momento poderia ser criticavel, concluimos que poderia também ilustrar de
uma melhor maneira a gravidade da doenga de nossos casos. Desde entdo assumimos que
os eventuais questionamentos valeriam a pena.

A utilizagdo de escores clinicos especificos para o processo de avaliagdo, embora seja
complexa, pode ser vista como uma ferramenta de muito valor para a monitorizagdo do
estado clinico, para a quantificagdo da resposta a medidas terapéuticas empregadas e,
principalmente, para o estabelecimento de maneira uniforme das variaveis clinicas a serem
analisadas de forma mais minuciosa (BEVER et al., 1995; ENGLUND et al., 1994;
HORNSLETH et al.,, 1998; KLASSEN et al., 1997, RICHTER & SEDDON, 1998;
RODRIGUEZ et al., 1997). As variaveis clinicas selecionadas para a estruturagdo destes
escores, costumam ser as mesmas utilizadas num exame clinico rotineiro de qualquer
paciente com dificuldade respiratoria. Além disto, o uso de um escore clinico nos fornece
uma medida mais objetiva, sem que para isto utilizemos equipamentos sofisticados,
procedimentos invasivos ou administremos qualquer tipo de medicagdo sedativa
(REIJONEN et al., 1995). Estas caracteristicas foram fundamentais para que acabassemos
optando pela utilizagdo de um escore agrupado em nosso estudo, permitindo assim um

melhor entendimento da gravidade.



Algumas dificuldades surgiram na defini¢do de qual escore clinico deveria ser empregado,
ja& que a literatura nos fornece intimeras opg¢des de escolha. Para tanto, partimos do
principio que o escore utilizado deveria ser constituido por varidveis clinicas rotineiramente
avaliadas nos pacientes com BVA (portanto de facil aplicabilidade), deveria ter sido
submetido a processo especifico de validacdo, além de ter sido testado em outros estudos
clinicos envolvendo pacientes com a doenga. Definimos também que o mesmo deveria ter
uma boa correlagdo interobservadores, processo avaliado de maneira especifica entre os
examinadores do grupo, além de ser constituido por estratos nao dicotomizados para as
variaveis selecionadas, visando aumentar a capacidade de detectar diferencas na gravidade
da doenga. A opgao final recaiu sobre o Sistema de Escore Clinico Modificado, descrito na
se¢do de materiais ¢ métodos desta dissertagao.

A indefini¢cdo inicial sobre o uso ou ndo de um escore, € conseqiientemente de quais
varidveis seriam utilizadas na avaliagdo, quase nos impediu de utilizar o escore acima
citado. Conforme pode ser observado na ficha de avaliagdo dos pacientes, que se encontra
no anexo 1 deste trabalho, nossa intencao inicial era conhecer a intensidade dos sibilos e,
ndo em que momento do ciclo respiratdrio os mesmos seriam detectados, o que ¢ avaliado
no escore citado. Como a forma de apresentagdo dos resultados dos valores de escore
obtidos seria agrupando os casos por intervalos de resultados, caracterizando assim quadros
leves, moderados e graves, ndo desistimos da tentativa de utilizar o Sistema de Escore
Clinico Modificado. Naquele momento, estivamos convencidos de que esse seria a melhor
opcdo. Considerando que o compromisso com a verdade ¢ o principio basico de qualquer
trabalho cientifico, tivemos o cuidado de pontuar cada um dos casos das duas formas
possiveis, isto €, quando os sibilos eram audiveis com estetoscopio, o valor atribuido tanto

poderia ser 1 como 2, na dependéncia da localizacdo dos sibilos em relagdo ao ciclo



respiratdrio (inspiragdo ou expiracdo). Apos fazermos a avalia¢do individualizada de cada
caso, das duas maneiras, constatamos que nao ocorria modificagdo quanto aos intervalos
pré-estabelecidos. Somente ai decidimos pelo uso do escore referido. Os pacientes com
sibilancia audivel sem estetoscopio, num total de 5, foram todos pontuados com grau 3. Os
niveis de gravidade foram subdivididos da seguinte maneira: leve para valores do escore de
4 a 6, moderado para valores do escore de 7 a 9 e grave para valores do escore de 10 a 12.
Valores do escore abaixo dos citados estio relacionados com condigdes fisiologicas

A avaliacdo da gravidade da doenca pelo Sistema de Escore Clinico Modificado sugeriu um
menor percentual de pacientes graves, em relagdo a medida da saturagdo de oxigénio da
hemoglobina por oximetria de pulso isoladamente. No entanto, ndo estd incluido entre os
objetivos deste estudo definir qual a modalidade de avaliagdao mais indicada na BVA.

A oxigenoterapia em lactentes ¢ utilizada hd mais de setenta e cinco anos, e
ndo existem estudos randomizados controlados sobre a variacdo da saturacdo de oxigénio
arterial que deveria ser pretendida neste grupo etdrio ou o limiar de valor abaixo do qual
deveria ser fornecido oxigénio adicional. A resposta para a questdo de quando deve ser
fornecido oxigénio, ¢ derivada de conclusdes embasadas em estudos observacionais e dos
dados referidos em lactentes saudaveis (POETS, 1998). H4 incerteza em relagdo a variacao
das saturacdes de oxigénio, abaixo das quais oxigé€nio adicional deve ser fornecido a
lactentes com doenga pulmonar aguda ou cronica. Porém, ¢ sugerida a administracdo de
oxigénio para recém-nascidos e lactentes que ndo conseguem manter a saturacdo de
oxigénio maior ou igual a 93% quando dormindo, ou quando acordados e trangiiilos. Outra
recomendacdo ¢ de que a saturagdo de oxigé€nio seja mantida maior ou igual a 95% quando
¢ fornecido oxigénio suplementar, o que corresponde a uma pressdo parcial de oxigénio

arterial maior ou igual a 70 mmHg (POETS, 1998).



O tempo médio de uso de oxigénio dos casos estudados em nossa pesquisa
foi de 4,7 dias (DP 3,54). NAVAS et al. (1992) relataram 4 dias de uso de oxigénio em
pacientes com BV A, admitidos no hospital com saturacdo de oxigénio da hemoglobina <
90%. Em 1989, MEERT et al. publicaram um estudo com 160 pacientes previamente
higidos que contrairam BVA pelo VSR, nos quais o tempo de uso de oxigénio foi de 2,1
(DP 0,9). O tempo de uso de oxigénio na amostra de pacientes estudada, da mesma forma
que a avaliacdo da saturagdo de oxigénio da hemoglobina por oximetria de pulso, sugere

uma gravidade da doenca maior que a sugerida pelo Sistema de Escore Clinico Modificado.

Antes de discutirmos nossos resultados quanto ao tempo de permanéncia hospitalar, cabe
abordar a admissao hospitalar destas criangas.

Embora tivéssemos definido que o critério fundamental para a inclusao dos casos na
amostra deste estudo fosse a necessidade de hospitalizagdo por BVA, como forma de
estudar os pacientes com doenca de gravidade moderada e intensa e excluir quadros leves
da doenga, verificamos na avaliagdo de nossos dados que a decisdo sobre a necessidade de
hospitalizagdo obedece a critérios variados, que vao além do que ¢ definido por um escore.

Este comentario, ndo se constitui em critica a atitude dos profissionais, mas ¢ a
constatacdo da variabilidade de condutas frente 8 BVA. Este achado nao ¢ um dado isolado.
As publicagoes de WANG et al. (1996) e BEHRENDT et al. (1998), que analisaram a
conduta diante dos pacientes com BVA, na Europa, América do Norte e Oceania,
totalizando com os dois estudos, 10 paises e 50 hospitais estudados, demonstraram
claramente que a visdo sobre a doenga ¢ muito variada, isto influenciando desde a admissao

até os critérios para a alta hospitalar.



A busca de justificativas na literatura para a internacdo de pacientes com quadros
supostamente menos graves da doenca, segundo uma das modalidades de avaliacdo que
utilizamos, ¢ respondida por SIMOES (1999) quando numa revisdo sobre esta patologia o
autor faz referéncia aos critérios para hospitalizacdo. Segundo os critérios definidos nessa
publicagdo, alguns pacientes do grupo por nos estudado, mesmo sem preencher os critérios
absolutos para hospitalizagdo, poderiam ser enquadrados em 2 critérios ndo absolutos para
admissdo hospitalar. O primeiro, diz respeito a idade inferior a 6 meses, situagdo em que se
encontravam 90,3% dos casos analisados em nosso estudo. O segundo, refere-se a incerteza
sobre o cuidado a ser dispensado ao paciente em casa. Se levarmos em consideracio que a
maior parte dos casos incluidos neste estudo eram pacientes atendidos na emergéncia do
HCSA e, se considerarmos ainda o nivel socio-economico e cultural do segmento da
populacdo predominantemente atendido no referido hospital, este segundo fator citado
também poderia ter influenciado a internagdo de alguns pacientes, aparentemente menos
graves.

O tempo médio de permanéncia hospitalar de nossos casos foi de 4,25 dias (DP
1,76), semelhante & maioria dos dados disponiveis na literatura sobre pacientes sem
doengas prévias, de 4,8 a 6,2 dias (RODRIGUEZ et al., 1997), 4,6 a 6,7 dias (WANG et al.,
1996), de 3 dias (GREEN et al., 1989) ¢ de 4 a 9 dias (BEHRENDT et al., 1998). Devemos
informar que para o célculo do tempo de hospitaliza¢do, foi excluido um paciente cuja
permanéncia longa deveu-se a uma complicacdo cirirgica abdominal, ndo relacionada com
a doenga em estudo.

O tempo de hospitalizagdo, da mesma forma que a saturacdo de oxigénio da
hemoglobina e o tempo de uso de oxigénio, sugere uma maior gravidade dos casos

estudados, do que a gravidade sugerida pelo Sistema de Escore Clinico Modificado.



Trés pacientes (4,8%) da amostra evoluiram para ventilagdo mecanica. O percentual
de pacientes que evoluiu para ventilagdo mecanica em nosso estudo encontra-se acima dos
3% relatados por MEERT et al. (1989) e abaixo dos 8% citados por HAMMER et al.
(1997), ou seja, dentro dos valores percentuais citados na literatura.

Encontramos aqui um item que merece ser discutido. Nao em todos os trabalhos
disponiveis na literatura, mas em varios deles, encontram-se correlagdes entre niveis
elevados de interleucinas na fase aguda da doenga, e a gravidade do quadro. Ha relatos
sobre niveis elevados de IL-8 (BONT et al., 1999) em pacientes submetidos a ventilagao
mecanica, e também em relagdo a IL-2, em pacientes submetidos a ventilagdo mecanica em
conseqiiéncia de BVA pelo VSR (JOSHI et al., 1998).

O estudo que realizamos conseguiu demonstrar que o perfil de gravidade dos pacientes
internados nos hospitais incluidos em nossa amostra foi semelhante ao descrito em
inimeros estudos da literatura mundial, com pacientes hospitalizados. A avaliagdo por meio
do escore agrupado deu uma idéia de doenga leve no grupo estudado. Esta impressdo ¢
desfeita quando analisamos as demais variaveis utilizadas para medir a gravidade da
doenga.

Ficou demonstrado também que, na fase inicial da BVA causada pelo VSR e, com o perfil
de gravidade descrito, a IL-2 na secre¢do nasofaringea ndo se constitui numa citoquina util
para a avalia¢do da resposta imunomediada.

O trabalho aqui relatado deixa uma questdo em aberto. Qual seria o comportamento da IL-
2, se as concentragdes fossem medidas exclusivamente na secre¢do nasofaringea de
pacientes com BVA muito grave? Esta pergunta talvez seja esclarecida em novos estudos,
maiores e com critério rigido de inclusdo, quanto a gravidade da doenga, definido pelo uso

de ventilacdio mecanica. Os estudos propostos exigirdo uma maior abrangéncia,



provavelmente envolvendo varios centros, ou mais de uma epidemia do VSR, se
considerarmos os percentuais de pacientes com BVA pelo VSR que evoluem para
ventilagdo mecanica.

Acreditamos que os nossos resultados venham a se somar aos varios e divergentes dados
disponiveis na literatura, na tentativa do entendimento da patogénese da BVA causada pelo
VSR, tanto nos aspectos da doenca aguda quanto nas suas conseqiiéncias a médio e longo
prazo. A resposta definitiva a estas questdes passara por uma longa tarefa, de

responsabilidade de pesquisadores do mundo inteiro.
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO

Informamos que seu (sua) filho (a) é
candidato a ser incluido (a) numa pesquisa sobre
a doenga chamada Bronquiolite. Em caso de
participagao na pesquisa, seu (sua) filho (a) sera
acompanhado (a) desde a hospitalizagao até a
alta hospitalar. Serao realizados os exames que
rotineiramente sao feitos em criangcas com esta
doeng¢a, incluindo exames de sangue e
radiografias. Além desses, serao acrescentados:
um exame de sangue e um exame da secre¢cao
nasal (obtido por aspiragao das narinas). Para o
exame de sangue sera utilizada a mesma coleta
que é feita para os exames de rotina, assim como
para a secregao nasal, que também é feita na

rotina assistencial. Os resultados dos exames



serao fornecidos durante a hospitalizagao e no

acompanhamento ambulatorial.

A participagdo ou recusa ¢ livre, ndo determinando qualquer alteracdo no

atendimento a crianga.

Assinatura:



TIPOS DE CIRURGIAS DOS CONTROLES

Piloroplastia

Correcao de mielocistocele sacral
Correcao de hérnia diafragmatica
Correcao de hipospadia

Plastia nos dedos das maos
Fundoplicatura

Derivacao ventriculo-peritonial
Correcao de hipospadia

WoeNSOGORLONA

WWNDNMMNMMMMMDDMNMNDMNDMN-,AAA A A aaaa
SOOCONONPPINRCOINDNPWNED

Derivacao ventriculo-peritonial

Correcgao de cranioestenose

Dilatacao de estenose traqueal congénita
Derivagao ventricular externa
Fundoplicatura

Fundoplicatura

Correcao de cranioestenose

Correcao de estrabismo

Piloromiotomia

Derivacao ventriculo-peritonial

Correcao de hipospadia

Fundoplicatura

Fundoplicatura

Retirada de derivacao ventriculo-peritonial
Ressecc¢ao de cisto ovariano

Correcgao de imperfuragcao anal

Corregcao de meningomielocele
Fechamento de célon

Resseccao de malformagao adenomatdide cistica

Abaixamento de célon
Entero-entero anastomose
Fundoplicatura

Cirurgia de Kasai



ANEXO 4

_ VALORES DE INTERLEUCINA-2
NA SECRECAO NASOFARINGEA

CASOS  GRUPO  IL2(ng/ml)

1.00 78.4
1.00 18.2
1.00 731.1
1.00 3172.5
1.00 189.9
1.00 457.3
1.00 8.4
1.00 159.3
1.00 5.1
1.00 127.2
1.00 97.0
1.00 67.6
1.00 3596.3
1.00 2.1
1.00 95.3
1.00 ©104.8
1.00 581.6
1.00 112.7
1.00 2955.3
1.00 750.0
1.00 2.0
1.00 5061.5
1.00 11.0
1.00 9.7
1.00 .4
1.00 40256.1
1.00 25779.5
1.00 2334.2
1.00 2.3
1.00 159.9
1.00 7125.6
1.00 55.8
1.00 130.8
1.00 83.4
1.00 .0
1.00 176.0
1 5

.00 10.



CONTROLES
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.00 7.
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.00 127.
.00 585.
.00 660.
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